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BOZA KAYNAKLI LAKTIK ASIT BAKTERiLERiNi}\I LAKTIK ASIT
MIKTARLARININ VE Staphylococcus aureus UZERINE
ANTIMIKROBIYAL ETKINIiN BELIRLENMESI

OZET

Laktik asit bakterileri, degisik metabolik aktiviteleri sayesinde Ozellikle fermente
gida sanayisinde onemli rol oynamaktadir. Bakteriler ayn1 zamanda starter kiiltiir
olarak, gida katki maddesi olarak ve diger iiretmis oldugu metabolitler dolayisi ile de
fermentasyon ve diger islevler i¢in yardimci unsur olarak kullanilmaktadir. Ayrica,
laktik asit bakterileri peynir gibi siit iiriinlerinin olusumunda ve olgunlagsmasinin
hizlanmasinda, gidalarin  besinsel, teknolojik ve organoleptik 6zelliklerin
gelistirilmesinde rol oynamaktadir. Laktik asit bakterilerinin, laktik asit,
bakteriyosin ve diger antimikrobiyal 6zellik gdsteren maddeler dolayis ile gidalarin
dogal yollarla korunmasi1 ve Ozellikle patojen mikroorganizmalarin ve diger
Istenmeyen mikroorganizmalarin inhibisyonu saglanmaktadir.

Staphylococcus aureus gida sanayisinde en 6nemli patojen bakterilerinden biri olup,
bakterinin inhibe edilmesi i¢in onem arz etmektedir. Patojenin gida bozulmalarina
yol agarak, gida zehirlenmeleriyle insane saghigmi tehdit etmektedir .Ozellikle son
giinlerde kimyasal maddelerin ve katki maddelerinin kullanimi hakkinda halkin
bilinglenmesi, gidalar1 da dogal yollarla korumanin énemini arttirmistir. Bu ylizde,
laktik asit bakterilerinin sentezlemis oldugu laktik asit’in gida korumasindaki etkisi
daha da incelenmeye deger bulunmustur.

Yapilan tez ¢aligmasinda boza kaynakli Laktik Asit Bakterileri gruplarindan olan
Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostoc bakterinin iiretmis oldugu laktik asit
izomerlerinin cins ve miktarlar belirlenmis ve laktik asit’in gida sektoriinde biiytik
sorunlara yol agan Staphylococcus aureus bakterisine karsi olan etki mekanizmasinin
incelenmesi amaclanmugtir. Laktik asit bakterilerinin bakterinin tiretmis oldugu laktik
asit izomerlerinin tayini kitler aracilig1 ile yapilmistir. Ayrica, bu gruptaki bakterinin
tiretmis oldugu laktik asit’in Staphylococcus aureus {iizerindeki inhibisyon etkisi
spektrofotometre kullanilarak incelenmistir.

Deney sonuglarina gore, Lactobacillus tiirii bakterileri arasindan, B23 Lactobacillus
paracasei bakterisinin en yiiksek oranda laktik asitin D(-) ve L(+) izomerilerini
sentezledigi sonucuna ulagilmistir. Lactoccoccus tiirtiniin ¢alisilan iki farkli susunun
L(+)-laktik asit izomerini benzer miktarlarda sentezledigi saptanmistir. Leuconostoc
bakterilerinden en yiiksek oranda D (-)-laktik asit sentezleyen bakteri susunun ise
E55 Leuconostoc lactis susu oldugu belirlenmistir. Ayrica, Lactobacillus tiiriiniin
ilgili suslarindan B10 Lactobacillus fermentum bakterisinin Staphylococcus aureus
tizerindeki en yiiksek inhibisyon degerine sahip oldugu bulunmustur. D41
Lactobacillus plantarum bakteri susunun ise Staphylococcus aureus tizerindeki en
diisiik inhibisyon degerine sahip oldugu gozlenmistir. Lactococcus tiirii
bakterilerinden olan F45 Lactococcus lactis bakterisinin Staphylococcus aureus
tizerindeki en yiiksek inhibisyon degerine sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica,

Xvii



Leuconostoc tiirii suslar1 arasinda, Staphylococcus aureus iizerindeki en yiiksek
inhibisyon degerine A40 Leuconostoc lactis bakterisi, en diisiik inhibisyon degerine
ise A31 Leuconostoc mesenteroides bakterisinin ulastigi gézlenmistir.
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DETERMINATION OF THE AMOUNT OF LACTIC ACID OBTAINED
FROM BOZA-BASED LACTIC ACID BACTERIA AND ITS INHIBATION
EFFECT AGANIST Staphylococcus aureus

SUMMARY

Lactic acid bacteria (LAB) are gram-positive and non-spoerforming bacteria. Their
shape can be cocci, coccibacilli or rods. When their DNA was monitored, it is found
that their DNA base composition of less than 53mol% G+C. In addition, most of the
lactic acid bacteria are non respiratory and lack catalase enzyme that is why they
possess superoxide dismutase and have alternative means to detoxify peroxide
radicals.Generally, all lactic acid bacteria can grow in the medium where is any
oxygen but the bacteria can grow in the presence of oxygenas aerotolerant
anaerobes, unlike most anaerobes.

Lactic acid bacteria use the sugar, especially glucose. They convert the sugar
primarily to lactic acid and other products named CO, and ethanol. Bacteria obtain
their all energy from sugar and that is why growing lactic acid bacteria can be
restricted to environments in which sugars are present or not.

Lactic acid bacteria refers to a large group of beneficial bacteria that have similar
properties and all produce lactic acid as an end product of the fermentation process
Even though many genera of bacteria produce lactic acid ferment sugar and produce
lactic acid as a primary or secondary end-product of fermentation, the term “Lactic
Acid Bacteria” is conventionally reserved for genera in the order Lactobacillus,
Pediococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Strepreptococcus, as well as
Carbobacterium, Enterecoccus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus and
Weisella.

Lactic acid bacteria are widespread in nature and are also found in human digestive
systems and they take place in the food industry. They are used for pickling of
vegetables, baking, winemaking, curing fish, meats and sausages but their main role
is that preparation of fermented dairy product. Lactic acid also gives fermented milks
their slightly tart taste. Additional characteristic flavours and aromas are often the
result of other products of lactic acid bacteria. Likewise, they are also responsible for
formation and maturation of cheeses and improvement of nutritional, technological
and organoleptic value of food products. In addition, the bacteria can be are used as
starter cultures, as additives and as helping metarials that are produced by them for
fermentation or other process.

They have an significant role in also and cereal based product process. For example,
Especially, the cereal based fermented products are used in all over the world as raw
materials. That is why, they take place in big global food production. “Boza” is the
one of the most important fermented beverages and it is our one of the traditional
fermented beverage which is consumed by Turkish people very much. Boza is
produced using boiling cereals that are millet, rice, corn, millet or wheat and then
saccharose sugar is added and the fermentation process is began. In this study,
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“Boza” based lactic acid bacteria were used to carry out to obtain lactic acid for the
assays.

In addition, lactic acid bacteria have long been used to preserve and keep the
nutritive qualities of various food products. LAB produce various antimicrobial
compounds, which can be fall into two groups. First group can be named as low-
molecular-mass compounds which are hydrogen peroxide, carbon dioxide, diacetyl
and uncharacterized compounds. Second group can be said as high-molecular-mass
compounds such as bacteriocins. However, it is very clear that the primary
antimicrobial effect exerted by LAB is the production of lactic acid and reduction of
pH. Levels and types of organic acids produced during the fermentation process
depend on LAB species or strains, culture composition and growth conditions The
antimicrobial effect of organic acids lies in the reduction of pH, as well as the
undissociated form of the molecules. All of these antimicrobial substances can
antagonize the growth of some spoilage and pathogenic bacteria in foods. Lactic acid
bacteria have also the antagonistic property that is attributed to the lowered pH, the
undissociated acids and production of other primary and secondary metabolites
produced by LAB. The metabolites which are produced by the fermentation process,
except the volatile ones, are kept in the foods and they leads to growth inhibition of
food spoilage or poisoning bacteria and detoxification of noxious compounds of
plant origin.

Staphylococcus aureus is one of most important pathogen bacteria for food industry
and it causes food poisoning or food spoilage in some cases. of this bacteria is
important. that is why it is a threat on human health. Staphylococcus aureus is one of
most important pathogen bacteria for food industry and inhibition of this bacteria is
important. Staphylococcus aureus is gram-positive, non-motile, catalase and
coagulase positive bacteria. It’s shape is cocci and cells can be spherical single or
paired cocci or form grape-like clusters. It does not have any spore forming.
Staphylococcus aureus is able to grow in a wide range of temperatures at at 7°C to
48.5°C with an optimum of 30°C to 37°C and pH at 4.2 to 9.3, with an optimum of 7
to 7.5 as well as and sodium chloride concentrations that is up to 15% NaCl. These
characteristics of S. aureus preapare to grow this bacteria on variety of foods. In
addition, some S. aureus strains are able to produce staphylococcal enterotoxins
(SEs) and it cause to staphylococcal food poisonings. It is known that food
poisonings based on enterotoxins are big threats on human health. That is why S.
aureus contaminations can be readily avoided by heat treatment of food. However,
they remain a major cause of food-borne diseaes because they can contaminate food
products during preparation and processing. In these cases, owing to the public
awareness about using chemical substances and additives food protection, the interest
of food production with natural ways increases. It is observed that people want to
protect your foodstuffts in natural ways and they also want to consume foods which
are protected naturally. Thus, the effect of lactic acid which are produced by lactic
acid bacteria on food preservation is focused more.

In this study, the assays carried out two aims. First, the amounts and kind of lactic
acid which are produced by Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostoc lactic acid
bacteria group were determinated. Secondly, the inhibation mechanism of lactic acid
which is also taken from Lactobacillus, Lactococcus and Leuconostoc lactic acid
bacteria group against Staphylococcus aureus that leads to big problems for food
industry were studied.
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Lactic acid have two isomers which are named D(-)-lactic acid and L (+)-lactic acid.
Isomers are the molecules that have the same molecular formula but they have a
different arrangement of the atoms in space. Because of whole molecule rotating or
particular bonds of molecule rotating, more different arrangements occur. This
phenomena is known as structural isomerism. Lactic acid isomers which are
produced by lactic acid bacteria were measured using kits. In the assays, number of
lactic acid bacteria were studied to obtain lactic acid taken from lactic acid bacteria
which are Lactobacillus, Lactococcus and Leuconostoc bacteria species. First,
Lactobacillus bacteria groups which are B2  Lactobacillus fermentum, C3
Lactobacillus fermentum, B23 Lactobacillus paracasei, D29 Lactobacillus
para.sub.paracasei, E8 Lactobacillus para.sub.paracasei, F30 Lactobacillus
plantarum, E32 Lactobacillus brevis, C19 Lactobacillus carpophilus, A15
Lactobacillus delb.sub.delb, C55 Lactobacillus salivarius were studied to obtain
lactic acid. In addition, Lactococcus groups that are F39 Lactococcus raffinolactis
and B49 Lactococcus raffinolactis were researched to take lactic acid, secondly.
Finally, Leuconostoc bacteria were also investigated to obtain lactic acid which
include E55 Leuconostoc lactis, B56 Leuconostoc citreum and A31 Leuconostoc
mesenteroides. To determinate concentration and kind of lactic acid that are of L (+)-
lactic acid and D(-)-lactic acid, DJ/L lactic acid kits were used. Kits had seven
different solutions. In addition, the principal of kits dependes on the UV
measurement and measuring the absorbance of substances. Measuring absorbances
of lactic acid were carried out by means of spectrophotometer at 340 nm.
Measurements in the assays were carried out duplicate.

To determinate inhibition effect of lactic acid against Staphylococcus aureus, number
of lactic acid bacteria which are Lactobacillus, Lactococcus and Leuconostoc species
were studied. Firstly, lactic acid which is obtained from Lactobacillus bacteria
groups including D41 Lactobacillus plantarum, F30 Lactobacillus plantarum, B10
Lactobacillus fermentum, E32 Lactobacillus brevis, B23 Lactobacillus paracasei, E8
Lactobacillus paracasei spp. paracasei, C19 Lactobacillus carpophilus and C55
Lactobacillus salivarius were studied. Secondly, lactic acid that is taken from
Lactococcus groups which are F29 Lactococcus raffinolactis, B49 Lactococcus
raffinolactis, F39 Lactococcus raffinolactis, E57 Lactococcus lactis, F45
Lactococcus lactis and A47 Lactococcus lactis spp. lactis were investigated. Finally,
inhibition effect of lactic acid that are gained from Leuconostoc spices E55
Leuconostoc lactis, A40 Leuconostoc lactis, A31 Leuconostoc mesenteroides and
B56 Leuconostoc citreum were studied. In addition, the inhibition effect of lactic
acid against Staphylococcus aureus is measured via spectrophotometer. After
obtained lactic acid from different lactic acid bacteria species, lactic acid,
Staphylococcus aureus that is determinated its concentration and Mueller Hinton
Broth were added into ELISA microplates at they were measured at ODggo and the
measurements were taken three hours intervals until 24™ hour.

According to the assays, it is obvious that B23 Lactobacillus paracasei bacteria
produces the highest value of lactic acid isomers which are D(-) and L(+)-lactic acid
among all tested Lactobacillus species. For studied only two different Lactoccoccus
strain, it is observed that they produce the same amount of L(+)-lactic acid isomers.
It is clear that E55 Leuconostoc lactis strain produces the highest value of D(-)-lactic
acid isomers among all tested Leuconostoc species.

In addition, It is obvious that B10 Lactobacillus fermentum produced the highest
value of lactic acid against Staphylococcus aureus pathogen bacteria whereas D41
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Lactobacillus plantarum produced the lowest value of lactic acid against
Staphylococcus aureus pathogen bacteria among tested all Lactobacillus species. It
is observed that F45 Lactococcus lactis produced the highest value of lactic acid
against Staphylococcus aureus pathogen bacteria among tested all Lactococcus
species. Furthermore, it is clear that A40 Leuconostoc lactis produced the highest
value of lactic acid against Staphylococcus aureus pathogen bacteria whereas A31
Leuconostoc mesenteroides produced the lowest value of lactic acid against
Staphylococcus aureus pathogen bacteria among tested all Lactobacillus species.

