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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

EKSi HAMUR MAYASINDAN iZOLE EDIiLEN LACTOBACILLUS
TURLERININ KLASIiK VE MOLEKULER YONTEMLERLE
TANIMLANMASI

Mehmet Metin CIFCI

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman: Do¢. Dr. Emrah TORLAK
2017, 39+xi Sayfa

Jiiri
Do¢. Dr. Emrah TORLAK
Dog¢. Dr. Mustafa Onur ALADAG
Yrd. Dog. Dr. Ali Tevfik UNCU

Eksi hamur mayas1 su ile ¢avdar unu veya bugday unu karigimmin mayalar ve laktik asit
bakterileri tarafindan fermente edilmesi ile elde edilmektedir. Bu siire¢ laktik asit fermentasyonu ile
proteoliz ve ugucu ve kiif gelisimini dnleyici maddelerin sentezi ile sonuglanmaktadir. Eksi hamur mayast
ekmegin yapisal ve duyusal ozelliklerini iyilestirmesinin yamt sira; ekmegi kiif gelisimine bagl
bozulmadan korumaktadir. Eksi hamur mayasiin laktik asit bakteri florasin1 ¢ogunlukla Lactobacillus
tirlerinin hetero ve homofermentatif suslar1 olusturmaktadir. Laktobacilus suslarinin karbonhidrat
fermentasyon testleri gibi geleneksel fenotipik tanimlama metotlar1 diisiik tekrariiretilebilirlik ve disiik
taksonomik ayrim yetenegine sahiptir. Bu nedenle dogru bir tanimlama i¢in biyokimyasal profile dayali
geleneksel tanimlama ile molekiiler yontemler birlikte kullanilmstir.

Bu caligmada Bursa ilinden temin edilen eksi hamur mayalarindan izole edilen Lactobacillus
suslart biyokimyasal ve molekiiler identifikasyon teknikleri ile tanimlanmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonu ile toplam 68 izolat tiir diizeyinde tanimlanabilmistir. Bununla birlikte bu izolatlarin 9 tanesi
biyokimyasal temelli fenotipik identifikasyon ile tanimlanamamustir. Her iki teknik ile tanimlanabilen 59
izolat igin ayn1 tanimlama sonucu elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Lactobacillus, Eksi Hamur, identifikasyon, PZR.



ABSTRACT

MSc THESIS

IDENTIFICATION OF LACTOBACILLUS SPECIES ISOLATED FROM
SOURDOUGH WITH CLASSICAL AND MOLECULAR METHODS

Mehmet Metin CIFCI

The Graduate School Of Natural And Applied Science Of Necmettin Erbakan
University
The Degree Of Master Of Science
In Molecular Biology And Genetics

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Emrah TORLAK
2017, 39+xi Pages

Jury
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Emrah TORLAK
Assoc. Prof. Dr. Mustafa Onur ALADAG
Asts. Prof. Ali Tevfik UNCU

Sourdough yeast is obtained by the fermentation of a mixture of water and wheat or rye flour by
yeasts and lactic acid bacteria. This process ends with lactic acid fermentation, proteolysis and synthesis
of volatile compunds and mold growth inhibitors.Sour dough yeast improves the structural and sensory
properties of the bread, and also protects the bread from spoilage due to mold formation. The lactic acid
bacteria flora of sourdough yeast is mostly hetero- and homofermentative strains of Lactobacillus species
Traditional phenotypic identification methods of Lactobacillus strains, such as carbohydrate fermentation
tests, have low reproducibility and low taxonomic distinction. For this reason, conventional identification
based on biochemical profiles and molecular methods have been used together in order to get accurate
identification.

In this study, Lactobacillus strains isolated from sourdough obtained from Bursa province were
defined by biochemical and molecular identification techniques. A total of 68 isolates were identified at
the species level by polymerase chain reaction. However, 9 of these isolates were not identified by
biochemical based phenotypic identification. The same identification result was obtained for the 59
isolates identified by both techniques.

Keywords: Lactobacillus, Sourdough, Identification, PCR.
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1. GIRIS

Giliniimilizde tiim diinyada farkli fermentasyon siiregleri ile farkli tipte un ve
bilesenler kullanilarak iiretilen ¢esitli eksi hamur mayasi ekmekleri tiiketilmektedir.
Eksi hamur mayasi; su ile cavdar unu veya bugday unu karisiminin mayalar ve laktik
asit bakterileri tarafindan fermente edilmesi ile elde edilmektedir. Bu siire¢ laktik asit
fermentasyonu ile proteoliz ve ugucu ve kiif gelisimini 6nleyici maddelerin sentezi ile
sonuglanmaktadir. Eksi hamur mayasi ekmegin yapisal ve duyusal 06zelliklerini
iyilestirmesinin yan1 sira; ekmegi kiif gelisimine bagli bozulmadan korumaktadir. Eksi
hamur mayasinin fermentasyon siirecinde kullanilan teknoloji laktik asit bakteri
poplilasyonunu dogrudan veya dolayli olarak etkilemektedir. Eksi hamur mayasinin
laktik asit bakteri florasin1 ¢ogunlukla Lactobacillus tiirlerinin hetero ve
homofermentatif suslar1 olusturmaktadir. Laktobacillus suslarinin  karbonhidrat
fermentasyon testleri gibi geleneksel fenotipik identifikasyon metotlar1 diisiik
tekrartiretilebilirlik ve diisiik taksonomik ayrim yetenegine sahiptir. Bu nedenle dogru
bir identifikasyon i¢in biyokimyasal profile dayali geleneksel identifikasyon metotlar
ile molekiiler metotlar birlikte kullanilmalidir. Bu ¢alismanin amaci Bursa ilinden temin
edilen eksi hamur mayalarindan mezofilik Lactobacillus suslarinin izole edilmesi ve
biyokimyasal ve molekiiler temelli metotlar ile identifikasyonudur.

Eksi hamurun iiretiminin zor olmasi, eksi hamur yontemi ile ekmek yapiminin
fazla is¢ilik ve zaman gerektirmesi, iireticilerin kisa siirede ve kapasitelerinin {izerinde
ekmek iretmek amaciyla fermentasyon siiresini kisaltmalar1 alisilagelmis ekmek
lezzetinden uzak siinger yapidaki iriinlerin tiikketime sunulmasina yol agmaktadir.
Standardize edilmis bir eksi hamur mayasinin kullanimiyla, geleneksel aroma elde
edilebilir, istenmeyen mikroorganizmalarin etkileri ortadan kaldirilarak iiretim
giivencesi saglanabilir, dolayisiyla tiiketici sagligi korunabilir.

Bu calismada geleneksel eksi hamur mayalar1 Bursa ili merkez ve Keles, Biiyiik
Orhan, Harmancik, Orhaneli, Mustafa Kemal Pasa ve Karacabey ilgeleri kdylerinden
toplanmistir. Eksi hamur mayasi orneklerinden izole edilen Lactobacillus tiirleri

biyokimyasal ve molekiiler yontemler ile tanimlanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Ekmegin Tarihcgesi

Ekmek geleneksel igerik olarak bugday unu, tuz ve suyun maya ile belli
oranlarda karistirilip yogurulmasi, uygun bir teknikle islenmesi ve hamurun
fermentasyon sonrasinda pisirilmesi ile olusan temel bir gida maddesidir (Elgiin ve
Ertugay, 1997). insanligin ekmegi tanimasi ve ekmek pisirmesi ¢ok eski caglara
uzanmaktadir. Ilk zamanlar bugdayin ezilerek, su ile karistirilmasiyla, kizgin tasglarda
haslanarak pisirilmesiyle baslayan ekmek yapimi; tarihin akisi igerisinde gelisme
gostererek, ¢agimizda ileri tekniklerden faydalanan bir bilim dali haline gelmistir
(GOogmen, 1996).

Yapilan tarihsel ¢alismalarda, ekmek yapiminin tarihini anlatan eserlerin bundan
7800 y1l dncesine kadar uzandigi belirlenmistir. Asya kitasinin farkli farkli bolgelerinde
ve Catalhdyiik’de M.0.5900-5700 yillar1 arasinda topraktan ve tastan insa edilmis
firmlar bulunmustur. M.0.3000-2700 tarihleri arasinda ise Misirlilar’m ekmekgilik
noktasinda olduk¢a mesafe kaydettikleri ve M.0.2000°1i yillarda biribirinden farkli 16
tiirde ekmek pisirdikleri ortaya ¢ikarilmistir (Talay, 1997).

Tiirkiye’de ekmek her giin taze olarak iiretilir ve tiiketime sunulur. Bu taze
tilketim aligkanligi yapim tekniklerinden dolay1 c¢abuk bayatlama niteliginde olan
ekmegin uzun siire korunabilmesi agisindan bir¢ok sorunu da beraberinde getirmektedir.
Tiirkiye'de pisirilen ekmeklerin %10’unun bayatladig1 i¢in ¢ope atildigi ve dolayisiyla
israf oldugu bilinmektedir. Bayatlama kaynakli bu israfin 6nlenmesi i¢in yeni teknikler

gelistirilerek uygulanmaya calisilmaktadir (Anon, 1990).

2.2. Eksi Hamur Ekmegi

Geleneksel ekmek cesitlerine son yillarda yabanci ekmek ¢esitlerinin de
ilavesiyle, ¢ok farkli sayida ekmek c¢esidinden bahsedilmeye baslanmistir. Degisik tip
ekmek yapimi dogal olarak ¢ok c¢esitli katki maddelerinin kullanimin1 da giindeme
getirmistir. Ayrica kalitenin iyilestirilmesi amaciyla bakterilerden olusan kiiltiirler ve
mayalar kullanilarak yapilan mayalama teknikleri iizerinde de ¢aligmalar yapilmaktadir.
Eksi hamur teknigi, gegmis zamanlardan bu yana kullanilan bir tekniktir. Eksi hamurda

bakteriler ve mayalar beraber etkin olduklarindan dolay1r bu yontem dogal floraya



dayanmaktadir. Eksi hamur ekmegi hacimce uygun olmasi, etkili aroma ve hos bir
ekmek ici yapiya sahip olmasi ve raf dmriinlin uzunlugu ile tercih edilmektedir. Eksi
hamurun hakim florasinda laktik asit bakterileri ve mayalarin baskin olmasindan dolayi,
fermentasyonu kontrol etmek ve giivence altina alabilmek igin sadece laktik asit
bakterilerinden olusan starter kiiltiir kullanimina gidilmistir. Eksi hamurun ve laktik
starterlerin ekmegin karakteristikleri iizerinde pek cok iyilestirici etkisi oldugu tespit
edilmistir (Gé¢men, 2001).

Maya katilmaksizin kendi kendine birakilan hamur bir miiddet sonra degisime
ugrar, yapisinda gaz kabarciklar1 olusur, yumusar, kendini birakir ve kokusu fenalagir.
Hamurda olusan bu degisime hava, su ve unun bilesiminde bulunan mikroorganizmalar
neden olur ve bunlar iginde en etkili olanlar1 genel anlamda bakterilerdir. Kendiliginden
fermentasyonla olusan hamur, mayalarin yaninda asetik asit ve laktik asit bakterilerini
de icerdigi ve tadi eksi oldugu i¢in bu karisima “eksi maya” veya “eksi hamur” adi

verilmektedir (Tamerler, 1986).

2.3. Eksi Hamur Yonteminin Esasi

Eksi hamur tekniginin esasi siradan kiiltiir mayalarinin yaninda havadan ve
kullanilan hamur unsurlarindan gelen dogal mayalarin, sitrik asit ve laktik asit
bakterilerinin etkinlik gosterdigi bir hamur pargasini, ondan sonra gelen hamurda maya
olarak kullanmaktir (Gogmen, 2001). Ancak bu giin iilkemizde ticari ekmek tiretiminde
eksi hamur tekniginin uygulanmasi birakilmistir. Bunun sebebi isciligin ¢ok olmasi ile
isletmelerde mayalik hamur igin ayr1 bir iinite ve ekipman gerektirmesidir. Ayrica
tireticilerin kisa siirelerde oldukca fazla ekmek iiretme hedefi tiiketiciyi alisilagelmis
ekmek lezzetinden uzaklastirmaktadir (Gogmen, 2001).

Son yillarda, hamur hazirlamada kullanilan ekmek mayast miktarmin %2-
3’lerden %5-6 oranlarina ¢ikartilmasi, eksi maya kullaniminin tamamen terkedilmesi ve
fermentasyon siireclerinin sekteye ugratilmast sonucunda alisilmis ekmek aromasindan
uzak, slingerimsi yapida ve kek vari tiriinlerin tiikketime sunulmasina sebep olmaktadir.
Oysa ekmegin aroma agisindan zengin olmasi igin yeterli kosullarda bir fermentasyona
gereksinim vardir. Bu sebeple tek basina maya ya da starter kiiltiir kullanim1 artmistir.
Eksi hamur yonteminden etkilenen bazi iilkeler laktik starter uygulamasina agirlik

vermeye baslamislardir. Bu uygulamada fermentasyonu kontrollii kosullarda devam



ettirmek ve iriin kalitesini giivence altina alabilmek igin laktik asit bakterilerinden
olusan starter kiiltiir kullanimi iizerinde durulmustur (Gé¢men ve Giirbiiz, 2000).

Starter kiiltiir, yalin bir tanim ile “kontrol altina alinan kosullarda standart
kalitedeki bir iriinii meydana getirmek i¢in gida endistrisinde kullanilan
mikroorganizmalardir”. Bu tanimla birlikte yine yalin olarak “yogurt mayasi, ekmek

mayas1 Ve sarap mayasi” starter kiiltiirdiir (Halkman ve Tagkin, 2001).

2.4. Laktik Asit Bakterileri

Geleneksel fermente gidalarin iiretiminde yararlanilan laktik asit bakterileri;
Gram pozitif, fakiiltatif (istege bagli) anaerob, katalaz negatif, hareketsiz, sitokromdan
yoksun ve spor olusturmayan; Eubacteriales takimimin, Streptococcaceae ve
Lactobacillaceae familyalar1 igcinde yer alan; Lactobacillus, Lactococcus,
Tetragonococcus, Vagococcus, Weissella, Streptococcus, Leuconostoc, Aerococcus,
Oenococcus ve Pediococcus cinsi bakterilerdir (Bulut, 2003; Yiiksekdag, 2005).

Laktik asit bakterileri ¢gomak, kok, ovoid ve tetra formasyonda bulunabilirler.
Laktik asit bakterileri gelisme sicakliklar1 bakimindan termofil ve mezofil 6zellik
gostermektedir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda ve 10-45 °C arasi sicakliklarda
gelisme ve alkali veya asitli ortamlari tolere etme kabiliyetindedirler (Etoz, 2006).
Ayrica bu bakteriler heterotrof beslenme sekli gosterirler (Sahin, 1995).

Genel olarak laktik asit bakterileri, siit ve siit uiriinlerinde, bitkilerde ve bitki
artiklarinda, insan ve hayvan bagirsak mukozalarinda bulunabilirler. Laktik asit
bakterileri, glikozu homofermentatif ve heterofermentatif olmak tizere iki sekilde
katabolize ederler. Heterofermantatif laktik asit bakterileri glikozu Hekzozmonofosfat
(HMP) yoluyla pargalayarak laktik asit yaninda etanol, asetik asit ve CO, gibi yan
trlinler olustururlar. Homofermantatif laktik asit bakterileri ise glikozu Embden
Meyerhoff Parnas (EMP) yolunu kullanarak parcalamasi sonucu, laktik asit ve CO,
olusturan bakterilerdir. Laktik asit bakterilerince iretilen laktik asidin miktar: tiirlere
gore degismektedir (Bulut, 2003; Etdz, 2006). Laktik asit bakterileri bu 6zelliklerinden
dolay1 geleneksel gidalarda ve gida endiistrisinde {irlinlin muhafazasi, duyusal
Ozellikleri ve besin degerlerinin  gelistirilmesi  amaciyla yaygin olarak

kullanilmaktadirlar.



2.4.1. Geleneksel Fermente Gidalarda Bulunan Laktik Asit Bakterileri

Stit trtinleri i¢indeki laktik asit bakterileri tirtinlere kendine 6zgii koku, aroma ve
yap1 olusturulmasinda yardimci olmaktadir. Ornegin tereyaginda meydana getirdikleri
metabolitler neticesinde bilhassa diasetil ile yayik yagi aromasinin meydana gelmesini
saglamaktadirlar (Sagdi¢c ve ark., 2002). Bu bakterilerin olusturdugu metabolitler ve
bakteriosinler yardimiyla bazi patojenlerin inhibe edilmesini de saglanmaktadir.
Ornegin, kefir florasin1 olusturan laktik asit bakterileri ve mayalarm enterik ve bazi
patojen bakteriler iizerine inhibe edici etkileri oldugu tespit edilmistir (Mumcu, 1997;
Sezer, 2003; Etoz, 2006). Laktik asit bakterileri drettikleri laktik asitle pH’yi
degistirerek iirliniin korunmasina yardimci olurlar (Sagdig, 2002). Yogurtta bulunan
laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen laktik asit ve yogurdun sahip oldugu diger
antibakteriyel maddelerin kolesterol disiiriicii, kalin bagirsakta skatol ve indol gibi
fenolik bilesikler iireterek canli dokuya zarar veren ve kanserin meydana gelmesine
sebep olan bakterilere karsi inhibe edici, iimmin sistemi kuvvetlendirici, hastaliklar
engelleyici, kadinlarda gebelik boyunca ve dogum sonrasi kan basincini diizenleyici
ozelligi oldugu belirtilmektedir (Canan ve ark., 2004).

Ulkemizde geleneksel yontemlerle ve starter kiiltiir kullanilmadan iiretilen
fermente et iriinlerinde hakim mikroflora Lactobacillus brevis (%53) olup, diger
mikrorganizmalar ise Lactobacillus plantarum (%33) Pediococcus pentosacceus (%6),
Lactobacillus pentosus (%5) ve Pediococcus acidilacti (%1) olarak belirlenmistir
(Gtileren, 2008). Fermente et {irlinlerinde baskin flora laktik asit bakterileridir. Bunlarda
en fazla L. plantarum, Lactobacillus sake ve Lactobacillus curvatus tiirleri
bulunmaktadir (Ozdemir, 1999; Kaban, 2007). Bu mikroorganizmalar meydana
getirdikleri metabolitler ile et tirlinlerine 6zgii dzelliklerin olusturulmasinda etkendirler.
Et {irtinlerinde laktik asit bakterileri sekerli bilesikleri indirgeyerek aroma olusumuna
fayda saglarlar. Laktik asit bakterilerinin pH disiiriicii etkisiyle (>5.3) {irtin daha hizl
kurur, nitritin par¢alanmasi ve rengin meydana gelmesini hizlandirir. Daha ¢ok seker
ilave edilmesi durumunda yiiksek asitlik olusmasina sebep olan homofementatif laktik
asit bakterilerinin gelisim faz1 duraganlasirken, heterofermentatif laktik asit bakterileri
ortamda baskin olurlar. Bu durum yiiksek oranda gaz olusumuna sebep olarak et
tirtiniinde gézenekli yapinin olusmasina sebep olabilir (Alperden, 1993).

L. plantarum’un siitte 0.61-0.88 pg/mL laktik asit ve 1.80-3.45 pg/mL hidrojen
peroksit meydana getirerek Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa



ve Staphylococcus aureus iizerine inhibe edici etkisi tespit edilmistir (Toksoy ve ark.,
1999). Benzer sekilde, Pediococcus pentosaceus tarafindan iiretilen laktik asit ve
hidrojen peroksitin Bacillus megaterium, Bacillus brevis, Bacillus subtilis, Micrococcus
luteus, S. aureus, Mycobacterium smegmatis ve Yersinia enterocolitica suslar1 tizerinde
inhibitor etkisinin oldugu tespit edilmistir (Erdogrul, 2002). L. sakei, P. pentosaceus ve
L. plantarum’un starter olarak kullanilan et iiriinlerinde olgunlasma ve depolama
sirasinda pH ve su aktivitesinin hizla diismesi sonucunda Listeria monocytogenes
sayisinin azaldigi belirlenmistir (Kaya, 2004).

Boza, az miktarda alkol i¢eren fermente bir tiriindiir ve florasinda pek ¢ok laktik
asit bakterisi bulunur. Bozada hakim flora olarak bulunan laktik asit bakterileri
mayalarla iligkilidirler (Zorba ve ark., 2003). Danova ve ark., (2005) kimizdan izole
ettikleri suslar1 ticari biyokimyasal identifikasyon paneli kullanarak L. plantarum, L.
buchneri ve L. salivarius olarak tanimlamislardir. Tarhana iiretiminde ise kullanilan
maya (Ilave edilen veya spontan olarak gelisen) ve yogurt florasindan kaynaklanan
(Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus) mikroorganizmalarin
gelismesi neticesinde tiretilen etil alkol, CO, ve laktik asit ile {irline has tat ve aroma
olusmaktadir. Tarhanada mikroorganizmalar tarafindan en ¢ok olusturulan asit laktik
asittir. Laktik asidin tarhananin pH’sin1  indirerek {riinde arzu edilmeyen
mikroorganizmalarin gelisimini inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica tarhanada bulunan
laktik asit bakterileri besin o6gelerinin emiliminin daha kolay olmasia yardimeci
olmaktadir (Soyyigit, 2004; Bozkurt ve ark., 2008).