According to the this study facts, It can be said that lactic acid obtained from lactic
acid bacteria which are studied in the assays have inhibition effect against
Staphylococcus aureus. Thus, lactic acid can be used to inhibite Staphylococcus
aureus bacteria.
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri ve bakterilerin gergeklestirmis oldugu cesitli ozellikteki
metabolik aktiviteler dolayisi ile bu grup bakteriler gida endiistrisinde oldukca
onemli bir yere sahip olmaktadir. Laktik asit bakterileri, fermentasyon islevi icin
starter kiiltlir olarak kullanilmasinin yaninda, basta laktik asit olmak iizere tiretmis
oldugu diger metabolitler ile de hem gida katki maddesi olarak, hem de fermentasyon
ve diger islevlerde yardimci unsur olarak kullanilmaktadirlar. Buna ek olarak, bu
grup bakteriler giiclii fermente 6zelligine sahip olduklarindan, gidalarin yapisinm
degistirerek, Ozellikle peynirin ve diger siit iiriinlerinin olusumunda etkin rol
oynamaktadirlar. Bakteriler bu tip {irlinlerde, dokunun olugmasinin saglanmasi ve
iiriine farkli tat, koku ve aroma kazandirilmasinin yaninda gidalarin besinsel ve

orgaoleptik ozelliklerini gelistirilmesine de yardimci olmaktadir.

Laktik Asit Bakterilerinin en 6nemli gorevlerinden birisi de, basta laktik asit olmak
tizere antimikrobiyal 6zellik gosteren maddeler sentezleyerek, gidalarda istenmeyen
mikroorganizmalarin ve patojenlerin gelisimini dnlemektir. Ozellikle Staphylococcus
aureus bakterisi gidalarini enfekte ederek, gidalarda bozulmasina yol acarak, gida
zehirlenmelerine neden olmaktadir. Bu calisma ile boza kaynakli Laktik Asit
Bakterileri gruplarindan olan Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostoc bakterinin
tiretmis oldugu laktik asit izomerlerinin cins ve miktarlar1 belirlenmis ve laktik
asit’in gida sektoriinde biiyiik sorunlara yol agan Staphylococcus aureus bakterisine
kars1 olan etki mekanizmasi incelenmistir. Diger bir deyisle, laktik asit kullaniminin
Staphylococcus aureus iizerindeki inhibisyonun oraninin belirlenmesi amaglanmustir.
Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostoc bakterinin iiretmis oldugu laktik asit
izomerlerinin tayini kitler araciligi ile yapilmis olup, bu gruptaki bakterinin iiretmis
oldugu laktik asit’in Staphylococcus aureus iizerindeki inhibisyon etkisi ise
spektrofotometre kullanilarak incelenmistir. Yapilan ¢alismanin, gida driinlerinin
kalitesine, insan sagligina ve iilke ekonomisine katki saglanacaginin diistiniilmesinin
yaninda, gidalarin patojen bakterilerden dogal yollar kullanarak korumasinin

miimkiin oldugu da belirlenmistir.






2. LITERATUR OZETI

2.1. Boza

Boza hububat kaynakli, diger bir hububat kaynakli bir icecek olan biradan yapimi
olduk¢a farkli, fermente bir igecek olmasi sebebi ile de en eski zamanlardan bile
tiiketilen bir igcecektir. Boza’nin yapiminda, yabanci maddelerden temizlenmis bir
sekilde kullanilan dari, piring, bugday, misir gibi hububatlarin kirmalarma veya
unlarindan birine veya birkagina icme suyu katilarak pisirilmesiyle birlikte beyaz
seker eklenerek, laktik asit ve alkol fermentasyonuna maruz birakilmasiyla
hazirlanan unlu bir mamiildiir. Boza, 6zellikle kis aylarinda yogun olarak tiiketilen
bir icecektir. Ayrica, siit arttirict 6zelligi dolayist ile hamile bayanlara, vitamin
icerigi bakimindan da sporculara tavsiye edilmektedir. Boza iiretimi sirasinda
meydana gelen prosesler, hammaddelerin hazirlanmasi, kaynatma, sogutma,
seyreltme, siizme ve seker ilavesi ile fermentasyon islemlerini kapsamaktadir

(Bayram, 2005).

2.2. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB) gram pozitif, sporsuz kok, kokbasil veya ¢ubuk seklind
olan, DNA baz bilesimi %53 mol guanin ve sitozin’ den az olmayan bakterilerdir.
Genelde, oksidaz negatif olmakla beraber, asite karsi toleransli bakterilerdir. Yapilan
caligmalar, LAB’lerin katalaz negatif oldugunu gdstermis olup, katalaz enzimine
sahip olmadiklar1 taktirde ise siliperoksidaz dismutaz enzimi igerdiklerini
gostermistir. Ayrica, peroksit radikallerini, peroksidaz enzimleri yardimi ile
detoksifiye ettigi gozlemlenmistir. Bunun yaninda LAB, oksijeni kullanmalarina
gore anaerobik, aerotolerant veya mikroaerofiliklerdir. Genel olarak tim LAB
anaerobik olarak gelismek gosterirler fakat bircok anaerob bakterilerden farkli olarak

oksijen varliginda aerotolerant anaerob bakteriler olarak adlandirilirlar (Todar, t.y).

Laktik asit bakterilerin siniflandirilmasinda, bakterilerin morfolojik 6zellikleri,

glikoz sekerini fermente etme sekilleri, farkli sicakliklarda ve tuz



konsantrasyonlarinda gelismeleri, gesitli asitlere ve alkalilere olan toleranslari ve
tiretmis olduklar laktik asitin konfigiirasyonu temel alinmaktadir. Bunun yaninda,
bakteri hiicre duvar1 bilesenleri veya hiicre duvar1 yag asidi kompozisyonu da
LAB’nin smiflandirilmasinda kullanilan diger bir kemotaksonomik 6zelliklerdir.
LAB’nin gilinlimiizde yapilan g¢aligsmalar sonucunda, taksonomik olarak fligenetik
siiflandirilma yaparken rRNA dizisi baz alinmaktadir. Gelisen teknoloji ile beraber
Ozellikle niikleik asit problama teknikleriyle beraber PCR teknikleri de LAB

siniflandirilmasi ve tanimlanmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Bayram, 2005).

Birgok bakteri tiirii fermentasyon sonucunda birincil ve ikincil iiriin olarak laktik asiti
sentezlemelerine ragmen, genel olarak Laktik Asit Bakteri’leri olarak adlandirilan
gruba giren Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, Streptoococcus,
Carbobacterium, Enterococccus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve

Weisella tiirleri olmaktadir (Todar, t.y).

Laktik asit bakterileri gida endiistrisinde bir¢ok alanda kullanilmaktadirlar.
Ozellikle, yapiminda Streptococcus spp. ve Lactobacillus spp. bakterilerinin birlikte
kullanildig1 yogurt, Lactococcus spp.’nin kullanildigir degisik tat ve aromadaki
peynirler, Leuconostoc spp.’nin kullanildigi sauerkraut ile sosis, zeytin ve baz1t LAB
tiretiminde rol oynadigi bira, sarap ve islenmis et basi ¢eken gida maddeleridir

(Dugas, 2011).

Laktik asit bakterileri, inorganik nitrojen kaynaklarmi kullanarak amino asit
sentezleyebilme 6zelligi son derece kisitli olan mikroorganizma tiiriidiir. Bu gruptaki
bakteriler, enerjilerini sadece sekeri fermente ederek sagladiklari icin, sadece seker
iceren ortamlarda gelisimleri smirlandirilmaktadirlar. Ayni sebeple, bakteriler
gelisimleri i¢in amino asite bagimli olup, mutlaka gelisme gosterdikleri ortamda
nitrojen kaynagma ihtiyaglart vardir. Diger bir deyisle, LAB’nin sinirlandirilmig
biyosentez yetenekleri olmasindan dolayi, temel besinsel gereksinimlerini yerine
getirebilmeleri i¢in aminoasit, vitamin, purin veya purimidin gibi temel besin
maddelerini igeren ortamlara ihtiyaglari vardir. Bu sebeple, LAB bakterileri bu
gereksinimlerin saglandig1 ortamlar olan hayvan bagirsaklari, bitki yapraklar1 gibi

yerlerde daha bol sayida bulunmaktadirlar (Dugas, 2011).

LAB tiirleri arasinda, bakterilerin gelismeleri i¢in istenilen 6zellikler degiskenlik

gostermekle beraber, bakterileri kiiltlirlerine gére degismektedir. Baz1 bakteriler bazi



aminoasit tiiriine gore fototrof olup, yalnizca 13-15 amino asite ihtiyag
duymaktadirlar. Buna ek olarak, ¢evrede bulunan serbest aminoasitlerin bakteri
hiicrelerinin yogunlugunu yeterince desteklememesi yiiziinden, bakteriler kendi
temel aminoasit gruplarini sentezlemek icin peptitleri yada proteinleri hidroloze
etmektedirler. LAB’nin bu sekilde peptitleri veya proteinleri hidrolize etmeleri
onlarin proteolitik aktiviteye sahip olduklarini gostermektedir. Ayrica, tiim siit
rtinlerinin  yapiminda kullanilan Lactococci tiiriiniin  proteolitik  sistemlerini
kullanmalar1 dolayis1 ile siitin asitlenmesine yol a¢maktadirlar. Ozellikle
Lactococcal proteolitik sistemleri, hiicre i¢i peptitlerini, tasiyici sistemleri ve
sitoplazmik hiicrenin diginda kalan enzimleri i¢ermektedir. LAB’nin proteolitik
aktiviteleri fermente olmus gidalarda dokunun, tadin ve aromanin gelismesini
saglamakla beraber, 6zellikle isve¢ veya cheddar gibi degisik peynirlerde istenilen tat

ve aromanin olusmasini saglamaktadir (Todar, t.y).

LAB’nin baslica gorevi gidalarin yapisinda bulunan karbonhidratlari fermente
ederek, gidalarin karbonhidrat igeriklerini ve laktik asit iiretmeleri sonucunda da
ortamin pH’ni diisiirmeleridir. LAB’nin gelismesinin en istenen sebebi belirtildigi
gibi ortami asitlendirme Ozellikleridir. Ortamin pH’1t LAB sayesinde 4’c¢ kadar
diistiriilmekte ve bu diisen pH dolayisi ile basta insan ve gida patojenleri olmak tizere
diger mikroorganizmalarin da gelisimi 6nlenmektedir. LAB, ortamin pH degerini
diistirerek, diger mikroorganizmalarin gelisimlerini kisitlayict 6zellikte olmasi,
gidalarin raf Omriinii arttirict en Onemli Ozellklerin basina gelmektedir. Ayrica,
asitligin artmasi, Ozellikle gida proteinlerin ¢okmesine ve tat arttirict biyokimyasal
degisikliklere sebep olmakte ve dolayist ile gidalarin doku o6zellikleri de
degismektedir. Buna ek olarak, fermentasyon prosesi yani diger bir deyisle LAB’nin
gelisme stireci, kendi kendini limitleyen bir proses tiirii olup, LAB ortamin asidik

pH’1na kars1 da hassasiyet gostermektedirler (Dugas, 2011).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, ¢ok az LAB’nin ve Streptecoccus cinsi
bakterilerin hayvanlar i¢in patojenik olma o6zelligine sahip oldugu bulunmustur.
Insanlarda ise 6zellikle Streptococcus pyogener laktik asit bakterisinin streptokokal
bogaz agrisina, zaatiireye, diger piyanojenik infeksiyonlara, kizil hastaligina ve diger
zehirlenmelere yol agtig1 belirlenmistir. Bunun yaninda, Streptococcus pneumoniae

ise insanlarda labor pdnomani, orta kulak iltihabi ve menenjite sebep olmakla



beraber bazi viral 6zellikteki mikroorganizmalar ve hemolitik olmayan streptokokiler

ise dis ve dis eti hastaliklarinin olugsmasina 6nemli rol oynamaktadir (Todar, t.y).

Lactobacillus tiiriine giren bakterileri ¢ubuk seklinde olup, bakterilerden bazilarinin
glikoz sekerini metabolize etmeleri sonucunda CO, gazini olusturduklari, bazirlarin
ise olusturamadiklar1 gozlenmistir. Ayrica, bu gruptaki bakterilerin bir kism1 10°C ve
45°C'deki ortamlarda gelisme gosterebilirken, ayni sekilde bu gruba giren bazi
bakterilerin ise bu sicaklik derecelerine sahip ortamlarda gelisemedikleri
belirtilmistir. Buna ek olarak, bakterilerdi bazi suslarinin %6.5 NaCl igeren
ortamlarda gelisebildikleri, bazilarinin ise gelisemedikleri belirlenmistir. Ortam
pH’nin 4.4 oldugu durumlarda bakterilerin bazi suslarmin gelisme gosterirken
bazilarinin gelisme gosteremedigi, ortam pH’nin 9.6 oldugu durumlarda ise
bakterilerin tamaminin gelisemedigi gozlenmistir. Bu gruba giren bakterilerin ise
laktik asitin D(-), L(+) veya bu iki izomerin ikisini birden sentezleme kabiliyetleri

oldugu anlasilmistir.