Geleneksel Tiirk icecegi olan salgam iiretiminde kullanilan, laktik asit
bakterilerini de (L. sanfranciscensis, L. pontis, L. brevis, L. plantarum, L. alimentarius,
L. fructivorans, L. reuteri, L. fermentum) bulunduran eksi maya ile fermentasyon
sonucu tiriiniin kirmizi renginin daha iyi olustugu belirtilmektedir (Uylaser ve ark.,
2008). Tursularda en fazla rastlanilan mikroorganizma L. plantarum’dur. Bundan
dolayi, tursu yapiminda salamura konsantrasyonu bu mikroorganizmaya gore dizayn
edilmektedir. Tursu tretiminde kontrollii kosullarda bir fermentasyon saglanabilmesi
icin L. plantarum’un starter kiiltiir olarak kullanilmasi gerekmektedir. Boylece daha
yiiksek konsantrasyonlarda laktik asit olusumu miimkiin olabilmektedir. Kullanilan L.
plantarum susu temel etken olmasa da hiyar tursusunda sismeye neden olabilmektedir.
Bu bozulmanin L. plantarum'un malik asidi dekarboksile ederek karbondioksit

olusturmasiyla meydana geldigi bildirilmistir (Aktan ve ark., 1999).



2.4.2. Laktobasiller

Laktobasiller diizgiin veya kivrimli uzun ¢ubuk seklinde, spor olusturmayan,
katalaz negatif, Gram pozitif olarak kabul gormekle beraber eski kiiltiirlerde Gram
negatif hiicreler olusturan bakterilerdir. Mikroskobik incelemede genellikle uzun
zincirler olusturarak veya tek tek de konumlanabilirler. Genel anlamda hareketsiz, ¢ogu
mikroaerofilik veya anaerobik olup homofermentatif ve heterofermentatif tiirleri
bulunmaktadir. Bitkisel ve hayvansal materyallerde ve degisik gidalarda (Hububat, et ve
slit driinleri, bira, sarap meyve ve meyve suyu, hamur, tursu ve zeytin) yaygin olarak
bulunurlar. Baz tiirleri fermente siit iiriinlerinin iiretiminde 6nemlidir (Ozdemir, 1996).

Lactobacillus cinsi i¢inde Betabacterium, Streptobacterium ve Thermobacterium
olmak {izere 3 farkli alt cins bulunmaktadir. Zorunlu heterofermentatif laktobasiller
(Ornegin L. brevis) Betabacterium alt cinsinde yer almaktadir. Homofermentatif ve
fakiiltatif ~ heterofermentatif — Lactobacillus  tiirleri  ise  Streptobacterium ve
Thermobacterium alt cinsi i¢indedir. L. acidophilus ve L. bulgaricus Thermobacterium
alt cinsi i¢inde yer alir, 40 °C'de optimum gelisirler ve uygun sartlarda siv1 kiiltiirlerinde
%3 veya daha yiiksek miktarda laktik asit tretebilirler. L. casei, Streptobacterium alt
cinsi i¢indedir, optimum gelisme sicakligi 30 °C'dir ve sivi kiitlelerinde %1,5 veya daha
fazla miktarda laktik asit {iretebilirler. Laktobasiller fermentasyon esnasinda
salgiladiklar1 metabolitler sayesinde fermente gida iiriinlerinin nihai karakteristiklerinin

olusmasinda énemli rol oynamaktadirlar (Ozdemir, 1996).

2.4.2.1. Eksi Hamurdan Sik izole Edilen Laktobasiller

Ekmek hamur fermentasyonunda laktik asit tireten Lactobacillus, Streptococcus,
Pediococcus ve Leuconostoc tiirleri cesitli arastirmacilar tarafindan izole edilmis ve
zamanla gesitli tiirde ekmekgilik triiniiniin gelisimini saglayan kuru-donmus formda
ticarilestirlmis  kiiltiir preparatlarinin  Gretiminde  kullamilmisgtir.  Bunlardan L.
delbrueckii, L. brevis ve L. plantarum starter kiiltiirlerine iligkin bilgiler Cizelge 2.1°de
Ozetlenmistir.

L.brevis her ¢esit ekmek yapiminda kullanilan heterofermantatif yani
fermentasyon neticesinde laktik asitle beraber asetik asit, etanol ve diger aromatik
bilesikler iireten bir tiirdiir. Asetik asit olusumu ayni zamanda bu kiiltiire koruyucu

ozellik vermektedir. Kiiltiirlerinde asetik asit:laktik asit orani yaklasik 1:4’diir (Dinger



ve Cam, 1992). L. plantarum yumusak lakin hafif eksimsi tat istenen ekmek ¢esitleri
icin uygundur. Hizli asitlenme ile tiriinde iyi bir tekstiir olusturur. Bu kiiltiir ile gesitli
bilimsel ve ticari kuruluslar tarafindan yapilan denemelerle, Tiirk tipi ekmekgilikte,
Tiirk agiz tadina uygun tat ve aromayi sagladigi goriilmiistiir (Dingerve Cam, 1992). L.
delbrueckii ekmekte yumusak ve hos bir aroma olusturur. Bu mikroorganizma beslenme
acisindan degerli olan L(+)-laktik asit olusturmasiyla 6nemlidir ve diisiik FN (diisme
sayis1) degerli cavdar unlarinda asitlendirme i¢in uygun oldugu goriilmiistiir (Dinger ve

Cam, 1992).

Cizelge2.1. Ekmek starter kiiltiirii olarak kullanilan ii¢ tiire ait gelisme ve biyokimaysal 6zellikler (Dinger
ve Cam, 1992).

Lactobacillus Lactobacillus

Kiiltiir Lactobacillus brevis i
plantarum delbrueckii
Gelisme
Min.sic. 10 °C 10 °C 10 °C
Opt.sic. 37°C 37°C 37°C
Maks.sic. 45 °C 45 °C 45 °C
pH araligt | 3.6-7.0 3.6-7.0 3.6-7.0
Tuz
% 2.5 Hafif inhibisyon Hafif inhibisyon Hafif inhibisyon
% 5 Giglii inhibisyon Giglii inhibisyon Giiclii inhibisyon
Genel
Glikoz Heterofermentatif Homofermentatif Homofermentatif
Fruktoz + + +
Maltoz + + +
Laktoz + - +
Sakaroz - - +
Nisasta - - +
Ana
doniisim DL-laktik asit, L(+)-laktik asit DL-laktik asit
urinleri asetik asit, etanol,
CcOo2

Ekmek eldesinde

starter kiltir kullanim

hamur yapimi esasina

dayanmaktadir. Eksi hamur ekmegin elde edilmesinden yirmi dort saat Once starter
kiiltiirle agilanmis ve uygun kosullarda 16-20 saat bekletilerek bir giin sonraki {iretime
eklenen sulu bir hamurdur. Sulu hamur bakterilerin serbest hareket edebilecegi ve hizla
iireyebilecegi uygun bir ortamdir. Elde edilmek istenen hamurda kullanilacak un
miktarmin %10’una yakin un, kendi agirhgmin 1,5 kat1 ve 25-30 °C sicaklikta suyla

karistirildiktan sonra, sulandirilan una kiiltiir ilave edilir. Hafifce bir karistirma



yapildiktan sonra 25-30 °C’de 16 saat siire ile fermentasyona birakilir. Bu siire bittikten
sonra eksi hamur i¢in kullanilan un ve su miktarlar diisiiriilerek hazirlanmis olan tuz ve
maya igeren ana hamura ilave edilir ve ana hamur ekmek yapiminin normal
prosediiriine tabi tutulur (Dinger ve Cam, 1992).

Laktik asit bakterileri peynir, sucuk, yogurt, eksi hamur ve eksi lahana tursusu
gibi fermentasyon siirecleri sonunda elde edilen gidalarin iretiminde kullanilan ve
sanayi agisindan degerli olan bir mikroorganizma grubudur. Ekmek gibi fermente tahil
tirtinlerinin yapiminda ¢ok yaygin olarak alkol fermentasyonu yapan Saccharomyces
cerevisiae tiirii mayalar kullanilmaktadir. Fakat giinlimiizde bilhassa Asya ve Avrupa
tilkelerinde laktik asit bakterilerininde i¢cinde oldugu ve eksi hamur mayasi olarak
adlandirilan karisik kiiltiirlerden git gide artan miktarlarda faydalanilmaktadir (Conve
Simsek, 2003).

Eksi hamur iiretiminde kullanilan ilk starter kiiltiir, Amerika’da kullanilan “San
Francisco” starter kiiltiiriidiir. Eksi maya ile bugday ekmeginin hazirlanmasi ve eksi
maya mikroflorasinin belirlenmesi amaciyla yapilan c¢alismada, kendiliginden
fermentasyona ugrayan San Francisco tipi eksi hamur kullanilmigtir. San Francisco tipi
eksi hamurda Saccharomyces inusitatus ve Saccharomyces exiguus maya tiirleri teshis
edilmistir. Ayn1 ¢alismada, belirtilen eksi hamur orneginden elde edilen bakteriye
Lactobacillus sanfrancisco ismi verilmistir. Arastirmada bu bakteri izolatinin undaki
maltozun %56’simn1 kullandigini, S. exiguus’un ise maltozu kullanmadig1 gézlenmistir.
Ayrica eksi maya kullanilarak yapilan ekmeklerde asit miktarinin 10 kat daha fazla
oldugu ve asetik asit miktarinin toplam asidin yaris1 kadar oldugu goriilmiistiir (Giil,
1999).

Eksi hamurdan en sik izole edilmis ve tanimlanmig Laktobasiller Cizelge 2.2°de
verilmistir. Eksi hamur laktik asit bakterileri, metabolik 6zelliklerinden dolay1 6zellikle
ekmek sektorli agisindan bir¢cok onemli 6zellige sahiptirler. Bunlar i¢inde en énemlileri
L. plantarum, L. sanfranciscensis ve L. fermentum gibi tiirlerdir. Bu bakterilerin
yaninda S. cerevisiae ile S. exigusmaya tiirleri yer almaktadir.