Diger bir grup olan Enterococcus tiirii bakteri kok seklinde olup, bakterilerin glikoz
sekerini metabolize etmeleri sonucunda CO; gazini olusturamadiklar1 gézlenmistir.
Ayrica, bu gruptaki bakterilerin 10°C ve 45°C'deki ortamlarda gelisme
gosterebildikleri, belirtilmistir. Buna ek olarak, bu gruplardaki bakterilerin % 6.5
NaCl iceren ortamlarda gelisebildikleri belirlenmistir. Ortam pH’nin 4.4 ve 9.6
oldugu durumlarda da Enterecoccus bakterilerinin gelisebildikleri gozlenmistir. Bu
gruba giren bakterilerin ise laktik asitin L(+) formunu sentezleme kabiliyetleri

oldugu anlasilmistir.

Lactococcus tiirii bakterileri de kok seklinde olup, bakterilerin glikoz sekerini
metabolize etmeleri sonucunda CO; gazini olusturabildikleri gézlenmistir. Ayrica, bu
gruptaki bakteriler 10°C’deki ortamlarda gelisme gosterebilirken, 45°C'deki ortamda
gelisme gosteremedikleri belirtilmistir. Buna ek olarak, bu gruplardaki bakterilerin %
6.5 NaCl igeren ortamlarda gelisemedikleri belirlenmistir. Ortam pH’nin 4.4 oldugu
durumlarda bakterilerin bazi1 suslar1 gelisme gosteritken bazi suslarinin gelisme
gosteremedigi, ortam pH’nin 9.6 oldugu durumlarda ise bakterilerin tamaminin
gelisemedigi gozlenmistir. Bu gruba giren bakterilerin ise laktik asitin L(+) formunu

sentezleme kabiliyetleri oldugu anlasilmstir.



Leuconostoc tiirii bakterileri LAB grubuna girmekte olup, bakteriler kok seklinde
olmaktadir. Bakterilerin glikoz sekerini metabolize etmeleri sonucunda CO; gazini
olusturamadiklar1 gozlenmistir. Ayrica, bu gruptaki bakteriler 10°C’deki ortamlarda
gelisme  gosterebilirken, 45°C'deki ortamda ise gelisme goOsteremedikleri
belirtilmistir. Buna ek olarak, bakterilerin bazi suslarmin %6.5 NaCl iceren
ortamlarda gelisebildikleri, bazilarinin ise gelisemedikleri belirlenmistir. Ortam
pH’nin 4.4 oldugu durumlarda aymi sekilde bakterilerin bazi suslariin gelisme
gosterebildigi, bazi suslarinin gelisme gosteremedigi, fakat ortam pH’nin 9.6 oldugu
durumlarda ise bakterilerin tamamiin gelisemedigi gozlenmistir. Bu gruba giren
bakterilerin ise laktik asitin D(-) formunu sentezleme Kkabiliyetleri oldugu

anlagilmistir.

Diger bir grup olan Pediococcus tiirii bakteri kok seklinde olup, bakterilerin glikoz
sekerini metabolize etmeleri sonucunda CO; gazini olusturamadiklar1 gézlenmistir.
Ayrica, bu gruptaki bakterilerin bir kism1 10°C ve 45°C'deki ortamlarda gelisme
gosterebilirken, ayni sekilde bu gruba giren bazi bakterilerin ise bu sicaklik
derecelerine sahip ortamlarda gelisemedikleri belirtilmistir. Buna ek olarak,
bakterilerin bazi suglarinin %6.5 NaCl igeren ortamlarda gelisebildikleri, bazi
suslarin ise gelisemedikleri belirlenmistir. Ortam pH’nin 4.4 oldugu durumlarda
bakterilerin gelisme gosterebildigi fakat ortam pH’nin 9.6 oldugu durumlarda ise
bakterilerin gelisemedigi gozlenmistir. Bu gruba giren bakterilerin ise laktik asitin
L(+) veya D(-) ve L(+) iki izomerin ikisini birden sentezleme kabiliyetleri oldugu

anlasilmistir.

Streptococcus tiirti bakteriler ise kok seklinde olup, bu gruptaki bakterilerin glikoz
sekerini metabolize etmeleri sonucunda CO, gazini olusturamadiklar1 gozlenmistir.
Ayrica, bu gruptaki bakteriler 10°C gelisme gosterebilirken, 45°C'deki ortamlarda bu
gruptaki bakterilerin bazi suslar1 gelisme gosterebilirken, bazilarinin ise geliseme
gosteremedikleri belirtilmistir. Buna ek olarak, bu gruplardaki bakterilerin % 6.5
NaCl iceren ve ortam pH’nin 4.4 ve 9.6 oldugu durumlarda gelisemedikleri
belirtilmistir. Bu gruba giren bakterilerin ise laktik asitin L(+) formunu sentezleme

kabiliyetleri oldugu anlasilmistir.

LAB, glikoz sekerini fermente ederek, ilk dnce sadece laktik asite veya laktik asit ve
beraberinde olusan karbondioksit’e (CO,) ve etanol’e doniistirmektedir. LAB,

belirtildigi gibi karbonhidratlar1 fermente ederken kullandiklar1 yola iki ikiye



ayrilmaktadir. Homofermentatif 6zellik gosteren LAB, glikoliz ya da diger bir adi
ile Embden-Meyerhof yoluyla ilgili sekeri fermente ederek, son iiriin olarak sadece
laktik asit’i meydana getirmektedirler. Heterofermentatif 6zellik gosteren LAB ise 6-
fosfoglukonat ve fosfoketolaz yolu ile sekerin fermentasyonu sonucunda, son tiriin
olarak laktik asit’in yaninda etanol, CO,, asetik asit ve formik asit de

olusturmaktadirlar (Todar, t.y).

2.2.1. Homolatik fermentasyon

Sekil 2.1°de laktik asit iiretiminin homolatik fermentasyon yoluyla olusumunu

gostermektedir.
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Sekil 2.1 : Homolatik fermentasyon.

LAB, fazla miktarda glikozun ve az miktarda O’nin bulundugu ortamda, glikoz
sekerini Embden- Meyerhof yolu ile fermente ederek, 1 mol glikozdan 2 mol piirivat

olusumuna neden olmaktadir. Bu grup fermentasyon tiiriine homolatik fermentasyon



denilmekte olunup, hiicre i¢i redoks dengesi NADH oksidasyonu ile saglanmakta ve
beraberinde ise piirivat laktik asite indirgenmektedir. Bu proses i¢in, 2 mol ATP
kullanilmaktadir. Bu yol ile ilgili sekeri fermente eden bakterilerin genel olarak, bazi
Lactobacilli iiyeleri ile birlikte, Enterococci, Lactococci, Pediococci, Streprococci,
Tetragenococci ve Vagococci bakterilerin birgok tiirii olarak sayilabilmektedir
(Todar, t.y).

Sekerin fosforilasyonu ve tasinmasi iki yol ile mevcut olmaktadir. Bu yollardan ilki,
serbest glikozun tasinmasi ve ATP’ye bagli hekzokinaz enziminin kullanilmasi ile
baslatilan fotofosforilasyon islemidir. Ayrica, izomerizasyon veya fosforilasyon ya
da her iki islem sonrasinda, mannoz ve fruktoz gibi sekerler, bu dongiiye glukoz-6-
fosfat veya fruktoz-6-fosfat olusumu seviyesinde girmektedirler. Sekerin
fosforilasyonu ve taginmasindaki ikinci yolun ise, fosfoenolpiirivat (PEP)’in alinan
seker i¢in fosforil dondr’ii olarak kullanilan seker fosfotransferaz sistem (PTS)’i
oldugu saptanmistir. Baz1 LAB tiirleri, PTS sistemini sadece galaktoz sekerinin
tasinmasinda kullanirken, diger LAB tiirleri ise tiim sekerler i¢in PTS sistemini

kullanmaktadirlar (Todar, t.y).

2.2.2. Heterolaktik fermentation

Heterofermentatif LAB, fosfoketolaz yani diger adi ile pentoz fosfat yolu ile sekerin
indirgenmesini  saglamaktadr. 1  mol glikoz-6-fosfat’in  baslangicta
dehidrohenasyonu sonucunda 6-fosfoglukanat ve sonrasinda ise dekarboksilasyonu
sonucunda 1 mol CO; iiriinii olugmaktadir. Son iiriin olarak aciga ¢ikan pentoz-5
fosfat, 1 mol gliseraldehit fosfat (GAP)’a ve 1 mol asetil fosfat’a dontismektedir.
Heterofermentatif LAB, GAP molekiiliinii daha sonraki asamalarda homofermentatif
LAB yaptig1 gibi laktata doniistiiriirken, asetil-CoA ve asetaldehit ara {iriinlerinin
yardimiyla asetil fosfat da etanole doniismektedir. Teorik olarak, {iriin olarak olugan
CO2, laktat ve etanol gibi maddeler, 1 mol glikozdan esit miktarda iiretilmektedirler
ve bu yolu kullanarak sekeri fermente eden obligat LAB’in ise Leuconostoc, bazi

Lactobacilli, Oenococci ve Weissella tiirleri’nin oldugu belirtilmistir (Todar, t.y).

Sekil 2.2°de laktik asit iiretiminin heterolaktik fermentasyon yoluyla olusumunu

gostermektedir.
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Sekil 2.2 : Heterolaktik Fermentasyon.
2.2.3. Laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zellikleri

Probiotik kelimesinin kdkeni Yunan dilinden gelmekte olup, Tiirk¢eye ¢evirildiginde
“hayat icin” anlamina gelmektedir. Diinya saglik orgiitii (WHO), probiyotik
bakterileri, yeteri sayida olduklarinda, bulunmus olduklari konake1 hiicreye yarar
saglayan mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir. Glinlimiizde, 6zellikle Avrupa ve
Japonya gida marketlerinde, probiotik 6zellik gosteren gida maddeleri oldukga
popiiler olup, bu iilkelerin gida pazarlar1 diinya pazarlar1 arasinda bas1 cekmektedir

(Saarela, M., 2007).

Probiyotikler, mide-bagirsak mikrobiyal dengesini saglayarak veya bakterilerin bu
sekilde gelismesi sonucunda insan sagligina yarar saglayan ek canli gida gruplaridir.
Probiotik bakterilerin insan sagligi tizerindeki giiclii etkilerinin olmasinin fark
edilmesiyle birlikte bu yonde artan g¢alismalarin olmasi sadece yogurt ve diger
fermente olmus gida maddeleri iizerine degil, ayn1 zamanda meyve ve sebze sulari
gibi siit ve siit iiriinleri haricindeki gida maddeleri lizerindeki ilgiyi de arttirmistir.
Glinimiizde yapilan c¢alismalar, Laktik Asit Bakterilerinin insan mide-bagirsak

diizenindeki faydali mikroorganizmalarin gelismesine katkida bulundugu, bu
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mikroorganizmalarin aktivitelerini arttirict  6zelliklerinin oldugu belirlenmistir.
Dolayist ile LAB’lerinin probiyotik 6zellikte oldugu anlasilmistir (Saarela et al.,
2005 ).

Ilk olarak probiyotik ozellik gdsteren Laktik Asit Bakterileri fermente siit bazli
tirlinler i¢in formule edilmislerdir. Formiilasyonlarin oncelikle olarak siit bazli
tirtinler icin hazirlanmis olmasmin en 6nemli sebepleri olarak, bircok probiyotik
Laktik Asit Bakterisi’nin siit bazli iiriin matrikslerinde daha etkili bigimde gelisme
gostermeleriyle birlikte, diistiik sicaklik derecelerinde de saklanabilme 6zelliklerine
sahip olmalar1 gosterilmistir. Fakat, giiniimiizde bireylerin artik siit bazli probiyotik
tirtinleri tiiketmek yerine, siit iiriinleri haricindeki probiyotik {riinleri satin alma
egilimlerinin bulundugu anlasilmistir. Tiiketicilerin bu tercihinin en 6nemli sebebi
olarak bir¢ok insanin laktoza ve belirli siit proteinlerine karsi alerjilerinin olmasi ve
bu konuda bilinglenmeleri olarak gosterilmistir (Saarela et al., 2005 ). Diger yandan,
stit tirlinlerinin igerdigi yiiksek miktardaki kolestrol, tiiketicilerin siit ve siit iirlinlerini

tercih etmemesinin diger bir sebebi olarak belirtilmistir (Shah, 2001).

Bazi gida maddeleri kendi biinyelerinde dogal olarak insanlara saglik agisindan
birgok  yararli etki saglayan mikroorganizmalar  barindirmaktadir. Bu
mikroorganizmalarin basinda Laktik Asit Bakterileri gelmekte olup, Laktik Asit
Bakterileri ile birlikte birgok bakteri tiirliniin ve mayalarin da probiyotik 6zellik
gosterdigi  bilinmektedir. Ozellikle Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Bifidobacterium ve Enterococcus tiirlerinin probiyotik 6zellik gosteren bakterilerden
oldugu, bu bakteri tiirleri i¢inde ise Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium spp.,
ve Lactobacillus casei bakterilerinin digerler bakterilere gore probiyotik ozellik
gosterme bakimindan daha istiin 6zellikte oldugu yapilan caligmalar tarafindan

bulunmustur (Pereir ve dig., 2011).

Lactobacillus ve Bifidobacterium iiyeleri, siit ve siit tirlinlerinin yaninda, diger
fermente gida maddelerinin de tiretimlerinde eski yillardan beri kullanilmaktadir. Bu
bakterilerin, insan mide-bagirsak sisteminde dogal olarak bulunduklari saptanmustir.
Diger yandan, 6zellikle L. acidophilus ve Bifidobacterium spp. bakteri tiirleri temel
probiyotik bakteriler olarak gida iiretiminde kullanilmakla beraber, 6zellikle yogurt,
siit yag1 ve siit tozlarinda ve dondurulmus tatli irlinlerinde kullanilmaktadirlar.
Ayrica, probiyotik organizmalar, toz, kapsiil veya tablet halinde de piyasaya

siiriilmektedir (Shah, N., P., 2010).
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Probiyotikler, farkli mekanizmalar kullanarak, insan sagligina olumlu yonde katkida

bulunmaktadirlar. Bu mekanizmalar,

- Daha iyi sindirimin saglanmasi, mineral ve vitaminlerin absorbsyonun artmast
gibi besinsel geri donlis degerinin artirilmast,

- Bagirsaktaki laktoz sindiriminin tesvik edilmesi,

- Antibiyotik veya kolitin baglamasina sebep olan radyasyon iizerine bagirsaga
kars1 pozitif etki etme,

- (Gida patojenlerine karsi, bagirsak ici enfeksiyonlar1 6nleme,

- Rotavirlis ve kolite sebep olan Clostridium bakterisinin kontrol altinda
tutulmasi,

- Helicobacter pylori esasl tilserlerin 6nlenmesi,

- Kabizlik ve hassas bagirsak sendromu gibi rahatsizliklara karsi bagirsak
hareketliligin saglanmasi,

- Bagisiklik sisteminin gili¢lendirilmesi,

- Kolon kanserinin 6nlenmesi,

- Serum kolestrollerinin diisiiriilmesi,

- Bobrek ve karaciger tarafindan elimine edilen katabolik iirlinlerin miktarinin
azaltmasi,

- Osteoporoz’un 6nlenmesi,

- Allerjik reaksiyonlarin azaltilmasi,

- Urogentital enfeksiyonlarm énlenmesi,

- Kan basimncimi diisiiren etkiye sahip olmast olarak adlandirilabilmektedir

(Giiriikan ve dig., 2010).

2.2.4. Lactobacillus grubu bakteriler

Lactobacillus tiirii, laktik asit bakteri grubu i¢inde yer alan ve sayica en ¢ok yer
kaplayan tiirdiir. Bakteriler gram pozitif, sporsuz cubuk vea kok-basil seklinde
olmakta, katalaz negatif 6zelligine sahip olmakla beraber, giiclii sekilde fermente
etme yetenegine sahiptir. Fermentasyon metabolizmalari sonucunda ana bilesik
olarak laktik asiti sentezlemektedirler. Aerotolerant veya anaerobik, asidurik ve
asidofilik olmalar ile birlikte, gelismeleri i¢in kompleks besin maddelerine ihtiyag
duymaktadirlar. DNA yapilar1 %50 mol oranindan daha diisiik oranda sitozin+guanin

icermektedir (Sanchez ve Sanz, t.y). Bu gruptaki bakteriler fakiiltatif anaerob
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olmalarinin yaninda bazen de mikroaerofilik 6zellik gostermekte, havanin bulundugu
ortamlarda gelismeleri oldukca diisiik olmaktadir. Koloniler, 2-5 mm arasinda
olmakta, konveks, opak ve renksiz Ozellik gostermektedir. Bakterilerin optimum

gelisme sicakligl da 30-40°C arasinda olmaktadir (Holt ve dig., 1998).

Lactobacillus grubu bakteriler, fenotip karakterine gore gruplara ayrilmakta ve ilk
siiflama bakterilerin optimal gelisme derecelerine ve heksoz sekerini fermente etme
yoluna gore belirlenmis ve 16S rRNA teknigi ile su ana kadar basarili bir sekilde
smiflandirilmasi saglanmistir. Smiflanmaya gore, Lactobacillus delbrueckii grubu,
Lactobacillus casei-Pediococcus grubu ve bazi Lactobacilli bakterilerini de igeren
Leuconostoc gruplart ortaya ¢ikmigtir (Sanchez ve Sanz, ty). ilk gruba giren
Lactobacillus tiirii bakterilerin %85’ine yakini1 glukoz sekerinden son {iriin olarak
laktik asit iiretmektedirler. Bu gruba giren bakteriler obligat homofermentatif
ozellikte olup, genel olarak 45°C’de gelisme gosterirler. Bu gruptaki ¢ogu bakteri
15°C’de gelisme gostermezler. L. delbrueckii and L. acidophilus bakteriler bu gruba
giren bakterilerdendir. Diger bir gruba giren bakteriler ise aym sekilde
homofermentatif 6zellikte olup, 15°C’de gelisme gosterip, 45°C’deki geligsmeleri ise
siirli olmaktadir. Ortamda eger O, varsa, L. casei ve L. plantarum gibi bu gruba
giren bakteriler asetat gibi daha okside olmus friinleri iiretmektedirler. Diger bir
gruba giren bakteriler ise heterofermentatif 6zellikte olup, son {iriin olarak laktik
asit’in yaninda CO; ve etanol de iiretmektedirler. Bu gruba giren bakterilere 6rnek

olarak L. fermentum, L. brevis ve L. keferi verilebilir ( Todar, t.y).

Lactobacillus bakterilerinin peynirde starter kiiltiirlerle birlikte veya siit
fermentasyonunda sadece starter kiiltiir olarak kullanilmasi mevcut olmakla birlikte,
tirlin fakiiltatif ve obligat oOzellik gosteren bakterilerinin probiotik aktivite
saglanmasi veya triinde istenilen tat olusumu gibi istenilen etkileri gosterebilirken
diger yandan gaz iiretiminden olusabilen ve istenilmeyen koku ve tat olusumunun

goriildiigii durumlar da olabilmektedir (Calasso ve Gobbetti, 2011).

Bakteriler genel olarak fermente olmus siitten ve insanlarin mide-bagirsak
sistemlerinden izole edilmekte ve bu gruptaki bakterilerin Lb. gasseri, Lb. crispatus,
Lb. johnsonii, Lb. salivarius, Lb. reuteri, Lb. casei, Lb. ruminis, Lb. itulinus, Lb.
plantarum, Lb. brevis ve Lb. acidophilus olarak adlandirildigi belirtilmistir
(Matsuzaki, 2003).
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2.2.4.1. Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis, microaerofilik, obligat heterofermantatif bir Laktik Asit
Bakterisidir. Bakteri, heksoz sekerini fosfoketolaz yolu ile fermente ederek laktik
asit, asetik asit, etanol ve CO, maddelerinin karisimini sentezlemektedir. L. brevis
bakterilerinin %90’ 1ndan fazlasinin arabinoz, fruktoz, glukoz, maltoz, glukonat, riboz
sekerlerini ve, bakterilerin %11-89 oranmin ise iniisilini, galaktozu, laktozu,
raffinozu, siikrozu ve xylozu fermente edebildigi belirtilmistir. Bakteri sekli tek ve
kisa ¢ubuk zincirleri seklinde olabilmekte ve boyutlari 0.7-1x2-4 mm arasinda

degismektedir (Teixeira, 2004).

Lactobacillus brevis, Lactobacillus grubunun ikinci grubuna dahil olarak, L.casei-
Pediococcus grubuna dahil olmaktadir. Bakteri, genel olarak siit, peynir, ¢esitli tahil
gruplari, fermente olmus sebze ve etlerden ve insan ve havyam sindirim sisteminden

izole edilmistir (Teixeira, 2004).

2.2.4.2. Lactobacillus fermentum

Lactobacillus fermentum, laktik asit bakteri grubuna giren gram pozitif, sporsuz,
hareketsiz ve katalaz negatif Ozellikte olan bakteridir. Daha ¢ok fermente olmus
gidalarda ve hayvan sindirim sisteminde bulunabilmekte ve o6zellikle insanlar igin
heterofermentatif 0Ozellik gosteren bakterilerin basinda gelmektedir. Bu grup
bakterileri ayrica endiistriyel fermentasyonda da kullanilmakta, ozellikle siit

tirlinlerinin yapiminda starter kiiltiir olarak da tercih edilmektedir (Dickson,2005).

2.2.4.3. Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum, gram pozitif, sporsuz, hareket edebilen, mezofilik,
mikroaerobik bir bakteri tiiriidiir. 10-15°C’de gelismeleri miimkiin olurken, 45°C’de
gibi  sicakliklarda gelisme  gosterememektedir.  Lactobacillus  plantarum,
Lactobacillus pentosus ve Lactobacillus paraplantarum bakterileri ‘Lactobacillus
plantarum’grubu bakterileri olarak anilmaktadirlar. Bu bakterilerin ayni gruba
girmeleri’nin sebebi 16S rRNA teknig ile ilgili bakteri genlerinin birbirlerine %
99.7-99.9 oraninda benzer olmasidir. Ayn1 zamanda, bu gruba giren bakteriler ayni

fermentasyon yolunu kullanmaktadirlar (Corsetti ve Valmorri, 2011).
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L.plantarum bakteri hiicresinin biyiikliigii 0.9-1.2 x 3-8 mm civarinda olup, hiicre
sekli ise genelde tek, kisa ve ikili zincirler seklinde olmaktadir. Diisiik pH’a kars1
direngli bir bakteri tiirii olup, en iyi sekilde gelisebildigi sicaklik ise 30°C olmaktadir
(Hui Y.H. ve dig., 2004).

L.plantarum, fakiiltatif heterofermentatif bakteri grubuna girmekte olup, Embden—
Meyerhof—Parnas yolunu kullanarak, heksoz sekerinin tamami laktik asite ve diger
maddelere de doniismektedir. Bakteri, L(+) ve D(-) laktik asit cinsinin ikisini de
sentezlemekte ve karbon kaynagi olarak arabinoz, sellibioz, fruktoz, galaktoz,
glukoz, glukonat, maltoz, laktoz, mannitol, mannoz, melibioz, raffinoz, riboz, salisin,

sorbitol, sukroz sekerlerini kullanmaktadir (Corsetti ve Valmorri, 2011).

2.2.4.4. Lactobacillus casei

Lactobacillus casei grubu genel olarak siit ve siit iriinlerinden izole edilmis olup bu
gruba giren bakterilerin 6zellikle Lb. paracasei veya diger bir adi ile Lb.paracasei
subsp. paracasei ve Lb.rhmnosus bakterileri oldugu belirtilmistir. Bu bakteriler,
genel olarak peynirin olgunlagmasi sirasinda starter olmayan Laktik Asit Bakterileri
olarak islev gormekte ve peynirdeki tadin olusumuna katkida bulunmaktadir. Lb.
casei grubundan secilen bazi bakterilerin, peynire eklenerek, istenmeyen
mikroorganizmalarin gelismesinin oniine gegilmek ve peynir kalitesini standart hale
getirmek istenildigi de belirtilmistir. Ayn1 zamanda, bu gruptaki bazi bakterilerin ise
probiotik 6zellik gdstermekte ve bu ozelliklerinden dolayr fonksiyonel peynir veya

stit icecekleri iiretiminde kullanilmaktadir (Minervini, 2011).

Lb. casei grubuna giren bakteriler fenotip ve genotip olarak heterojen 6zellikteki
bakterilerden olusmakta ve cesitli gida maddelerinde bu gruptaki cesitli bakteri
tiirleri goriilmektedir. Lb. casei gram pozitif, hareketsiz, sporsuz ve katalaz negatif
ozelliklerinde olan bir bakteridir. Hiicreleri ¢ubuk seklinde olup 0.7-1.1 X 2-4 um
dolaylarinda olmaktadir (Gobbetti, 2004).

2.2.4.5. Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

Lactobacillus casei grubu, 1989 yilinda yapilan bir g¢alisma neticesinde yeniden
smiflandirilip, bu tiiriin bilylik bir cogunlugu Lb. paracasei subsp. paracasei olarak
smiflandirilmistir. Bakteri, L. casei ve L.casei spp. tolerans bakterileri gibi 0°C’de

gelisme gosterirken, 45°C’de gelisme gosterememekte ve L. rhamnosus
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bakterisinden de farkli olarak, ramnoz sekerini fermente edememektedir. Bakterinin
bazi suslar1 ise laktik asit’in hem L(+) hem de D(-)formunu sentezlemektedir
(Minervini, 2011)

2.2.4.6. Lactobacillus salivarius

Lactobacillus salivarius, iizerinde ¢ok ¢alisilmayan bakteri tiirlerinden biridir. L.
salivarus’un sentezledigi L-laktat, asetat, hidrojen peroksit gibi maddeler dolayist ile

antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Martin ve dig., 2006).

2.2.5. Lactococcus grubu bakteriler

Lactococcus tiiriine ait bakteriler, gram pozitif, sporsuz, hareketsiz ve fakiiltatif
anaerob ve homofermentatif bakterilerdir. Sulu ortamlarda, ikili veya salkim halinde
goriilebilmektedirler. Hiicre sekilleri, oval veya kiire seklinde olup, hiicer boyutlar
0.5-1.2 x 0.5-1.5 um olmaktadir. Bakteriler, 10°C gibi diisiik sicakliklarda gelisme
gosterebilirlerken, 45°C gibi yliksek sicakliklarda ve % 0.5 NaCl iceren oratamlarda
gelisme gosterememektedirler. Bakterinin optimum olarak belirlenen gelisme
sicakligi 30°C dolaylarinda olmakta ve bakteriler katalaz ve oksidaz testlerine karsi
negatif sonuglar vermektedir. Bakteriler, bir¢ok sekeri fermente ederek laktik asitin
L(+) formunu iiretmektedirler. Fermantasyon sirasinda herhangi bir gaz cikisi

goriilmemektedir (Holt ve dig., 1998).

Lactoccocus bakterileri genis Olgilide siit iirlinlerinin eldesinde kullanilan bir bakteri
grubudur. Ozellikle, kesilmis siit ve krema, laktik yaglar, ¢okelek ve lor peyniri gibi
yumusak peynirler ve cacambert, roquerfort gibi sert peynirler bu bakteri tiirtinii

yogun olarak icermektedir (Ward ve dig., 2002).

Lactobaciluus lactis bakterisinin lactis ve cremoris olmak tizere iki adet alt grup susu
da mevcuttur. Lactococcus bakteri grubu diger Laktik Asit Bakterilerinden pH’a, tuz

konsantrasyonuna ve sicaklia toleranslar1 bakimindan ayrilmaktadirlar (Todar, t.y.).