Eksi hamur fermentasyonunda laktik asit bakterileri ve mayalarin siirdirdiikleri
simbiyotik yasam neticesinde mayalar ve heterofermantatif laktik asit bakterileri
hamurun kabarmasindan sorumlu olurken, laktik asit bakterileri ekmegin lezzetini,

asitligini, elastisitesini etkilemektedir (Sikili ve Karapinar, 2002).



10

Cizelge 2.2. Eksi hamurlardan sik olarak izole edilen Lactobacillus tiirleri

Fermentasyon tipi Tiir

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus casei

Homofermentatif Lactobacillus alimentarius

Lactobacillus delbruckii

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus farciminis

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus sanfrancisco

Heterofermentatif Lactobacillus brevis var. lindneri

Lactobacillus fructivorans

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus sanfranciscensis

2.5. Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi

2.5.1. Fenotipik Tanimlama

Genellikle fenotipik mikroorganizma tanimlama metotlar1 molekiiler metotlara
gore daha ekonomiktir. Fenotipik tekniklerin bazilarinin laktik asit bakterileri i¢in daha
elverigli oldugu iddia edilsede, sonuglarin yakin akraba tiirler arasinda yeterli ayrim
saglayamadigi iddia edilmektedir. Giiniimiizde, otomatize fenotipik tanimlama
sistemleri ile hizlh ve tekrarlanabilir tanimlama daha az is giicti ile yapilabilmektedir.
Bununla birlikte, bu sistemlerin maliyetli olmasi, mikroorganizma morfolojisine iligskin
on Dbilginin toplanmasinin gerekliligi, yeterli yogunlukta bakteri siispansiyonu
hazirlamanin zorunlu olmasi, biyokimyasal karakteri birbirine benzerlik gosteren
tirlerin birbirinden ayrilmasinin zorlugu gibi dezavantajlari da vardir. Bu sebeple,
molekiiler tanimlama metotlarinin kullanilmasi daha iyi bir stniflandirma ve ayrim elde
etmek maksadiyla uygun goriilmektedir (McCartney, 2002).

Bilhassa endiistriyel ya da uygulamali mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, gida
kaynakli laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda fenotipik testler halen yaygin
kullanilmaktadir. Bu metotlar fizyolojik ve morfolojik o6zelliklerin belirlenmesini,
karbonhidrat fermentasyon testlerini  ve protein profillerinin  belirlenmesini
kapsamaktadir. Gida teknolojisinde genis ¢apli olarak kullanilan Lactobacillus tiirlerinin

fenotipik ozellikleri Cizelge 2.3.'te verilmistir.
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Cizelge 2.3.Fakiiltatif heterofermentatif Laktobasillerin karbonhidrat fermentasyonu (Giiley, 2008)

E (%2}
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g g
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| 8| 2| o | ol © © | 5| © 5| € |E|E| 2| @&
N S ) S| | | | N I = T | _| | = | | |
Amigdalin + 0 + + + - - - - + d + +
Arabinoz - d - - - d - - - - - - + d +
Sellobioz + + + + + + - - - + d + + ¥ +
Eskulin + + + + + + - d - + 0 0 + + +
Fruktoz + + + + + + + + + + + + + + +
Galaktoz + + + + + + + + + + - + + + +
Glikoz + + + + + + + + + + + + + + +
Glukonat - + + + + + - + + + 3 0 - + +
Laktoz + - + d + + + d + d - + + + +
Maltoz + + + + + + + - + + + + + + +
Mannitol + - - + + + - + + - - + d + -
Mannoz + + + + + + - + d + + + + + +
Melezitoz + - - + + + - - - - - + _ d _
Melibioz + - + - - - - d - - R + + + +
Rafinoz + - - - - - - d - - R + + + +
Rhamnoz - - - - - + - + - - - - - - -
Riboz + + + + + + - - - + + + + + +
Salisin + + + + + + - d - + d + d + +
. +
Sorbitol d - - + + - d - - - + - + -
Sucroz + + + + + + - + + - - + + + +
Trehaloz + + - + + + - - - - d + d + +
Ksiloz - - - - - - - - - - - - _ d -
d; Degisken

Gonzalez ve ark., (2000) balik ve tatli su rezervlerinden izole edilen 249 adet

laktik asit bakterisi susunu 44 farkli morfolojik ve fizyolojik test ile tanimlamiglardir.
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Fakat arastirmacilar bu izolatlarin biiyikk kismimi (%90)'1n1 sadece cins diizeyinde
tanimlayabilmistir. Tuncer (2009) Tiirk tulum peynirlerinden 39 adet enterokok tiirii
izole etmis ve bunlar1 geleneksel fenotipik yontemlerle tanimlamistir. Arastirma
neticesinde elde edilen tiirler; Enterococcus faecium (%43.58), Enterococcus durans
(%28.21) ve Enterococcus faecalis (%28.21) olarak saptamistir. Sanlibaba ve Akgelik
(2000) ¢ig siit ve peynir alt1 suyundan izole ettikleri 73 adet izolatin tanimlamasini
geleneksel yontemler ile gerceklestirmistir. Calisma neticesinde Laktokok izolatlarinin
50 adedinin L. lactis subsp. lactis, 16 adedinin L. lactis subsp. cremoris ve 7 adedinin
ise L. lactis subsp. diacetylactis oldugu tespit edilmistir. Sagdi¢ ve ark., (2002) 20 farkli
tereyagt numunesinden 55 adet laktik asit bakterisi izole etmisler ve yaptiklari
geleneksel tanimlama ¢alismasi neticesinde bu izolatlar1 Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus (%21.2), Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (%20), Lactobacillus
casei ssp. casei (%15.3), Streptococcus sp. (%4.7), Enterococcus faecium (%18.8),
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei (%2.3), Leuconostoc pseudomesenteroides
(Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum) (%7.1), Leuconostoc gelidum
(Leuconostoc  mesenteroides  ssp.  mesenteroides) (%4.7) ve  Weissella
paramesenteroides (Leuconostoc paramesenteroides) (%5.9) olarak tanimlamislardir.

Laktik asit bakterilerinin cins ve tiir seviyesinde tanimlanmasinda kullanilan
fenotipik ve biyokimyasal karakterlere dayali metotlarin kullanimi yanlig identifikasyon
sonuglarinin elde edilmesine sebep olabilmektedir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).
Corsetti ve ark., (2001) eksi maya numunelerinde elde ettigi 317 adet muhtemel laktik
asit bakterisini ticari biyokimyasal identifikasyon paneli kullanarak tanimlamislardir.
Arastirmacilar  bakterilerin sadece %38’inin tlir diizeyinde tanimlanabildigini
bildirmislerdir. Benzer sekilde Uganda geleneksel fermente siit igeceginden izole edilen
113 laktik asit bakterisinden yalnizca 14 tanesi fenotipik testler ile tiir seviyesinde
tanimlanamamistir (Muyanja ve ark., 2003). Akpinar ve ark., (2011) ¢esitli geleneksel
Tiirk yogurtlarindan izole edilen 208 adet laktik asit bakterisi izolatin1 Klasik fenotipik
tanimlama testleri, ticari biyokimyasal identifikasyon paneli ve otomatize identifikasyon
sistemi kombinasyonu kullanarak tanimladiklar1 ¢alismalarinda yalnizca 41 izolati tiir
diizeyinde tanimlayabilmistir. Bu ¢alismalar fenotipik tanimlama yontemlerinin zayif
tekrar edilebilirlik ve diisiik taksonomik ayirma ozelligi nedeniyle daha g¢ok cins
seviyesinde tanimlama i¢in uygun oldugunu gostermektedir.

SDS-PAGE (Sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi) laktik asit

bakterilerinin  tanimlanmast  ve  karakterizasyonu maksadiyla  saflastirilmig
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mikroorganizmalardan yararlanarak, toplam hiicre proteinlerine ait parmak izinin elde
edildigi alternatif bir metot olarak bilinmektedir (Busch ve ark., 1999). Laktik asit
bakterilerinin molekiiler iliskinin agiga ¢ikarilmasini hedefleyen bir ¢alismada SDS-
PAGE teknigi kullamilmistir (Dicks ve ark., 1987). Bu c¢alismada, protein profil
neticeleri protein bantlarmin  varlig/yoklugundan hareketle numerik analizle
degerlendirilmeye tabi tutulmustur. Toplanan veriler ile kiimeleme analizi uygulanarak
dendogramlar olusturulmustur. Dendogramlar irdelendiginde L. brevis, L. fermentum ve
L. buchneri suslarinin olusturdugu 3 farkli kiime elde edilmistir. Bu ¢alismada analiz
edilen suslarin kendi aralarinda ve kendi iglerinde benzerlikleri belirlenebilmistir.
Neticede toplam hiicre protein desenlerinden yola ¢ikilarak suslar arasi filogenetik
iligkinin belirlenebilecegi, fakat sonuglarin DNA temelli molekiiler metotlar ile
desteklenmesi gerektigi belirtilmistir.

Gida kaynakli laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi i¢in yeni molekiiler
tekniklerin gelistirilmesi 6nemli bir ¢alisma alani haline gelmistir. Ozellikle microarray
teknolojisi ve toplam genom sekanslamanin siiratle gelismesi tanimlama igin yeni
imkanlar saglamaktadir. Kiitle spektrumuna dayali ve genomik temele dayanmayan tam
hiicre analizi etkin ayirim giiciine sahip bir diger teknik olarak ortaya konmustur.
Kiiltiirden bagimsiz molekiiler yaklagimlar ile gidalarin mikroflorasinin belirlenmesinde
bazi tanimlama kisitlamalar1 bulunmaktadir. Bu nedenle, bu tanimlama kisitlamalarinin
ortadan kaldirilabilmesi i¢in yeni c¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir
(Akpinar ve ark., 2011).