2.2.5.1. Lactococcus lactis

Lactococcus lactis, mezofilik Lactococcus bakteri grubunun bir iiyesi olup,
endiistride ve starter kiiltiir kullaniminin gerektigi yerlerde en cok tercih edilen

bakterilerden biridir. Siit ve siit trlinlerinin fermentasyonu sirasinda, bakterinin
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gorevi, laktozdan laktik asit olusumunun saglanmak ve siit proteinlerinin tat veren

bilesenlere doniisiimiinii saglamaktir (Mills ve dig., 2011).

Lactoccoccus lactis, kiire veya oval seklinde, gram pozitif, katalaz negatif, fakiiltatif
anaerob, hareketsiz ve sporsuz bir bakteri tiirii olup, bakterilerin fermentasyonda
kullanilip kullanilamayacagin1 belirleyen o6zellikler, bakterilerin plazmidlerinde
kodlanmistir (Mills ve dig., 2011). Ayrica, Lactoccoccus lactis bakterisi {i¢ alt tiire
sahip olup, bu tiirler Lactocococcus subsp. cremoris, Lactocococcus subsp. hordniae

ve Lactocococcus subsp. lactis olarak adlandirilmislardir (Holt ve dig., 1998).

2.2.5.2. Lactococcus lactis subsp. lactis

Lactococcus lactis tiiriine ait 6zelliklerin birgogu, Lactococcus lactis subsp. lactis
bakterisi igin de gecerli olmaktadir. Lactococcus lactis subsp. lactis bakterisi
arginini hidrolize edebilen, 40°C gibi yiiksek sicakliklarda ve %4 tuz iceren
ortamlarda canliligin1 koruyabilen bir bakteridir. Buna ek olarak, bakteri laktozu
kullanarak asit iiretmekte fakat mannitol ve raffinoz sekerini kullanamamakta ve

dolayist ile asit iretememektedir (Holt ve dig., 1998).

2.2.5.3. Lactooccus raffinolactis

Lactococcus  raffinolactis, Streptococcus raffinolactis olarak da bilinmektedir.
Bakteri, genel olarak siit ve siit iiriinlerinde dogal olarak mevcut olmakla beraber,
kazeinolitik aktivitelerinin az olmasi nedeni ile ise siit triinlerinin yapiminda
kullanilamamaktadir. Bakteri sekilleri oval olup, ikili veya kisa zincir halinde
bulunurlar. Bakteri hiicreleri 40°C’de ve pH 9.2 veya %4’liik NaCl gibi ortam
kosullarinda ise gelisme gosteremekte ve arginin’i hidrolize edemektedir. Bunun
yaninda, meliboz ve raffinoz gibi galaktoz sekerini fermente etmektedir (Boucher ve
dig., 2003).

2.2.6. Leuconostoc Grubu Bakteriler

Leuconostoc bakterileri fakiiktatif anaerob, gram pozitif olup, kok seklinde ikili veya
zincir seklinde bulunabilmektedirler. Bu gruba giren bakteri tiirleri heterofermentif
olup, son iiriin olarak laktik asit’in D(-) formunu, etanol, asetat ve CO;
olusturmaktadir. Ayrica, bakteri sitrat metabolizmasina sahip oldugu igin,
metabolizma reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan dogal C,4 bilesikleri olan diasetil,

asetoin gibi maddeler 6zellikle siit tirinlerinin iiretimi sirasinda, gida maddesine 6zel
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aroma ve tat kazandirmaktadir. Diger yandan, bu gruptaki bakteriler asetaldehit
tiretimine de sahip oldugu goriilmiistiir. Asetaldehit iiretimi dolayis1 ile Leuconostoc

bakterileri starter kiiltiir olarak da kullanilmaktadir (Tomas ve Bou, t.y.).

Leuconostoc bakterileri dogal olarak siit, tiziim, yesillik, et ve et {irlinleri gibi besin
maddeleri ile beraber baz1 sebzelerde ve sekerde bulundugu saptanmistir. Ayrica, bu
bakteri grubuna giren Laktik Asit Bakterileri, siit ve siit triinlerinin fermente
olmasinda, aromatik bilesikleri olusturma ydniinden 6nemli bir yere sahiptir (Tomas

ve Bou, t.y.)

2.2.6.1. Leuconostoc lactis

Leuconostoc lactis bakterisi Leuconostoc bakteri grubuna giren bakterilerin basinda
olmaktadir. Bakteri sar1 pigmentlere sahip olmamakla beraber, asit iiretmek icin
sukroz, maltoz ve fruktoz sekerini kullanbilmekte buna karsin L-arabinoz sekerini
kullanamamaktadir. Bakteri 4.8 pH degerine sahip olan ve % 10 etanol igeren
ortamlarda gelisme gosterememekte, buna karsin ortam sicakliginin 37°C oldugu

ortamlarda gelisme gdsterebilmektedir (Holt ve dig., 1998).

2.2.6.2. Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides bakterisi de Leuconostoc bakteri grubuna girmekte olup,
Leuconostoc subsp. cremoris, Leuconostoc subsp. dextranicum ve Leuconostoc
subsp. mesentreroides bakterilerinin i¢ine girdigi bir grubun da ismi olmaktadir. Bu
gruptaki Leuconostoc subsp. cremoris bakterisi sar1 pigmentlere sahip degildir. Asit
iretmek i¢in, L-arabinoz, fruktoz, siikroz gibi sekerleri kullanamamakta ve maltoz ve
meliboz sekerinin kullanimi hakkinda ise kesin bir veri bulunmamaktadir. Bakteri
4.8 pH degerine sahip olan, % 10 etanol igeren ve ortam sicakliginin 37°C’de oldugu
durumlarda iken gelisme gosterememektedir. Leuconostoc subsp. dextranicum
bakterisi ise ayni sekilde sar1 pigmentlere sahip degildir. Asit iiretmek icin, L-
arabinoz sekerini kullanamamakta fakat fruktoz, maltoz, meliboz, siikroz gibi
sekerleri kullanabilmektedir. Bakteri 4.8 pH degerine sahip olan, % 10 etanol igeren
ve ortam sicakliginini 37°C’de oldugu durumlarda iken gelisme gosterememektedir.
Ayrica, Bakteri 4.8 pH degerine sahip olan ve % 10 etanol iceren ortamlarda gelisme
gosterememekte, buna karsin ortam sicakliginin 37°C oldugu ortamlarda gelisme
gosterebilmektedir. Grubun en son {iyesi olan Leuconostoc subsp. mesentreroides

bakterisi de ayni sekilde sar1 pigmentlere sahip degildir. Asit iiretmek i¢in, L-
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arabinoz, fruktoz, siikroz, maltoz gibi sekerleri kullanabilmektedir. Ayrica, bakteri
4.8 pH degerine sahip olan ve % 10 etanol igeren ortamlarda gelisme
gosteremezken, ortam sicakliinin 37°C’de oldugu durumlarda ise gelismeleri

belirlenememistir (Holt ve dig., 1998).

2.2.6.3. Leuconostoc citreum

Leuconostoc citreum bakterisi sar1 pigmentlere sahip bir Leuconoctoc grubuna giren
bir bakteri olup, asit iiretmek i¢in, L-arabinoz, fruktoz, siikroz, maltoz gibi sekerleri
kullanabilmekte fakat melioz sekerini kullanamamaktadir. Ayrica, bakteri 4.8 pH
degerine sahip olan ve % 10 etanol igeren ortamlarda gelisme gostermeleri ise

belirlenememistir (Holt ve dig., 1998).

2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Inhibasyon Mekanizmasi

LAB, ¢ok sayida antimikrobiyal maddeler sentezlemektedir. Bir¢cok antimikrobiyal
ajanlarin amaci, mikrobiyal aktivetinin disiiriilmesi veya durdurulmasidir. Gida
endiistrisinde, laktik asit veya laktat’in antimikrobiyal uygulamalar1 genel olarak iki
basamakta gerceklesmektedir. Ilk olarak, kesim tesislerindeki sigir kaskaslar1 gibi
tiriinlerde kontaminasyonu Onlemek icin kullanilmakla beraber, taze veya yari
islenmis gidalarin raf Omriiniin uzatilmasinda da kullanilmaktadir. (Bogaert ve
Naidu, 2000). Bir¢ok inhibisyon mekanizmasi olmasina ragmen, iki ana mekanizma
LAB’nin diger mikroorganizma inhibisyonunu saglamasi i¢in temel olugturmaktadir.
Bunlardan ilki, ortamm pH’in distliriilmesini saglayan laktik asit kapasitesi ve
mikroorganizmanin hiicre duvarindan igeriye girisi saglayamaya yardime1 olan laktik
asitin protonize olmus lipofilik karakteri olmaktadir. Ikinci mekanizma ise, gidalarn

su aktivite dengesinin 6zellikle sodyum laktat tarafindan bozulmasidir (Bogaert ve
Naidu, 2000).

2.3.1. pH etkisi:

Bir¢ok mikroorganizmanin, inorganik asitlere gore organik asitlerin antimikrobiyal
Ozelliklerine kars1 daha hassas olduklar1 ortaya ¢ikmistir. Ortamin pH’ nin diismesi,
birgok mikroorganizmanin inhibe olmasim1 saglamaktadir. Mikroorganizmalarin
inhibisyonu, organik asitlerin hidrofobik karakteristik 6zelligi ile ilgili olmakta ve bu

0zelligin ugucu yag asitleri sebebiyle ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Diflizyon prosesi
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hiicrenin icindeki ve disindaki pH degeri ile 6zmolorite dolayist ile kendiliginden
gerceklesmektedir. Genel olarak, hiicrenin icindeki pH degeri, hiicre disindaki pH
degerinden daha fazla olmaktadir. Asit hiicreye girer girmez ¢oziinmeye baslamakta
ve protonlarin serbest kalmasi dolayisi ile hiicre iginde pH diismektedir. Genellikle,
mikroorganizmalar i¢in optimum bir hiicre i¢i pH degeri bulunmamakla beraber,
asite dayanlikli mikroorganizmalarin hiicre i¢i pH degeri 6.5-7, notr pH’larda
gelisme gosteren bakterilerin hiicre i¢i pH degeri 7.5-8 ve alkali ortama dayankli
bakterilerin ise hiicre i¢i pH degeri 8.4-9 degerleri arasinda oldugu bulunmustur.
Mikroorganizmalar, i¢ pH degerini sabit tutmaya egilimli olmakta ve bu kabiliyet her
bakteriye gore degiskenlik gostermektedir. Fermentatik 6zellik gdsteren bakteriler,
diger bakterilere gore hiicre iginde daha genis bir aralikta gelisme Ozellikleri
bakimindan stabil durumda olmakta ve bu 6zellikleri transmembran tagima olgusu ile
aciklanmaktadir. Ayrica, yapilan calismalar neticesinde bakteri gelisiminin proton
varligindan oldugu gibi anyon varligindan da etkilendigi gdzlemlenmistir. Ornegin,
laktat anyonu, fermentasyon prosesi sonucunda iiretilen propiyonat, sorbat ve asetat
gibi diger anyonlara gore daha farkli bir davranis karakteri gdstermektedir. Fermente

olmayan gidalarda ise pH degeri notr degerine yakindir (Bogaert ve Naidu, 2000).

2.3.2. Su aktivitesi etkisi

Gida {rlinliniin  su aktivitesinin diismesi veya degismesi mikroorganizmalarin
gelismesini sinirlayict bir etkidir. Ozellikle sodyum laktatin su aktivitesini (aw)
diistirme etkisi, esit konsantrasyondaki diger organik asitlere veya sodyum klorite
gore daha fazla oldugu saptanmistir. Yapilan bir ¢alismada sodyum laktatin, su
aktivitesini diisiirme 6zelligi bakimidan sodyum klorit’e gére daha az etkiye sahip
olmasma ragmen, etkisinin esit konsantasyondaki sodyum sitrata gore daha fazla
oldugu belirtilmistir. Bunun yaninda, diger bir ¢alisma grubu yaptiklar1 deneylerle
sodyum laktatin ve sodyum klorit’in su aktivitesi iizerinde ayni etkiye sahip
oldugunu ve su aktivitesi degerinin ise 0.089 ile 0.89 mol/L arasinda degistigini

gostermiglerdir (Bogaert ve Naidu, 2000).

PR

Buna ek olarak, bu iki tuzun gosterdigi etki bakterilerin tiiriine goére degistigi
belirlenmistir.  Ornegin,  Yersinia  enterocolitica, Listeria monocytogens,
Staphylococcus aureus ve Brochotrix thermosphacta bakterilerinin laktata karsi

klorit’ten daha hassas olduklar1 saptanmistir. Ayrica, gram pozitif bakterilerin, gram
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negatiflere gore sodyum laktat uygulamarinda daha direngli oldugu ortaya ¢ikmustir.
Diger ortam kosullar1 ayni zamanda Onemli olup, antimikrobiyal maddenin
etkinligini artirmakta veya azaltabilmektedir. Organoleptik o6zellikler olarak da,
sodyum laktat’in, sodyum klorat’a gore bes kere daha az tuzlu oldugu anlagilmistir

(Bogaert ve Naidu, 2000).

2.3.3. Diger etkiler

Laktik asit gida uygulalamarinda, selatlama amaci ile de kullanilmakta olup,
polifosfat, sitrat ve etilendiamintetraasterik (EDTA) asit maddeleri bu kullanimda
onemli olmaktadir. Ayni sekilde hidroksikarboksilik asit de selatlama amaci ile
kullanilmaktadir. Ayrica, demir selatlama 0Ozelligi olan bu maddelerin, laktat’in
antilisterial etkisinin gelisimine katki sagladig1 ve gida yaglarinin stabilizasyonunu

sagladig1 belirtilmistir (Bogaert ve Naidu, 2000).

Laktik Asit Bakterilerinin {rettigi antimikrobiyal maddeler tarihin en eski
zamanlarindan bu yana Oncelikle gidalarin korunmasi amaci ile kullanilmaktadir.
Once siit’iin korunmasinda kullanilan bu maddeler, fermate olmus sebzelerin

korunmasinda da zaman i¢inde kullanilmistir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004).