Collins ve ark. (1991) tarafindan yapilan bir bir ¢alismada 16S rDNA
genlerinden yararlanarak toplam 55 adet Lactobacillus tiiriiniin 3 adet birbirinden farkli
uzaklikta genetik grup meydana getirdigi saptanmistir. Birinci grupta L. delbrueckii ve
alt tiirlerinin, ikinci grupta ise 32 adet Lactobacillus ve 5 adet Pediococcus tiiriiniin (L.
casei, L. ruminis, L. salivarius, Lactobacillus sharpeae ve Pediococcus damnosus gibi),
ticlinci grupta ise Lactobacillus kandleri, Lactobacillus minor, Lactobacillus
viridescens, Lactobacillus confosus ve Leuconostoc paramesenteroides gibi tiirlerin
oldugu tespit edilmistir. Lactobacillus’un molekiiler tiplendirilmesi sonucunda saptanan
55 adet tiir Lactobacillus cinsinin 6nemli diizeyde heterojen oldugu gostermektedir.
Lactobacillus tiirlerinin molekiiler tiplendirilmesi maksadiyla gergeklestirilen bir diger
calismada ise, degisik kiiltiir koleksiyon merkezlerinden tedarik edilen ve c¢esitli
hayvanlarin sindirim sistemlerinden izole edilen 34 adet Lactobacillus tiiri

kullanilmigtir. Ornekler 16S rDNA genlerine yonelik primerler ile PZR’a tabi tutulmus
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ve sonrasinda elde edilen iiriinler restriksiyon enzimleri (Bcel I, Bgl II, EcoRl) ile belirli
bolgelerden  kesilmistir.  Agaroz  jel elektroforezinden saglanan  sonuglar
degerlendirildiginde, degisik genetik uzakligi olan 4 grubun ortaya ¢iktig1 goriilmistiir
(Rudtong ve ark.,1993). Laktobasillerin tanimlanmasi amaciyla yararlanilan bir diger
molekiiler biyoloji tekniginin kullanildigi ¢alismada ise, fermente siit {riinlerinin
yapiminda kullanilan Lactobacillus delbriieckii subsp. bulgaricus, L. delbriieckii subsp.
lactis, L. paracasei subsp. paracasei, L. rhamnosus, L. casei ve L. helveticus suslari
kullanilmistir. Calismada suglar 23S rDNA problar1 kullanilarak tanimlanmistir. SDS-
PAGE ile protein profili analizleri de yapilan bu suslarin istatistiksel analiz sonuglarina
gore kesin gruplar elde edilmistir. Arastirma sonuglart bu bakterilerin hizli ve giivenli
bir sekilde tanimlanmasinda her iki teknikten de yararlanilabilece§ini gdstermistir
(Hertel ve ark., 1993). Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus gasseri ve
Lactobacillus johnsonii tiirlerinin tanimlanmasi ve siniflandirilmast maksadiyla yapilan
bir caligmada, 23S rDNA oligoniikleotidleri kullanilarak Dot Blot hibridizasyon
tirtinleri elde edilmis ve bu mikroorganizmalarin toplam hiicre protein desenleri ortaya
konmustur. Her iki yontemle elde edilen veriler kiyaslandiginda; L. johnsonii ile L.
gasseri'nin ¢ok yakin bir iliski icinde, L. acidophilus’un ise belli bir genetik uzakliga
sahip oldugu ortaya konmustur (Pot ve ark.,1993). Yine benzer bir ¢aligma Tannock ve
ark., (1999) tarafindan yapilmistir. Gastrointestinal sistem, silaj ve yogurt érneklerinden
izole edilen laktobasil suglarinin tanimlamasi maksadiyla 16S-23S rDNA intergenik
spacer bolgelerine 6zel primerler ile PZR yapilmis ve arastirmada uygulanan metodun
biitiin izolatlar i¢in kullanilabilecegi neticesine varilmistir. Senini ve ark., (1997) tipik
bir Italyan peyniri olan Fontina'nin mikrobiyotasini belirlemek; Drake ve ark., (1996)
stit triinlerinden elde edilen ¢esitli Laktobasilleri tanimlamak; Chen ve ark., (2000)
Lactobacillus casei, L. paracasei ve L. rhamnosus arasindaki genetik farkliliklar1 ortaya
koymak; Sohier ve ark., (1999) ise Lactobacillus hilgardii ve Lactobacillus brevis
arasindaki genetik uzakligi saptamak maksadiyla rDNA oligoniikleotid primerleri ile

PZR kullanimi yoluna gitmislerdir.
2.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
Basarili bir PZR temelli molekiiler teknik igin Oncelikle toplam DNA’nin

ornekten etkili bir sekilde izolasyonu gereklidir. Toplam DNA izolasyonu ve

saflagtirllmas1 pek ¢ok farkli prosediire basvurularak gerceklestirilmektedir. Ancak,
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karmasik matrikslerde bulunan tiim bakterilerin DNA’s1 her zaman izole edilemeyebilir
veya ornekte bulunan tiim mikroorganizmalarin DNA’larinin izolasyonu ayni seviyede
verimli olmayabilir. Bu sebeple, PZR amplifikasyonu materyalde bulunan biitiin laktik
asit bakterinin amplikonlarinin elde edilememesiyle sonuglanabilmektedir. Bu sonug
incelenen materyalin yeteri kadar homojenize edilememesi, eksik kalmig hiicre ekstrakti
ve niikleik asit izolasyonu veya PZR friinlerinin inhibe olmasi sebebiyle
olusabilmektedir (Justé ve ark., 2008).

Cok c¢esitli organizmalarin ayirt edilmesinde PZR’de amplifikasyon igin
kullanilabilecek bir gen veya genetik markoriin se¢imi molekiiler tanimlama igin kritik
bir agamadir. Giiniimiizde, bakteriyel 16S rRNA ve 23S rRNA genleri mikrobiyal
ekoloji arastirmalarinda molekiiler markor olarak oldukga sik kullanilmaktadir (Justé ve
ark., 2008). Bununla birlikte, 16S rRNA geni ile yakin iliskili tiirlerin tanimlanmasinda
zorluklar yasanmaktadir. Bu nedenle, laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda
elongasyon faktorii, rpoB, rpoA, Tu geni, pheS ve RecA genleri benzeri 6teki hedef
genlerden de yararlanilmaktadir (Justé ve ark., 2008).

Gidalarda bulunan laktik asit bakterilerinin cins, tiir veya serotip seviyesinde
tespit edilmesinde kullanilan en hizli PZR yaklasimi 6rnekten ekstrakte edilen toplam
bakteriyel DNA’nin takson spesifik primerler ile PZR’ye tabi tutulmasidir. Bu yontemin
en Onemli dezavantaji ise sadece Ornekte bulunmasi ihtimali olan tiirlerin tespit
edilebilmesidir. Bu sebeple, takson spesifik PZR analizleri yoresel peynirler gibi
karmasik mikrobiyal ekosistemlerin analizinde yetersiz kalmaktadir. Her bir bakteri tiiri
icin 6zel primer gerektiginden dolayr bu yaklasim siit triinleri gibi karigik bir
mikrofloraya sahip gidalarda ¢ok tercih edilmemektedir (El-Baradei ve ark., 2007).
Geleneksel Misir Domiati peynirinde bakteriyal mikrobiyotanin biyogesitliligi kalip
DNA olarak peynirden dogrudan izole edilen DNA ve tiire 6zel PZR kullanimiyla
incelenmistir. Peynirdeki bakteriyel tiirlerin tanimlanmasinda 31 farkli tiire 6zel primere
bagvurulmustur. Arastirmada, tiire 6zel PZR teknigi kullanilarak pek ¢ok Lactobacillus,
Enterococcus, Staphylococcus, Leuconostoc ve Lactococcus cinsi mikroorganizma
tespit edilebilmistir (El-Baradei ve ark., 2007).

2.5.2.1.Gercek Zamanh PZR

Geleneksel PZR'da, amplifiye edilmis DNA {irinii analizin son asamasinda

tespit edilebilir. Gergek zamanli PZR ise, reaksiyon sirasinda hedeflenen DNA
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molekiiliiniin amplifikasyonunun izlenmesine imkan tanir. Bu sayede veriler jel
elektroforezi ve DNA bantlarinin mor otesi 1sikta gorlintiilenmesi gibi ilave
Gergek zamanli PZR {iriinlerinin analizlerinde, herhangi bir ¢ift sarmalli DNA
ile interkalasyon yapabilen spesifik olmayan floresan boyalar veya diziye 6zgii DNA
problarina etiketlenmis floresan reporterlardan yararlanilmaktadir. Ger¢ek zamanli PZR,
reaksiyon esnasinda her bir PZR dongiisiinde {iriiniin verdigi 1s1maya gore olusan Uriinii
tespit edebilen bir sistemdir (Aydin, 2005). Bogovi¢ ve Matijasi¢, (2009) probiyotik
tirtinlerde bulunan Enterococcus faecium, Lactobacillus gasseri ve Bifidobacterium
infantis’in selektif ve spesifik tespiti i¢in 16S rRNA gen pargalarinin amplifikasyonuna
dayal1 ger¢cek zamanli PZR yo6nteminin elverisli bir teknik oldugunu kanitlamislardir.
Gegek zamanli PZR mikrobiyal tanimlamanin yan1 swra  Ornekteki
mikroorganizma sayismin belirlenmesi amaciyla da kullamilabilir. italyan peynirlerinde
hedef gen olarak fenilalanil-tRNA sentaz (PheS) kiiltiirden bagimsiz ger¢ek zamanli
PZR kullanimi Enterococcus gilvus’un varligini ve miktarini belirlemek amaciyla
standardize edilmistir. Enterococcus gilvus’un diger laktik asit bakterilerinden kesin
olarak ayirt edilmesi saglanmig ve boylelikle gercek zamanli PZR yonteminin
Ozglinligi ispatlanmistir (Zago ve ark., 2009). Akpmar ve ark., (2011) yogurt ve
meyveli yogurtlardaki Streptococcus thermophilus sayisint gergek zamanli PZR
metoduyla belirlemiglerdir. Streptococcus thermophilus’un kiiltiirel yontemle sayim
sonuglart ve gergek zamanli PZR ile elde edilen sayim sonuglari arasinda yiiksek
benzerlik oldugu ortaya konmustur. Lactococcus lactis ssp. cremoris ATCC 19257
susunun karigik kiiltiirle fermente edilen siit tirlinlindeki sayis1 gergek zamanli PZR
teknigi kullanilarak basarili bir sekilde belirlenmistir. Karigik kiiltiirde bulunan
Lactococcus lactis ssp. cremoris ATCC 19257 susunun tespit sinirt 200 kob/mL olarak

saptanmustir (Grattepanche ve ark., 2005).

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Eksi Hamur Mayas1 Ornekleri

Laktobasillerin izole edildigi eksi hamur mayalar1 Bursa ili merkez ve Keles,

Biiyiik Orhan, Harmancik, Orhaneli, Mustafa Kemal Pasa ve Karacabey ilgeleri
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koylerinden toplanmis ve mobil sogutucular iginde Gida ve Yem Kontrol Merkez
Arastirma Enstitiisii’'ne tasinmigtir. Eksi hamur mayalarindan izole edilen Laktobasiller
biyokimyasal ve molekiiler yontemler ile tanimlanmustir.

3.2. Laktobasillerin izolasyonu

3.2.1. Besiyerleri

3.2.1.1. Maximum Recovery Diluent (MRD)

Pepton 1,0g/L

NaCl 8,5 ¢g/L

Toz besiyeri (Merck, Darmstadt, Almanya) distile su i¢inde 9,5 g/L olacak
sekilde c¢ozindiirilmiistir. Besiyeri siselere (90 mL) ve tiiplere (9 mL) taksim
edildikten sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilizasyona tabi tutulmustur.

Diliisyon islemlerinde kullanilmak tizere +4°C ortama kaldirilmistir.

3.2.1.2. Tryptone Soy Agar (TSA)

Tripton 15 g/L
Soya pepton 59/L
NaCl 59/L
Agar 12 g/L

Toz besiyeri (Lab M, Bury, Ingiltere) distile su icinde 37 g/L olacak sekilde
¢oziindirilmistiir. Karistmin homojen hale gelmesiyle birlikte otoklavda 121 °C’de 15
dakika sterilizasyona tabi tutulmustur. Sterilizasyon sonrasi 48 °C’ye sogutulan

besiyeri, 90 mm capli petrilere yaklasik 15 mL olacak sekilde dokiilmiistiir.
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3.2.1.3. DE MAN, ROGOSA and SHARPE (MRS) Agar

Kazein pepton 10,0 g/L
Et ekstrakt1 10,0 g/L
Maya ekstrakti 4,0 g/L
D(+) Glikoz 20,0 g/L
K2HPO4 2,0 g/L
Tween 80 1,0g/L
di-Amonyum hidrogen sitrat 2,0 g/L
Sodyum asetat 5,009/L
MgSQO, 0,2 g/L
MnSO, 0,04 g/L
Agar 14,0 g/L

Toz besiyeri (Merck) distile su iginde 68,2 g/L olacak sekilde ¢oziindiiriilmiistiir.
Karistmin  homojen hale gelmesiyle birlikte otoklavda 121 °C’de 15 dakika
sterilizasyona tabi tutulmustur. Sterilizasyon sonrasi 48 °C’ye sogutulan besiyeri, 90
mm ¢aph petrilere yaklasik 15 mL olacak sekilde dokiilmiistiir. Inokiilasyon

islemlerinde kullanilmak tizere +4°C ortama kaldirilmistir.

3.2.1.4. Brain Heart Infusion (BHI) Broth

Pepton 27,59/L
D(+) Glikoz 2,0 0/L
NaCl 59/L
di- Sodyum Hidrogen Fosfat 2,50/L

Toz besiyeri (Merck) distile su iginde 37 g/L olacak sekilde ¢oziindiirilmiistiir
ve tiiplere (10 mL) taksim edilmistir. Otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilizasyona tabi

tutulmustur. Canlandirma islemlerinde kullanilmak tizere +4°C ortama kaldirilmastir.
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3.3. izolasyon

Eksi hamur mayas1 orneklerinden Laktobasillerin izolasyonu ISO 15214, (1998)
standardina gore gerceklestirilmistir. Bu amagla aseptik sartlar altinda ve steril ekipman
ile 10 g 6rnek 90 mL steril MRD i¢inde stomacher (Merck, Darmstadt, Almanya) ile
homojenize edilmistir. Homojenizasyon sonrasinda MRD i¢inde ilave ondalik
diliisyonlar hazirlanmistir. Baslangic siispansiyonu ve ilave ondalik dilusyonlardan
MRS agara inokiilasyon yapilmustir. inokiilasyon sonrasi izolasyon besiyerleri jar iginde
ve mikroaerofilik ortamda (BioMérieux, Marcy I’etoile, Fransa) 37 °C’de 72 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda izolasyon besiyerleri iizerindeki morfolojik acidan
farklilik arz eden tiim koloni tipleri TSA {izerinde saflastirilmustir. Inkiibasyon
sonrasinda TSA {izerindeki Kkiiltiirlere katalaz testi yapilmistir. Bu amagla TSA
tizerindeki koloniler bir lam iizerine alinmistir ve {izerine bir ka¢ damla %3’liikk hidrojen
peroksit damlatilarak gaz kabarciklarinin olusup olusmadigi gozlemlenmistir. Gaz
olugturan Ornekler katalaz pozitif, olusturmayanlar ise katalaz negatif olarak
degerlendirilmistir (Harrigan ve McCance, 1976). Yalnizca katalaz negatif izolatlar

biyokimyasal ve molekiiler identifikasyona tabi tutulmustur.

Resim 3.1. MRS Agar iizerinde laktik asit bakterileri kolonileri

3.4. Stok Kiiltiirler

Katalaz negatif izolatlarin stok kiiltiirleri biyokimyasal ve molekiiler

tanimlamada kullanilmak tizere %20 oraninda gliserol igeren BHI broth i¢inde -20



20

°C’de muhafaza edilmistir. Stoklanan izolatlar belli araliklarla tekrar canlandirilarak

stabiliteleri kontrol edilmistir.

3.5. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin ticari bakteriyal genomik DNA izolasyon kiti (ISOLATE
I, Bioline, Londra, ingiltere) kullanilmistir. Stok kiiltiirler oda sicakligia getirilerek
¢oziinmeleri saglanmustir. Coziinen kiiltiirler BHI broth i¢ine aktarilarak 37 "C'de 24
saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda BHI broth i¢indeki kiiltiirlerden
TSA’ya inokiilasyon yapilmistir. 37 "C'de 24 saat inkiibasyon sonrasinda bir kag koloni
alinarak steril ultra saf su iginde homojenize edilmistir. Homejenize edilen bakteri
stispansiyonlarindan 1 mL alinarak mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak 10.000 g’de 1
dakika santrifiij (Hettich, Tuttlingen, Almanya) edilmistir. Santrifiij sonrasinda
stipernatant uzaklastirtlmigtir ve tiiplere 400 pL lizis tamponu ve 25 uL Proteinaz K
ilave edilerek 65 °C de 2 saat calkalamali termomikserde (Eppendorf, Hamburg,
Almanya) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiiplere 210 pL etanol ilave edilmistir.
Tiip igerikleri i¢inde spin filtre bulunan toplama tiiplerine aktarilarak 12.000 g’de 1
dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra silika membranlarin yikanmasi amaciyla tiiplere
kit ile birlikte saglanan yikama tamponlari ilave edilerek 12.000 g’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Yikama sonrasinda kurutma amaciyla tiipler 12.000 g’de 1 dakika santrifiij
edilmistir ve spin filtreler yeni toplama tiiplerine aktarilmistir. DNA eliisyonu igin
tiiplere kit ile birlikte saglanan eliisyon tamponu ilave edilerek 12.000 g’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Elusyon islemi sonrasinda izole edilen DNA 6rneklerinin saflig1 ve
miktart mikro hacim spektrofotometre (Thermo, Waltham, ABD) ile kontrol edilmistir.
Kontrol edilen DNA 6rnekleri ger¢ek zamanli PZR analizlerinde kullanilmak iizere -20

°C’da muhafaza edilmistir.

3.6. Gercek Zamanh PZR Analizi

Izolatlar hotstart PZR ve sekans spesifik cift boya isaretli prob (TagMan)
prensiblerine dayali ger¢ek zamanli PZR kitleri (GEN-IAL, Troisdorf, Almanya) ile
tanimlanmistir.  Kullanilan kitler ve hedef Lactobacillus tiirleri Cizelge 3.6.1°de
verilmistir. Amplifikasyon esnasinda hidroliz ile raportér boyanin probtan ayrilmasi

sonucu floresan sinyaldeki artis 518 nm’de FAM kanalinda 6l¢iilmiistiir.
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Cizelge 3.6.1. Kullanilan ger¢ek zamanli PZR kitleri (GEN-IAL) ve hedef Lactobacillus tiirleri

Hedef Tiirler Uriin Kodu
L. brevis / L.brevisimilis TPLB 0050
L. casei / L. paracasei / L. rhamnosus / L. zeae TPLCR 0050
L. plantarum / L. paraplantarum / L. pentosus TPLP 0050
L. buchneri / L. parabuchner TPLBU 0050
L. collinoides /L. paracollinoides TPLC 0050
L. lindneri TPLL 0050

PZR i¢in reaksiyon karisimlart kitler ile birlikte saglanan premiks (Tag DNA
polimeraz, dNTP, MgCl, ve tampon) ve ultra saf su i¢inde ¢oziindiiriilmiis primer ve
prob karisimina DNA 6rneklerinin ilavesi ile hazirlanmistir. Negatif kontrol amaciyla
DNA 0rnegi yerine saf su ilave edilmis PZR karisimi, pozitif kontrol amaciyla kitler ile
birlikte saglanan hedef tiire ait kontrol DNA’s1 ilave edilmis PZR karisimi

kullanilmistir. PZR karisimi bilesenleri ve hacimleri Cizelge 3.6.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.6.2. PZR karigimi bilesenleri ve hacimleri

PZR karisin Hacim (uL)
Premix 13,5

Primer ve prob (Ultra saf su i¢ginde) 1,5

Ornek DNA 5

Ultra saf su 5

Toplam hacim 20

PZR tiipleri i¢inde hazirlanan PZR karigimlar1 amplifikasyon i¢in gergek
zamanli PZR cihazma (Light Cycler, Roche, Mannheim, Almanya) yerlestirilmistir.
Cizelge 3.6.3.te verilen PZR termal dongii programi ile amplifikasyon
gerceklestirilmistir. Reaksiyon sonucunda FAM kanalinda tespit edilebilir diizeyde
floresan sinyal artisi, identifikasyon i¢in test edilen izolat i¢in pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.6.3. PZR termal dongii programi

Reaksiyon basamag Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 15 dakika -
Denatiirasyon 95 15 saniye