Fermentasyon prosesi sonucunda, ilgili sekeri pargalanarak, genis bir aralikta
antimikrobiyal 6zellik gosteren diisikk molekiil agirliginda olan maddelerin sentezi
gerceklesir. Bu molekiillerin en yaygin olarak bilinenleri laktik, asetik ve propiyonik
asittir. Bu asitlerin haricindeki diger antimikrobiyal 6zellik gosteren maddeler, farklt
LAB’leri tarafindan iretilmektedirler. Buna ek olarak, insan mide-bagirsak
sisteminde bazi bakteriler diger bakteriler ile yarisarak, ortamin asitlenmesi veya
diger mikroorganizmaya kars1 iiretilen toksin gibi degisen cevre kosullar1 dolayisi ile
diger mikroorganizmalar1 ile girdikleri yarisi kazanmaktadirlar (Ouwehand ve
Vesterlund, 2004).

2.4. Laktik Asit Bakterilerinin Uretmis Oldugu Antimikrobiyal Maddeler

Laktik Asit Bakterilerin iiretmis oldugu antimikrobiyal 6zellik gosteren maddelerin
basinda organik asitler gelmektedir. Organik asitleri, hidrojen peroksit, karbondioksit

(COy), dieasetil ve diger diisiik molekiil agirlikli maddeler izlemektedir.
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2.4.1. Organik asitler

Heksoz sekerinin fermentasyonu sonucunda, heterofermentatif LAB’leri esit mol
sayida laktik asit, asetik asit ve COj iiretirler. Yapilan deneyler sonucunda zayif
asitlerin antimikrobiyal etkilerinin dogal pH degerine gore daha diisiik pH degerinde
daha etkili oldugu sonucuna ulagilmigtir. Asetik asit en giiglii inhibitor olup, maya,
bakteri ve kiif olmak tizere genis bir alanda mikrobiyal inhibisyon 6zelligine sahiptir.
Bunun yaninda propiyonik asit ise Ozellikle maya ve bakteriler iizerinde giicli
inhibisyon 6zelligine sahiptir. Asetik ve propiyonik asitin antimikrobiyal aktiviteleri
incelendiginde, laktik asit’in aktimikrobiyal aktivitesine gore daha yiiksek bir pKa
ozelligine sahip olduklar1 ve bu degerlerin asetik asit igin 4.87, propiyonik asit igin
4,75 ve laktik asit igin ise 3.08 degerine karsiliktir. Ornegin, pH degerinin 4 oldugu
bir ortamda, laktik asitins sadece %11°1 ayrismamisken asetik asit’in %85’inin ve
propiyonik asitin ise %92’sinin ayrismadig1 saptanmistir. Diger bir degisle, diisiikk pH
degerinde en yiiksek ¢oziinmeyi laktik asit saglamakta, bu sonucu sirasiyla asetik asit
ve daha sonra da propiyonik asit izlemektedir. Buna ek olarak, bir asit karisimina
bakildiginda, asetik asit ve propiyonik asit giiclii bir sekilde ¢éziinmez iken, pH’in
diismesine en basta laktik asitin sebep oldugu ve asil antimikrobiyal ajanin laktik asit
oldugu anlasilmistir.

Ayrica, yapilan bir calismada, asetik ve laktik asit’in birlikte kullanildig: taktirde
Salmonella enterica ser. var. typhimurium patojeninin daha etkili bir sekilde yok
edildigi goézlenmistir. Bu ¢alismada, asitlerin birlikte kullanimin sinerjik etki yarattigi
ve ayrica ortamin pH’inin daha da distirtildiigii taktirde laktik asitin mikroorganizma
hiicresinin gegirgenligini artirarak, diger antimikrobiyal maddelerin etkinligini de
destekledigi ortaya ¢cikmustir (Bogaert ve Naidu, 2000).

Ortamdaki ¢oziinmeyen asitler mikrobiyal inhibisyonu saglamakta ve ¢dziinmeyen
asit molekiillerinin zayif asitlerin toksik formlar1 olmaktadir. Organik asitlerin
¢Oziinmeyen yani dogal olan bu formlar yagda ¢oziiniir oldugu i¢in hiicre zarina
kolayca diffiize olmaktadir. Ayrica, hiicre sitoplazma pH’min nétr seviyesinde
olmasindan dolayr asitler hiicre icine girdikten sonra buarada ¢oziinmeye
baslamaktadirlar. Bazi ¢aligmalar hiicre i¢inin asitlenmesiyle beraber hiicre i¢indeki
pH degerinin degismesini , protonlarin hiicre icine girmesini sebep olarak
gosterirken, diger caligmalar yalnizca protonlarin hiicre i¢ine girmesi degil, ayni

zamanda anyonlarin hiicre icinde birikmesinin de sebeplerden biri oldugunu
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belirtmistir. Anyonlar makromolekiillerin sentez oranini diisiirerek, tiim hiicre
icindeki transport iglevlerini etkilemektedirler. LAB ve diger bakteriler anyon
birikmesini kendi sitoplazma i¢i pH’in diisiirlilerek etkisiz hale getirmektedirler

(Bogaert ve Naidu, 2000).

2.4.1.1. Laktik asit

Laktik asit hayvan, bitki veya mikroorganizma gibi degisik hayat formlarinda
bulunan bir madde olup, karbonhidrat ve amino asit metabolizmasinin bir ara tiriinii
olarak kendisini gostermektedir. Ayn1 zamanda, laktik asit optik izomerlerin oldugu
karisimlarda kendisini degisik oranlarda gostermektedir (Bogaert ve Naidu, 2000).

Laktik asit genel olarak hemen hemen her dokuda mevcut olup, 6zellikle biyolojik
salgilarda miktar olarak fazla derecede bulunmaktadir. Ornegin, kan’da 1.4 umol/ml,
sperm’de 4.1 pmol/ml, iirin’de 0.3 pmol/ml olarak bulunmustur. Insan vucudunda
laktik asit’in L(+) formunun daha baskin oldugu goriilmekle beraber, iirin’de laktik
asit’in D(-) formuna da rastlanmistir (Bogaert ve Naidu, 2000). Laktik asit’in D(-)
formu, karaciger tarafindan metalobize edilmekte olup, laktik asit’in bu yiizden
hepatik yetmezlik yasayan ve ozellikle li¢ yasin altt ¢ocuklara gida olarak
verilmemesi tercih edilmektedir. Biyolojik sistemlerde, laktik asit’in L(+) formu,
purivik asit’in indirgenmesi ile olugsmaktadir. Bu hidrojen transferi NADH bazlh
enzim olan, laktat dehidrogenaz enzimi ile gerceklesmekte ve laktik asit seviyesi
piruvat konsantrasyona gére ve NADH/NAD+ oranina gore degigsmektedir. Ayrica,
laktik asit bilesen konsantrasyonlarinin bazi 6zel dokulara gore degismesinin
yaninda, bir istisna olarak, iskelet kaslarindaki tiim hiicrelerde laktat/piruvat oram
her zaman sabit olmaktadir. Yeteri kadar oksijenin bulundugu ortamlarda, laktat 12
mol, piirivat ise 1 mol olusmakta ve bu oran hep sabit kalmaktadir. Laktat ve piirivat
molekiiliin hidrofobik dogas1 geregi, bu molekiiller hiicre zarmma kolaylikla
girebilmektedir. Hiicre zar1 kandaki bu iki molekiil konsantrasyonu ve NADH/NAD+
redoks dengesi arasinda direk bir iliski kurmaktadir (Bogaert ve Naidu, 2000).
Ortamda eger oksijen varsa, kas hiicrelerine beslenen enerji, adenozin trifosfat (ATP)
yada keratin fosfat gibi enerji bilesiklerini sentezleyen glikozun oksidatif
indirgenmesiyle saglanmaktadir. Eger ortamda gerekli oksijen mevcut degilse veya
fiziksel aktivite gibi ihtiyag olunandan daha fazla miktarda enerji gerektiginde,
gerekli olan enerji glikoliz yolu ile saglanmaktadir. Glikoliz reaksiyonu, kaslardaki

laktik asitin birikmesine sebep olmaktadir. Bununla beraber, fazla asit kan akigina
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diffuz ederek karaciger ve bobrek tarafindan absorbe edilir. Fazla asit, karaciger ve
bobrek tarafindan emildikten sonra, burada glikoz ve glukojen sentezi i¢in kullanilir
ve bu metabolik durum laktik asitin oksidatif indirgenmes sonucunda a¢iga ¢ikan
enerjiyi kullanir (Bogaert ve Naidu, 2000).

1930 yilinda, Meyerhof, kullanilan laktik asit ile okside olan laktik asit oraninin bese
bir oraninda oldugunu bulmustur. Laktik asit, karacigerde veya bobrekte yeniden bir
senteze gidildigi taktirde, glikoz molekiilii kan akisina sirkiile olarak enerjiye veya
laktik asite donilisiimiin saglandigi kas hiicrelerine ulasir. Bu dongiiye, ‘Cori’
dongiisii ad1 verilmektedir. Glukoz ve % 6 oranindaki toplam glukoz hacminin
olusturdugu en az % 40 oranindaki laktik havuzun, ‘Cori’ dongiisii yardimi ile
geridontlisiimii saglanmaktadir. Yapilan calismalara gore, laktik asitin yetiskin bir
erkekteki giinliik geri doniisiim orani1 120-150 g arasinda oldugu belirtilmistir
(Bogaert ve Naidu, 2000).

Laktik asit, bir cok mikroorganizma tarafindan sentezlenmektedir. Ozellikle bazi
grup bakteri tiirleri yiiksek miktarlarlarda laktik asit sentezlemektedirler. Bu grup
bakteriler, Lactobacillus, Sporolactobacillus, Enterococcus, Lactococcus, Bacillus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc ~ ve  Bifidobacteria  olarak
isimlendirilmektedir (Bogaert ve Naidu, 2000).

Laktik asit’in iki izomerlerinin ikisi de Lactobacillus tiirii tarafindan
sentezlenmektedir. Yapilan ¢alismalarda, 6zellikle Lb. maltaromicus, Lb. agilis,
Lb.sharpae, Lb. amylophilus, Lb. murinus bakterilerin sadece laktik asit’in L (+)
formunu sentezledigi ve buna karsilik Lb. delbrueckii, Lb. vitulinus, Lb. coryniformis
bakterilerinin ise laktik asit’in D(-) izomerini sentezledigi gorilmistiir. Diger
yandan, Lb. plantarum ve Lb. helveticus bakterilerinin ise laktik asit’in iki adet
izomerini yani hem L (+) hem de D(-) formunu irettikleri goriilmustiir. pH
derecesinin ve bakteri tiirlerinin yasimin, L(+)/D(-) firetilme oranmi etkiledigi
saptanmisgtir. Bunun yaninda, laktik asit’in sterospesifiklik 6zelligi, piirivat’in laktoza
doniistiiriilmesinde etkin rol oynayan bir veya diger laktat dehidrogenaz enziminin
varligindan etkilenmektedir. Laktat dehidrogenaz enzimi, laktik asitin iki formunu
birlikte tiretiminde kullanilmaktadir. Buna bagli olarak, saf kiiltiirlerde laktik asit’in
L(+) ve D(-) formlarinm1 iiretmek i¢in birbirinden bagimsiz laktat dehidrogenaz
enzimi’ni iireten iki adet gen bulundugu anlasilmaktadir. Fakat, rasemaz ad1 verilen
enzim Clostridium butylicum veya Lactobacillus sake bakterilerinde oldugu gibi bu

iki izomeri diger formlara doniistiirmektedir (Bogaert ve Naidu, 2000).
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Laktik asit iiretiminde kullanilan, fermente edilen substrat genelde heksoz sekeri
olmaktadir. Fakat, dzellikle bifidobakteriyal fermentasyon prosesi oldukga 6zel bir
proses olmakta ve laktik asit sentezi iki farkli yoldan meydana gelebilmektedir. Bu
iki farkli yol homolaktik ve heterolaktik olarak adlandirilmakla beraber, her iki
durumda da sadece laktik asit tiretilmekte veya laktik asit, etanol, carbondioksit veya
asetat gibi diger yan triinlerle beraber tiretilmektedir (Bogaert ve Naidu, 2000). Sekil

2.3’de laktik asit molekiiliinlin yapis1 gdsterilmistir.

Sekil 2.3 : Laktik asit molekiiliiniin yapist (Anonim, 2011a).
2.4.1.2. Laktik asit molekiil 6zellikleri

Laktik asit zayif asitler sinifinda giren bir asit ¢gesidir. Yapisinda bulunan asimetrik
karbon atomuna sahip olmasi nedeni ile L(+) ve D(-) formlar1 olarak adlandirilan
farkli steroisomerlere sahiptir. Art1 ve eksi isaretler, molekiiliin polarize 1siktaki
donme yoniinii temsil etmekle beraber, art1 isaret sag yonii (dextro), eksi isaret ise sol
yonii (levo) gostermektedir. Laktik asit’in steroizomerlerinin uzaydaki goriintisleri L
ve D sembolleriyle ifade edilmesi, iki gliseraldehit izomerleriyle baglantilidir.
Molekiiliin su igermedigi durumlarda, 16.4°C’de ve optik olarak aktif asitlerin,
rasemik karigimin %50 oranmi igerdigi durumlarda, sicakligin 52.7-52.6°C gibi
yiksek derecelere ¢ikildiginda eriyen beyaz Kkati kristal sekline doniistigi
saptanmistir (Bogaert ve Naidu, 2000). Sekil 2.4 ve sekil 2.5°de D-laktik asit

molekiiliinlin yapist gdsterilmistir.

Sekil 2.4 : D-laktik asit molekiiliiniin yapis1 (Anonim, 2011b).
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Sekil 2.5 : L-laktik asit molekiiltiniin yapist (Anonim, 2011c).

Bunun yaninda, optik aktivite, herhangi bir laktik asit molekiilii hem karboksilik hem
de hidroksil gruplarin1 icermektedir. Bu iki grup, ya asit olarak ya da alkol olarak
cesitli reaksiyonlara girebilmektedirler. Bu gruplarin ¢ift yonlii fonksiyonel
ozellikleri, ¢ozelti konsantrasyonunun termodinamik dengesini saglayan bosalan su
ile birlikte, esterlerin molekiiller i¢i formlarmin dogal bir sekilde olusmasini
saglamaktadir (Bogaert ve Naidu, 2000). Bu yogunlasma reaksiyonunun kinetigi
sicakliga, kataliz tiirlerine (Lewis Asitleri) ve ¢ozelti dengesindeki farkliliklara
baglidir. Her esterifikasyon reaksiyonunda oldugu gibi, olusan oligomerlerin
hidrolizleri sonucunda ortaya ¢ikan su, reaksiyonun geri doniisiimlii olmasini
saglamaktadir. Bunun yaninda, laktik asit ¢dzelti konsantrasyonunun ve 1sitma
sirasinda olusan laktik asit oligomerlerleri, atmosferik basing altinda saf iiriiniin
kaynama noktasinin dogru bir sekilde 6l¢iilmesini olanaksiz kilmaktadir (Bogaert ve
Naidu, 2000).

Laktik asit, 25°C’de 3.86 pKa degerine sahiptir. pH degeri arttik¢a, daha fazla asit
molekiilii ¢oziilmeye egilimli oldugu goriiliir. Ayrica, ayn1 pH degerinde farkli
asitlerin pKa degerleri diisiikse, hangi asitin pKa degeri daha diisiikse o ¢ozlinmeye
daha elverisli olmaktadirlar. Asit protinize olmugsa yani c¢oziilmemisse, asitin
antimikrobiyal Ozellik gostermek kabiliyeti daha fazla olmaktadir. (Bogaert ve
Naidu, 2000).

Laktik asit’in tuzlar ¢ok sayida olup, yapilan ¢aligmalar laktik asit’in elliye yakin
metal ve laktat iyonuna sahip yirmiye yakin ¢ift tuzlar1 oldugunu gostermistir.
Ozellikle sodyum ve potasyum laktatlar, genel olarak laktik asit’in hidroksit veya
metalik iyon karbonatinin reaksiyona girmesi ile liretilmektedir. Bu laktatlar, ya kati
toz ya da agirlikga %50 veya %60 olan sulu ¢ozelti olarak goriillmektedirler (Bogaert
ve Naidu, 2000).
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Genel olarak, laktik asit ve laktatlar gida endiistrisinde potansiyel laktik asitin
asitlendirilmesinde, sodyum ve potasyum laktatlarin pH’1n1 dengeleyici olmalarinda,
sodyum laktat tarafindan su aktivitesinin diistiriilmesinde, askorbik asit gibi yaygin
antioksidanlarla beraber kullanilanarak sinerjik etkinin yaratilmasinda ve
antimikrobiyal madde olarak yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Bogaert ve Naidu,
2000).

Gidalarda bulunan laktik asit iceriginin anlasilmasinda, Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) metotlar1 referans alinmaktadir. Ugucu asitlerin gida
orneklerinden ayrismasinda buhar distilasyonu kullanilmaktadir. Asit karigimlarinin
ayrilmasinda ise distilat, silisilik asit kolonlar1 kullanilmasinin yaninda, bilesen
asitler ise kagit veya ince tabaka kromotografisi ile ayrilmaktadir. Gaz
kromotografisi ise asit tlirevlerinin tayini i¢in kullanilmakta ve bilesikler kolonda
kalma zamanina gore tanimlanmaktadir. Bunun yaninda, degisik Yiiksek Basingh
Sivi Kromotografisi (HPLC) metotlari, gidanin asit iceriginin belirlenmesinde
gelistirilmis olup, bu tayin i¢in 6zellikle HPLC’nin iyon dislama kromotografisi ile
birlikte kullanimi1 olduk¢a yaygindir. Buna ek olarak, laktik asit tayininde enzimatik
analiz yontemleri de kullanilmaktadir (Bogaert ve Naidu, 2000).

2.4.1.3. Laktik asit’in iiretimini etkileyen faktorler

Laktik asit tiretimini etkileyen sartlar1 iic ana baslik halinde toplamak miimkiin

olabilmektedir.

1. pH’in Ertkisi: Laktik asit iiretimini etkileyen en 6nemli ve kritik faktér pH
olmaktadir. Laktik Asit’in optimal iiretimi i¢in pH degerinin 5.0-6.0 arasinda
olmasi1 6nem arz etmektedir.

2. Oksijen Varligr: Ozellikle kiif fermentasyonu sirasinda, laktik asit olusumu
icin, aerobik ortam saglanmasi ihtiyaci dolayis1 ile oksijen bu ortamin
hazirlanmasinda 6nemli bir oynamaktadir.

3. Sicaklik: Sicaklik degeri, laktik asit fermentasyonunda 6nemli rol oynayan

diger bir etkendir ( Theron ve Rykers t.y.).

2.4.1.4. Laktik asit’in diger organik asitlerle karsilastirilmasi

Genel olarak, laktik asit’in sorbik, benzoik, probiyonik ve asetik asitten daha az etkili

oldugu diisiiniilmektedir. Laktik asit’in pKa degerine gore, ortamda yiliksek pH
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diistisleri beklenebilirken, biiyilk oranda bakteri gelisimini engelleme etkisi
beklenememektedir. Fakat, verilen pH degerinde, laktik asit diger asitlere gore daha
fazla miktarda iyonize olmaktadir. Yersinia enterocolita tizerinde yapilan bir
calismada, asitlerin ortamin pH degerine gore belirlenen antimikrobiyal etkileri
sirastyla karsilastirilmig ve giiglii etki sirasina gore propiyonik asit, laktik asit, asetik
asit ve en son da sitrik asit olduklar1 belirlenmistir. Bunun yaninda, asitin ¢6ziinen
kismi dolayis1 ile saglanan antimikrobiyal ozelligin ise, laktik asitte en cok,
propiyonik asitte orta derecede ve en az olarak da asetik asit de gorildigi
belirlenmistir. Ayrica, esit mol konsantrasyonundaki antimikrobiyal aktivitenin en
cok sitrik asitte belirlendigi, daha sonra sirasiyla laktik, propiyonik ve astetik asitle
devam ettigi gozlemlenmistir. Yapilan bu caligsma, diger calismalarla desteklenmis
olup, asitler arasinda ¢ok 6nemli bir farkin bulunmadigi, yaratilabilecek farkin ise
konsantrasyon miktarindan olabilecegi belirtilmistir (Bogaert ve Naidu, 2000).

Diger yapilan ¢aligmalarda ise, laktik asit’in diger asitlere gore patojen ve gidalarda
bozulmaya sebep olan bakterilerinm inhibisyonu konusunda daha biiyiik potansiyel
bir etkiye sahip oldugu anlasilmistir. Ayrica, asitlerin beraber kullaniminin sinerjik
etki yarattigi ve daha etkili sonuglarin alindigi diger goézlemlenen konulardan

olmustur (Bogaert ve Naidu, 2000).

2.4.2. Hidrojen peroksit

Ortamdaki oksijen varliginda, LAB’leri flavoprotein yapisinda bulunan NADH
oksidaz, superoksidaz disoksidaz gibi oksidaz enzimleri yardimi ile hidrojen peroksit
(H202) molekiiliinii  sentezleyebilmektedirler. Bu maddelerin yoklugunda ise
LAB’leri hidrojen peroksitin yok etmek amaciyla sentezlemis oldugu katalaz
enzimini iiretememektedir. Diger yapilan caligmalar neticesinde, H,O;’in hiicre
icinde 6nemli dl¢lide birikmedigi gdzlenmis olup, bu birikim azliginin sebebi olarak
da H;07’in peroksidaz, flavoproteins ve pseodokatalaz gibi enzimler yardimiyla
parcalanmasi gosterilmistir. HyO;’in bakterisidal etkisi ise, bakteri hiicresini giiglii
oksitleme ozelligi ile birlikte, hiicre proteinlerinin siilfiir gruplarinin ve hiicre zari
lipitlerinin okside olma &zelligi olarak tanimlanabilir. Bunun yaninda H,0O, oksjen
molekiiliinlin baglanmasini saglayarak, ortam1 anaerobik hale sokmaktadir. Normal
sartlar altinda, laktoperoksidaz’in ve tiyosiyanat’in, H,O, molekiiliiniin

antimikrobiyal etkisini arttirdigi gosterilmistir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004).
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H202’nin en 6nemli antimikrobiyal 6zelligi, hiicre ig¢indeki glikoliz reaksiyonunu
bloklamasidir. H,O,, glikoz molekiiliiniin tasinmasini, hekzokinaz ve gliseraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz enziminin aktivitesini, onlarin siilfidril gruplarin1 baglamasi ile
engellemektedir. Gliseraldehit 3-fosfat enzimi, H,O, igin en Onemli hedef
olmaktadir. Ayrica, H,O,’nin gram pozitif ve 6zellikle LAB {izerinde bakteriostatik
etkisi bulunurken, gram negatif bakterilerin ise kolayca yok olmasini saglamaktadir
(Ouwehand ve Vesterlund, 2004). Sekil 2.6’da hidrojen peroksit molekiiliiniin yapisi

gosterilmistir.

Sekil 2.6 : Hidrojen peroksit molekiiliiniin yapis1 (Anonim, 2011d).
2.4.3. Karbondioksit

Karbondioksit (CO,), heksoz sekerinin heterofermentatif laktik asit fermentasyonu
sirasinda olusan temel bilesiklerden biri olup, fermentasyon sirasinda diger
metabolik reaksiyonlar sonucunda da ortaya g¢ikmaktadir. CO, molekiiliiniin ¢ift
yonlii antimikrobiyal etkisi bulunmaktadir. CO; molekiilii yapisi dolayisiyla
antimikrobiyal Ozellik gosterirken, diger yandan da anaerobik ortam saglayarak
antimikrobiyal ortam olugmasina sebep olmaktadir. Genel olarak CO, molekiiliiniin
etki  mekanizmast tam  olarak  agiklanamamakla  beraber, = enzimatik
dekarboksilasyonun inhibe olabilecegi belirtilmistir. Diger yandan, CO, molekiiliiniin
yag cift katmaninda birikmesi sonucu hiicre zar1 gergirgenliginde bozulma yarattigi
da gozlenmenmigstir. Diisik CO; konsantrasyonu bazi mikroorganizmalarin
gelismesini uyardigi gibi, yiiksek konsantrasyondaki CO, uygulamalari ise

mikroorganizma gelismesini 6nlemektedir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004).

CO; molekiiliiniin bu antimikrobiyal 6zellikleri dolayist ile, gidalarin korunmasinda,
ozellikle modifiye atmosfer paketleme (MAP) sistemlerinin baglica kullanilan
bileseni olarak basi ¢cekmektedir. MAP sisteminde, gram negatif bakterilerin gram
pozitif bakterilere gore daha hassas oldugu da bilinmektedir (Ouwehand ve

Vesterlund, 2004). Sekil 2.7’de karbondioksit molekiiliiniin yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 2.7 : Karbondioksit molekiiliiniin yapis1 (Anonim, 2011e).

2.4.4. Diasetil

Diasetil (2,3-biitandion) ilk kez Niel ve takimi sonucunda tereyagina aroma ve tat
veren bilesik olarak bulunmustur. 1927 tarihinde ise, diasetil molekiiliiniin 6zellikle
Bacillus spp.’ye karsi antimikrobiyal 6zellikte oldugu bulunmustur (Ouwehand ve
Vesterlund, 2004).

Diasetil 6zellikle Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus tiir ve
cinsleri tarafindan sentezlenmekte olup, diger organizmalar tarafindan da
sentezlenmektedir. Heksoz sekerinin metabolize edilmesinden diasetil molekiili
olugsmaktadir. Bunun yaninda sitrat metabolize oldugunda ise ortamda fazla miktarda
diasetil olustugu ve bu metabolizma sonucundaki sirtat olusumu piirivat yardimi ile
olmaktadir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004). Diasetil’in en etkili oldugu pH degeri 7
olup, bu maddenin antimikrobiyal 6zelligi, glikoz, asetat ve Tween 80 varliginda
engellenmektedir. Diasetil, gram negatif bakterilerin, mayalarin ve kiiflerin
gelisiminin 6nlenmesinde, gram pozitif bakterilere gore daha etkili oldugu oldugu
yapilan ¢aligsmalarda gosterilmekle beraber, molekiiliin gram negatif bakterilerilerin
protein yapilarindaki arginin aminoasiti ile reaksiyona girerek, bu aminoasitin
kullanimina engel oldugu belirtilmistir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004). Sekil

2.8’de diasetil molekiiliiniin yapis1 gosterilmistir.

Sekil 2.8 : Diasetil molekiiliiniin yapis1 (Anonim, 2011f).

2.4.5. Diisiik molekiil agirhkh antimikrobiyal maddeler

Laktik Asit Bakterilerinin diisiik molekiil agirliginda ve antimikrobiyal o6zellik

gosteren maddeler de sentezledigini gosteren bircok c¢alisma mevcuttur. Diisiik
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molekiil agirlikli bu antimikrobiyal 6zellikte olan molekiillerin ayn1 zamanda diisiik
pH degerlerinde ve genis bir aralikta aktif ve 1siya dayanikli olma, asetonda

¢Oziinebilme gibi ortak 6zelliklere sahiptirler (Ouwehand ve Vesterlund, 2004).