Baglanma/uzama 60 60 saniye %

Sogutma 40 15 saniye -

3.7. Fenotipik Identifikasyon

Fenotipik identifikasyon dehidre formda 1 adet kontrol ve 49 adet karbohidrat
(D-arabinoz, L-arabinoz, Gliserol, riboz, D-ksiloz, eritritol, L-ksiloz, inositol, galaktoz,
fruktoz, adonitol, mannoz, sorboz, D-turanoz, D- lyxose, glikoz, rhamnoz, salisin,
sellobioz, maltoz, laktoz, melibioz, sukroz, trehaloz, inulin, dulsitol, melezitose, nisasta,
ksilitol, gentiobiose, glikojen, rafinoz, D-tagatoz, eskulin, a-metil-D-mannosid, a-metil-
Dglikozid, N-asetil-glikozamin, amigidalin, arbutin, D-arabitol, L-arabitol, glukonat, 2-
keto-glukonat, 5-keto glukonat, mannitol, sorbitol, D- fukoz, L-fukoz, b-metil- D-
ksilosid) fermentasyon besiyeri igeren minyatirize API 50 CH (BioMérieux)
identifikasyon paneli ile gerceklestirilmistir. MRS Agar ortamina mikrobiyolojik analiz
yontemlerine uygun bir sekilde yeterli diizeyde diliisyonlar yapilarak ekimi yapilan ve
ekim sonucu elde edilen izolatlardan katalaz reaksiyonu negatif olanlar, identifikasyon
paneli ile birlikte saglanan silispansiyon besiyeri (API 50 CHL) iginde siispanse
edilmistir. Yogunlugu 2 McFarland olarak ayarlanan siispansiyon inokiiliim olarak
kullanilmistir. Panel {izerindeki kontrol ve test kuyucuklari steril bir pastor pipeti
kullanilarak inokiilum ile doldurulmustur ve iizerleri mineral yag ile kapatilmistir. 37
°C’da 24 saat inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki renk degisimlerine gore sonuclar
degerlendirilmistir. pH indikatorii iceren kuyucuklarda besiyeri renginin seker
fermentasyonuyla sartya donmesi durumunda test sonucunun pozitif, rengin ayni
kalmas1 neticesinde ise sonug negatif olarak kaydedilmistir. Bu sonuglar ile elde edilen
niimerik profil apiweb (BioMérieux) isimli yazilima aktarilarak izolatlar tiir diizeyinde

tanimlanmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Biyokimyasal ve Molekiiler Tanimlama Sonuglari

Bursa ili merkez ve ilgeleri koylerinden toplanan eksi hamur mayalarindan elde
edilen izolatlarin gercek zamanli PZR ile identifikasyonu sonucunda izolatlarm 54 adedi
Lactobacillus plantarum, 11 adedi Lactobacillus brevis, ve 3 adedi Lactobacillus paracasei
olarak tanimlanmustir. Ayni izolatlarm API 50 CH ile biyokimyasal identifikasyonu ile 47
adedi L.plantarum, 9 adedi L.brevis, ve 3 adedi L. paracasei olarak tanimlanmustir.

APl 50 CH ile elde edilen biyokimyasal identifikasyon sonuglar1 ve gergek
zamanlt PZR ile elde edilen molekiiler identifikasyon sonuglari Cizelge 4.1°de

verilmistir. Gergek zamanli PZR ile tanimlanabilen 68 adet izolatin 59 tanesi API 50 CH

ile de tanimlanabilmistir.

Cizelge 4.1. Biyokimyasal temelli fenotipik identifikasyon ve gercek zamanli PZR sonuglari

; Gerc¢ek Zamanh PZR Fenotipik Tanimlama
Izolat| Lokasyon (GEN-IAL) (API 50 CH)
1 Bursa Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus .
2 Bursa ; Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
3 Bursa Lactobacillus plantarumll__actobaullus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
4 Bursa Lactobacillus plantarumll__actobaullus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
5 Bursa Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
6 Bursa Lactobacillus plantarumll__actobaullus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
7 Bursa Lactobacillus plantarumll__actobaullus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
8 Bursa Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
9 Bursa Lactobacillus plantarumll__actobacnlus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
10 Bursa Lactobacillus plantarumll__actobacnlus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
11 Bursa Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
12 Bursa Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
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Lactobacillus plantarum/Lactobacillus

13 Bursa - Tanimlanamadi
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
14 Bursa Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Tammlanamad
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
15 Bursa Lactobacillus pIantarum/I__actobacqus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
16 Bursa Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis
17 Bursa Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Tanimlanamadi
18 Bursa Lactobacillus casei/ Lactobacillus paracasei/ Lactobacillus paracasei
Lactobacillus rhamnosus/ Lactobacillus zeae P
19 Keles Lactobacillus pIantarum/I__actobacqus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
20 Keles Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
21 Keles Lactobacillus plantarumll__actobaculus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus .
22 Keles paraplantarum /Lactobacillus pentosus Lactobacillus plantarum
23 Keles Lactobacillus plantarumll__actobaculus Tanmlanamad
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
24 Keles Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
25 Keles Lactobacillus plantarumll__actobaullus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
2 Keles Lactobacillus plantarumll__actobaculus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
27 Keles Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis
28 Keles Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Tammlanamadi
29 Keles Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei/ Lactobacillus paracasei/ . .
30 Keles . . Lactobacillus paracasei
Lactobacillus rhamnosus/ Lactobacillus zeae
31 | Harmancik Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
32 |Harmancik Lactobacillus plantarum/Lactobacillus .
: Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
33 |Harmancik Lactobacillus plantarum/Lactobacillus .
. Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
34 |Harmancik Lactobacillus plantarum/Lactobacillus .
: Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
35 |Harmancik Lactobacillus plantarum/Lactobacillus .
; Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
36 |Harmancik Lactobacillus plantarum/Lactobacillus .
: Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
37 |Harmancik Lactobacillus plantarum/Lactobacillus .
: Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
38 |Harmancik Lactobacillus plantarum/Lactobacillus
- Tanimlanamadi
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
39 |Harmancik| Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis
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40 |Harmancik| | ootopacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis

41 |Harmancik| | actopacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis

42 | Harmaneik Lactobac! llus casei/ Lactobacillus pgracasell Lactobacillus paracasei

Lactobacillus rhamnosus/ Lactobacillus zeae
43 B.Orhan Lactobacillus pIantarum/I__actobacnlus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

44 B.Orhan Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

45 B.Orhan Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus .

46 B.Orhan paraplantarum /Lactobacillus pentosus Lactobacillus plantarum

47 B.Orhan Lactobacillus plantarumll__actobaculus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

48 B.Orhan Lactobacillus plantarumll__actobaculus Tanimlanamad
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

49 B.Orhan Lactobacillus plantarumll__actobaculus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

50 B.Orhan Lactobacillus plantarumll__actobaculus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

51 B.Orhan Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis

52 Orhaneli Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

53 Orhaneli Lactobacillus plantarumll__actobaculus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

. Lactobacillus plantarum/Lactobacillus .

54 Orhaneli paraplantarum /Lactobacillus pentosus Lactobacillus plantarum

55 Orhaneli Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

56 Orhaneli Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

57 Orhaneli Lactobacillus plantarumll__actobaullus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

58 Orhaneli Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

59 Orhaneli Lactobacillus plantarumll__actobaullus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

60 Orhaneli Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis

61 |M.K. Pasa Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Tammlanamad
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

62 |M.K. Pasa Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Tanimlanamad
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

63 |M.K. Pasa Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

64 | Karacabey Lactobacillus plantarum/Lactobacillus Lactobacillus plantarum

paraplantarum /Lactobacillus pentosus
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Lactobacillus plantarum/Lactobacillus

65 | Karacabey paraplantarum /Lactobacillus pentosus Lactobacillus plantarum

66 | Karacabey Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

67 | Karacabey Lactobacillus pIantarum/I__actobacHIus Lactobacillus plantarum
paraplantarum /Lactobacillus pentosus

68 | Karacabey| Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis

GOOD IDENTIHCATION

Strip API S0 CHL W51

Profile = | ----- Fmmm - R e o e o i ol o o o o e e e

Hote

Significant taxa oo 1D T Tests against

Lactobacillus plantarum 1 98.5 0,61 | GAL 92% | GEN 98%

MNext taxon % 1D T Tests against

Lactobacillus salivarius 1.2 0.42 | GAL 85% | AMY 14% | CEL 14% | MLZ 14%
RAF 85%

Resim 4.1. API 50 CH yaziliminda biyokimyasal profil ile elde edilen identifikasyon sonucu

Resim 4.2. API 50 CH identifikasyon panelinde Lactobacillus brevis susu ile elde edilen reaksiyon sonuglari



Cizelge 4.2. API Sonuglarina Gore Tanimlanan izolatlar ve Kullandiklar1 Karbohidrat Kaynaklar
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5 |% § 2
Karbohidrat LS s o Karbohidrat 8 S ©
& |3 o kS 5 o
= = < = = <
- - - - - -
Kontrol Kontrol
Glycerol Salisin v v v
Erythritol Sellobioz v v v
D-Arabinoz Maltoz v v v
L-Arabinoz Laktoz v v
Riboz v v Melibioz '
D-Ksiloz Sakkaroz v v v
L-Ksiloz Trehaloz v ' '
Adonitol Inulin v
Metil-Ksilosit Melezitoz v v v
Galaktoz v v D-Raffinoz
D-Glikoz v v v Amidon
D-Fruktoz ' v v Glikojen
D-Mannoz ' v v Ksilitol
L-Sorboz Gentiobioz v v
Rhamnoz D-Turanoz v
Dulcitol D-Liksoz ')
Inositol D-Tagatoz v
Mannitol v v D-Fukoz
Sorbitol v v L-Fukoz
Metil-D-mannosit D-Arabitol
Metil-D-glukosit Arabitol
N-Asetil
glikozamin v v Glukonat v v
Amigdalin v v 2 seto-glukonat
Arbutin v v 5 seto-glukonat
Eskulin v v v
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Resim 4.3. Gergek zamanli PZR cihazi yazilimi ekran goriintiisii

4.2. Tartisma

Laktik asit bakterileri, yogurt, peynir, sucuk, eksi lahana tursusu ve eksi hamur
gibi fermente gidalarin tiretiminde kullanilan ve endiistriyel a¢idan 6nem arz eden
mikroorganizmalar grubudur. Ekmek benzeri fermente tahil tirinlerinin yapiminda pek
yaygin bir sekilde alkol fermentasyonu yapan S. cerevisiae tirii mayalar
kullanilmaktadir. Fakat giiniimiizde Asya ve Avrupa iilkelerinde laktik asit bakterilerini
de igeren ve eksi hamur mayasi olarak adlandirilan karigik kiiltiirlerden git gide artan
miktarlarda faydalanilmaktadir (Con ve Simsek, 2003).

Eksi hamurda bakteri ve mayalar beraber faaliyet gosterdiginden dolay1 bu
uygulama dogal floraya dayanmaktadir ve eksi hamur ekmegi uygun hacim, gii¢li
aroma, iyi bir ekmek i¢i yapist ve uzun raf omriine sahip olmasi nedeniyle tercih
edilmektedir. Eksi hamurun hakim florasinda maya ve laktik asit bakterilerinin hakim
olmasindan yola ¢ikilarak, fermentasyonu kontrol etmek ve giivence altina alabilmek
icin, saf laktik asit bakterilerinden olusan starter kiiltlir kullanimina gidilmistir. Eksi
hamurun ve laktik starterlerin ekmegin kalite parametreleri {izerine pek ¢ok iyilestirici
etkisi oldugu tespit edilmistir (Gégmen, 2001).

Giliniimlizde fermente gidalara olan ilgi ve gereksinim oldukca artmis
durumdadir. Bu nedenle fermente gidalarin mikrobiyolojik florasinin ve insan sagligi
tizerine olan etkilerinin arastirtlmasi 6nemli bir ¢alisma alani haline gelmistir. Laktik
asit bakterilerinin klasik mikrobiyolojik yontemlerle identifkasyonu genelde ¢ok zaman

almaktadir ve elde edilen test sonuglart ile ¢ogunlukla net bir tanimlama
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yapilamamaktadir. Bunun yanisira tiir diizeyinde bir tanimlama i¢in ¢ok sayida
biyokimyasal teste olan ihtiya¢c tanimlama maliyetlerini arttirmaktadir. Bu sebeplerden
dolayi, endiistriyel bakimdan 6nem arz eden laktik asit bakterilerinin glivenilir ve hizli
olarak tanimlanmasi1 ve karakterize edilmesi maksadiyla farkli bazi molekiiler
metotlarin gelistirilmesi ve uygulamaya aktarilmasina yonelik g¢alismalar artmistir.
Laktik asit bakterilerinin yiiksek dogrulukta tanimlanmalar1 gida gilivenligi ve
teknolojisi ve mikrobiyal ekoloji bakimindan biiyiik 6nem arzetmektedir. Son yillarda
molekiiler biyolojik tekniklerin mikrobiyoloji alaninda kullaniminin ivme kazanmasi ile
birlikte, fermente iriinlerdeki dogal laktik asit bakterilerinin molekiiler metotlar
kullanilarak tanimlanmasina yonelik ¢alismalardan timit verici neticeler elde edilmistir
(Hertel ve ark., 1993). Uygulanan kosullar1 standart hale getirilen bu molekiiler
yontemler, laktik asit bakterilerinin tanimlamasi, tiirler arasi Kkarsilastirma ve
karakterizasyonu agisindan genis bir yelpazede kullanim sahasi bulmaktadir (Pot ve
ark., 1993). DNA temelli metotlarin yani sira toplam hiicre proteinlerine dayali
metotlarin kullaniminin da klasik metotlara nazaran daha basit ve yiiksek duyarlilikta
bir uygulama oldugu bildirilmektedir (Tsakalidou ve ark., 1992).

Gidalardan izole edilen laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi, karakterize
edilmesi ve taksonomik olarak siniflandirilmasinda birgok molekiiler biyolojik teknik
degerlendirilmistir. Fermente gida iiriinlerinin mikrobiyal floransinda bulunan laktik asit
bakterilerinin cins, tiir veya serotip seviyesinde tanimlanmasinda kullanilan en hizl
molekiiler biyolojik yontem hedef taksona spesifik primerlerin kullanildigi gergek
zamanli PZR teknigidir. Gergek zamanli PZR ile eser miktarda DNA veya RNA’nin
belirlenen bir bolgesinin ¢ok kisa bir siire zarfinda milyarlarca kez ¢ogaltilabilmektedir.
Hizli sonug elde edilmesinin yan sira teknik ayn1 zamanda yliksek duyarlilia sahiptir
ve hedef mikroorganizma i¢in yiiksek ozgiilliikkte sonuglar verebilmektedir. Gergek
zamanli PZR analizi ile elde edilen sonuglardaki hata orani1 biyokimyasal ve serolojik
yontemler ile kiyaslandiginda oldukga diisiik diizeyde kalmaktadir. (Kiran ve ark.,
2006).

Daha 6nce yapilan ¢aligmalar gercek zamanli PZR basta olmak iizere molekiiler
biyolojik tekniklerin gida kaynakli laktik asit bakterisi izolatlarinin tanimlanmasindaki
yeterliligini teyit etmistir. Yapilan bir arastirmada, farkli kiiltiir merkezlerinden
saglanan ve bu merkezlerce siit iiriinlerinden izole edildigi bildirilen toplam 31 adet
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbriieckii, Lactobacillus delbriieckii Subsp.

bulgaricus ve Lactobacillus delbriieckii subsp. lactis susunun toplam hiicre protein
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profili, DNA parmak izi ve rDNA genlerinin ger¢ek zamanli PZR ile analizi ile
karakterize edilmesi amaglanmistir. Elde edilen sonuglar kullanilan metotlarin izolatlar
arasinda farkliliklarin ve benzerliklerin ortaya ¢ikarilmasinda basarili ve yeterli
oldugunu gostermistir (Moschetti ve ark., 1997). Falsen ve ark., (1999) 'larinin
gerceklestirdigi bir ¢alismada ise insanlardan izole edilen muhtemel Lactobacillus
tirlerinin fenotipik ve genotipik bakimdan karakterizyonu hedeflenmistir. Bu amagla
katalaz negatif, Gram-pozitif ve basil formuna sahip 11 adet izolat sirasiyla API test
prosediirii uygulanarak biyokimyasal testlere, toplam hiicre protein analizine, hiicre
duvar1 yapisinda bulunan murein miktar1 analizine, ve ger¢ek zamanli PZR ile
cogaltilan 16S rDNA genlerinin dizi analizine tabi tutulmustur. Biyokimyasal testler ve
protein profili analizleri 11 adet izolatin Lactobacillus cinsine ait oldugunu ortaya
koymakta yeterli olmustur. Ancak tiim izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanabilmesi ancak
16S rDNA genlerinin dizi analizi ile miimkiin olmustur. Elde edilen analiz sonuglari ile
izolatlarin Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus iners, Lactobacillus johnsonii veya
Lactobacillus gasseri oldugu saptanmistir. Caligmada tanimlanan tiirler arasinda genetik
uzakliklar da hesaplanmistir. Lactobacillus gasseri ile Lactobacillus johnsoni'nin
birbirleriyle olduk¢a yakin, Lactobacillus delbrueckii ile Lactobacillus iners’in ise
birbirlerine ve diger tiirlere uzak olduklar1 belirlenmistir. Italya’da gergeklestirilen bir
calismada eksi hamurdan izole edilen mayalar ve laktik asit bakterileri klasik ve
molekiiler biyolojik metotlardan faydalanilarak tanimlanmistir. Farkli cografi
bolgelerden alinan 25 eksi hamur 6rneklerinden izole edilen 317 izolatin %38’inin
biyokimyasal ve fizyolojik test sonuglarma gore laktik asit bakterisi oldugu
belirlenmistir. Bu sonu¢ 16S-23S rDNA primerleri kullanilarak ger¢ek zamanli PZR ile
dogrulanmistir. Orneklerden izole edilen maya suslari beklendigi gibi aym zamanda
ekmek mayasi olarak da bilinen Saccharomyces cerevisiae tiirii olarak tanimlanmustir.
Calismada molekiiler yontemler ile laktik asit bakterileri tiir diizeyinde tanimlanabildigi
bildirilmistir (Corsetti ve ark., 2001).

Fenotipik tekniklerin bazi laktik asit bakterileri i¢cin daha elverisli oldugu iddia
edilse de, yapilan c¢aligmalar biyokimyasal profile dayali karsilastirmanin birbirleriyle
genotipik benzerlik arzeden tiirler arasinda giivenilir olmayan sonuglar verdigini ortaya
koymustur. Giiniimiizde biyokimyasal profile dayali otomatize tanimlama sitemleri ile
hizl1 ve tekrarlanabilir sonuclar elde edilebilmektedir. Ancak otomasyon biyokimyasal
identifikasyonun ayrim giiciine bir katki saglamamaktadir. Bu ¢alismada elde edilen

veriler degerlendirildiginde Lactobacilus suslarinin karbonhidrat fermentasyon testleri
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gibi geleneksel fenotipik identifikasyon metotlart ile tanimlanmasinda diisiik
taksonomik ayrim yetenegi gosterdigi goriilmektedir. Molekiiler tanimlama metotlarinin
ayrim giiciinilin ise fenotipik metotlara gére daha {istiin oldugu goriilmiistiir. Dogru bir
identifikasyon i¢in biyokimyasal profile dayali geleneksel identifikasyon metotlar1 ile

molekiiler metotlar birlikte kullanilmalidir.

5. SONUCLAR VE ONERILER

Ekmek {iiretiminde eksi hamur metodunu kullanan firinlardan aliman hamur
orneklerinden izole edilen Lactobacillus suslarmin ticari biyokimyasal identifikasyon
paneli ve gercek zamanli PZR metotlar: ile elde edilen identifikasyon sonuglarinin
karsilastirildigr bu ¢alismada gergek zamanli PZR ile tanimlanan 68 adet Lactobacillus
susunun %13t (9 adet) biyokimyasal identifikasyon paneli ile tanimlanamamistir. Bu
sonu¢ biyokimyasal profile dayali tanimlama yontemlerinin molekiiler biyolojik
yontemlere nazaran laktik asit bakterilerinin identifikasyonunda daha diisiik bir ayrim
giiclinlin oldugunu gostermistir.

Tiirkiye'de ekmek sofralarimizda en ¢ok bulunan temel gidalarimizin basinda
gelmektedir. Tiikketim miktar1 toplumun sosyo-ekonomik yapist ve beslenme
aliskanliklar: ile dogru orantili olarak oldukg¢a yiiksektir. Toplum sagliginin korunmasi
ve daha saglikli bir ekmek iiretiminin gergeklesebilmesinin bir yolu da eksi hamur
yonteminin kullanilmasidir. Eksi hamura ait mevcut mikrobiyal floranin arastirilarak
elde edilecek laktik asit bakterilerinin endiistriyel kullanim potansiyellerinin
belirlenmesi ve sektore kazandirilmasi 6nem arz etmektedir. Elde edilen laktik asit
bakterilerinin farkli kombinasyonlarinin fermente gidalar icin starter kiltiir olarak
kulanilmast ve iilkemize 0zgii yeni tirlerin tanimlanarak iilke gen kaynaklarinin

korunmasi saglanmalidir.
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