2.4.5.1. Reuterin

Lactobacillus reuteri, insan ve bir¢cok hayvan sindirim sisteminde, dogal olarak
mevcut olan bir bakteri tiiriidiir. Bakterinin, glukoz ve gliserol veya gliseraldehit
karigimlariin oldugu anaerobik bir ortamda, diisiik molekiil agirlikli antimikrobiyal
Ozellik gosteren reuterin adli maddeyi sentezledigi goriilmiistiir. Bakterinin log faz
evresinde ise glikoz metabolizmasinin digiiriici giicii  sayesinde, reuterin
tiretilememektedir. Buna karsilik, hiicreler sabit faz evresine girdigi zaman, reuterin
birikmeye baslamaktadir. Eger hedeflenen hiicrelerle iletisim halinde olunmaya izin
verilirse, Lb. reuteri bakterisi, reuterin {iretmek i¢in uyarilmis demektir. Sulu
¢ozeltilerde reuterin maddesi li¢ formda bulunabildigi belirtilmis ve bu formlarin
baslica monomerik, sulu monomerik ve kiigiikk uzayan siklik dimerik oldugu
bulunmustur. Belirtilen formlardan hangisinin daha etkili veya form kombinasyonun
yapilmasinin etki degeri ise heniiz bilinememektedir. Diger bakteri tiirleri aym
metabolik yol yardimi ile gliserolii farkli sekilde kullanmalarina ragmen, reuterin
molekiiliiniin birikmesi ve disa salimmi ayni Lactobacillus reuteri bakterisinin

spesifik 6zelligindeki gibi olmaktadir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004).

Reuterin kullanimi sirasinda reuterin maddesinin ¢ok genis bir aralikta etki eden
antimikrobiyal madde oldugu saptanmis olup, antibakteriyal, antifungal,
antiprotozoal ve antiviral aktivite Ozelliklerine de sahip oldugu anlasilmistir.
Maddenin, aynm gliitaraldehit molekiilii gibi biyolojik dokularda ¢apraz baglama
yaptig1 belirlenmis olsa da, hi¢bir ¢alisma heniiz reuterin maddesinin insan
hiicresinde negatif bir etkide bulundugu saptamamistir (Ouwehand ve Vesterlund,

2004).

L. reuteri bakterisi gibi Laktik Asit Bakterileri de reuterin maddesine kars1 hassasiyet
gosteren mikroorganizmalar olup, diger mikroorganizmalarla karsilagtirildiginda ise
bu maddeye karst daha direngli olduklar1 gézlemlenmistir. Reuterin maddesinin bu
genis araliktaki antimikrobiyal 6zelliginin sebebi olarak ise kendi etki mekanizmasi
olarak agiklanmakte ve siilthidril enzimlerine yonelik hareket ettigi diisiiniilmektedir.

Ayrica, riboniikleiotit rediiktaz’in alt birimlerinin bir inhibatorii olarak, DNA
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sentezini engellemektedir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004). Sekil 2.9°da reuterin

molekiiliinlin yapis1 gosterilmistir.

Sekil 2.9 : Reuterin molekiiliiniin yapis1 (Anonim, 2011g).
2.4.5.2. Reuterisiklin

Lactobacillus reuter bakteri tiiriiniin diisiik molekiil agirlikli reuterin antimikrobiyal
maddesinden baska diger diisilk molekiil agirlikli antimikrobiyal 6zellik gosteren
reutersiklin maddesini de sentezlemektedir. Reutersiklin maddesi 349 Da molekiil
agirhiginda, negatif yiikli ve yiiksek oranda hidrofobik bir maddedir. Kiiltiir
ortaminda bulunan yag asitlerinin bu maddenin sentezini ve kiiltiir siipernatanti ile
tiretici hiicrenin arasindaki dagilimini etkiledigi belirlenmistir. Tween 80, reutersiklin
maddesinin daha fazla sentezlenmesini uyarmakta ve ozellikle kiiltiir slipernatantin
icindeki reutersiklin konsantrasyonunun biiylik oranda artmasini saglamaktadir.
Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (%2) ve diisiik pH degerinde (4.5) maddenin
inhibitor aktivitesi onemli dl¢iide artmaktadir. Gram negatif bakteriler i¢in, minimal
inhibisyon konsantrasyonu yaklasik olarak 0.05-1 mg/l bulunmus olup, gram negatif
bakterilerin ve mayalarin ise herhangi bir hassasiyetinin olmadig: belirlenmistir (100
mg/l). Reutersiklin, hedef hiicrelerin hiicre zarinda por olusturmazlar fakat bir proton
iyonofor olarak calisirlar. Hidrofobik 6zelliklerinden dolayi, sitoplazmik hiicre zarim
bolerler ve pH farkindan dolay1 hiicre zarini1 parcalarlar (Ouwehand ve Vesterlund,

2004). Sekil 2.10°da reuterisiklin molekiiliiniin yapist gosterilmistir.

Sekil 2.10 : Reuterisiklin molekiiliiniin yapis1 (Anonim, 2011h).

2.4.5.3. Piroglutamik asit

Piroglutamik asit ya da diger bir ad1 ile PCA, baglica Lactobacillus casei ssp casei,

L.casei ssp. Pseudoplantarum ve Streptococcus brevis tarafindan sentezlenen bir
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maddedir. Sekil..’de piroglutamik asit’in kimyasal yapist gosterilmistir (Ouwehand

ve Vesterlund, 2004). Sekil 2.11°de piroglutamik asit molekiiliiniin yapist

.
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o

Sekil 2.11 : Piroglutamik asit molekiiliiniin yapisi (Ouwehand ve Vesterlund, 2004).

gosterilmistir.

PCA maddesinin molekiiller agirligi 129,11 g/mol olup, molekiil formiilii ise
CsH;NOj olarak litaretiirde yerini almaktadir (Anonim, 2011i). Molekiil, 121°C’de
20 dakika stiresi boyunca 1s1l stabiliteye sahip olup, aktivitesini pH 2.5’in iizerine
cikinca kaybetmektedir. PCA’nin bu 6zellikler hedef hiicreden hiicereye gore de
degiskenlik gostermektedir. PCA, ayni1 konsantrasyonlar altinda laktik asit’ten daha
giiclii antimikrobiyal etkiye sahip olmasma ragmen, molekiiliin antimikrobiyal
metabolizmast diger organik asitlerin mekanizmasina benzerlik gdstermektedir

(Ouwehand ve Vesterlund, 2004).

PCA, meyve, sebze ve yesilliklerde bulunmaktadir. Yapilan c¢alismalar, PCA’nin
ozellikle Bacillus subtilus, Enterobacter cloacae, Pseudomonas putida ve
Pseudomonas fluorescens bakterileri {izerine etkisinin oldugu saptanmistir
(Ouwehand ve Vesterlund, 2004).

2.4.5.4. Bakteriyosinler:

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen ve diger
bakterilerinin gelismesini Onleyen bilesiklerdir. Bu bilesikleri bu zamana kadar her
bakteri tiiriiniin sentezledigi bulunmus olmakla beraber yalnizca bazi bakteri tiirleri
genis bir aralikta incelenebilmistir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004). Bakteriyosinler,
antibiyotik Ozelliklerine benzer olmakla beraber bazi temel kritik noktalarda
antibiyotiklerden  ayrilmaktadirlar. Bu  kritik  basliklarin,  bakteriosinlerin
ribozomlardan sentezlenmesi, konak¢i hiicrenin bakteriyosinlerden etkilenmemesi,
bakteriyosinlerin aktivite Ozelliklerinin antibiyotiklerden farkli olmasi ve dar bir
spektrumda inhibe etkilerinin olmasi olarak gruplandirilabilinir. Bakteriyosinlerin
dar alanda etki mekanizmasinin olmasi, onlarin sadece kendilerini iireten bakteriler

tizerine lizerinde inhibisyon etkilerinin oldugu anlamina gelmektedir.
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Gram pozitif bakterilerce sentezlenen bakteriyosinlerin herhangi bir membran aktif
bilesen uygulamasi olmadan gram negatif bakteriler lizerine etki etmesine yonelik
herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu ylizden, bakteriosinlerin gida
uygulamalarindaki kullanimlar1 kisitlanmistir. Fakat bu o6zelligin avantaj olarak
kullanildig1 bazi alanlar da mevcuttur. Ornegin, bakteriyosinler, sindirim sistemine
fayda saglayan mikroorganizmalara zarar vermeden, spesifik patojenlere karst hedef
ilag olarak kullanilabilinir. Bunun yaninda, bakteriyosinler antibiyotiklerin yaygin
kullanimina bir smirlandirma getirebilecegi ve bodylece antibiotiklere karsi olusan
direncin ertelenebilecegi de diisiiniilmektedir. Ozellikle antibiyotik direnci
hakkindaki endigeler ve tiiketicilerin artik kimyasal koruyucularin potansiyel saglik
risklerine karst daha duyarli olmalari, bakteriyosinlere karsi olan ilginin artmasina
yol agmustir. Bakteriosinler dogal olarak sentezlenmekte oldugu i¢in, tiiketiciler i¢in
kolayca kullanum kabulii gorebilecegi diistiniilmektedir (Ouwehand ve Vesterlund,
2004). Belirtildigi gibi bakteriyosinler Laktik Asit Bakterileri tarafindan
sentezlenmekte olup, ii¢ ana siifa ayrilabilirler. Ik grup, lantibiotikler olarak, ikinci
grup kiiciik 1s1 stabilitesine sahip peptitler olarak ve {iglincii grup ise biiyiik 1siya

kars1 kararsiz proteinler olarak adlandirilmaktadir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004).

Ik gruptaki bakteriyosinlerin molekiil agirhigi SkDa’dan kiigiik olup, ilgili
bakteriyosinler kiigiik peptit sinifina girmektedir. Bu gruptaki bakteriosinler, dogada
normal olarak bulunmayan lantiyonin, beta-metil 1 antiyonin ve ¢ok sayida dehidrat
amino asit gibi amino asit tiirlerini igermektedirler. Ikinci grup bakteriyosinler de
kiiciik peptit gruplart olup, molekiil agirligi 10 kDa dolaylarindadir. Genel olarak bu
grup 1s1 stabilitiye sahip olmaktadir. Ayni1 zamanda, bu grup membran aktif
olmamakta ve lantiyonin aminoasidini igermeyen peptitler olarak da
adlandirilmaktadir. Bu gruptaki bakteriyosinlerin en belirgin 6zellikleri, inhibisyon
ozelliklerinin oldukca dar bir alanda olmasidir. Ayrica, bu grup bakteriyosinlerin
hedef hiicre zarindaki reseptor molekiiliine etki edip etmedigi en 6nemli belirsizlik
konusudur. Ugiincii grup bakteriyosinler, diger iki gruba gore kismen daha biiyiik
kalip, molekiil agirliklar1 30 kDa’dan biiylik olmaktadir. Bu grubun, hemolisin ve
muramidaz gibi hiicre dis1 enzimlere sahip olduklar1 ve bu enzimlerin de
bakteriosinlerin  fizyolojik aktivitelerine benzer bir aktivite goOsterdikleri
diistiniilmektedir. Ayrica, bu gruptaki bakteriyosinlerin sadece Lactobacillus

tirlerinin  lyeleri tarafindan sentezlendigi belirtilmistir. Dordiinci  grup
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bakteriyosinler yag ve karbonhidrat kisimlarinin kullanildigi kompleks yapilar olarak
adlandirilmakta fakat heniiz genel olarak kabul edilmemektedir. Birinci ve ikinci
sinifa giren bakteriyosinler, yiiksek miktarda bulunmalar1 ve ticari uygulamalarda
kullanimlar1  dolayis1 ile bakteriyosin grubunun ana bilesikleri olarak
sayllmaktadirlar. Bakteriyosinler hakkindaki bilgiler glinlimiizde artmasina ragmen,
kendi kendini koruma yada bagisiklik ve hedef hiicre spesifikliginin molekiiler
temeli gibi konular hala tam anlamiyla agiklik kazanamamistir (Ouwehand ve

Vesterlund, 2004).

2.5. Laktik Asit Bakterilerinin Gida Patojenleri Uzerine Etkileri

Gidalarin patojen bakteriler tarafindan infekte edilmesi Onlemek igin, gecmis
yillardan bu yana kullanilan baglica metotlar 1s1l islem uygulamalar1 ve gida katki
maddelerinin kullanimi olmaktadir. Bu metotlarin yaninda, giliniimiizde gidalarin

dogal yollarla korunmas1 6nem kazanmaktadir (Tas ve Erkinkaya, 2008).

Laktik Asit Bakterileri, GRAS statiisinde bulunmaktadir. LAB’nin GRAS
statiisiinde yani giivenli mikroorganizma sinifinda sayilmalarinin baslica sebepleri,
patojenik bakterilere karsi antagonist etki gostermeleri, hedef gida tiriiniiniin fiziksel,
kimyasal ve sensorik Ozelliklerine ¢ok hasar vermemeleri, konak¢i hiicrede
gelisebilmeleriyle birlikte konakg¢i hiicrede yasamlarini siirdiirebilme yeteneklerinin
olmalar1 ve diislik derecelerde bile patojen bakterilerle birlikte gidalarda bozulmaya

yol acan bakteriler ilizerindeki etkilerini kaybetmemeleri olarak belirtilmistir (Tas ve

Erkinkaya, 2008).

Ayrica, LAB’nin baslica iiretmis oldugu metabolitler olan laktik veya asetik gibi
organik asitler, hidrojen peroksit, diasetil, antimikrobiyal enzimler, bakteriyosinler,
reuterin, laktoperoksidaz ve diasetil gibi maddeler antagonistik etki yatattiklari igin,
gidalarda patojen bakterilerin dnlenmesinde, gidalarin raf dmriiniin uzatilmasinda ve

diger mikrobiyal yiikiin azaltilmasinda kullanilmaktadir (Sakaridis ve dig., 2011).

Son yillarda iizerinde en ¢ok calisilan patojenlerden birisi de Escherichia coli
O157:H7 (E.coli) olmaktadir. Patojenin, gida mikroorganizmalari arasinda en tehlike
patojen bakteri sinifina girmesinin sebebi, 1982 yilinda yilinda ayn1 zincire bagh fast
food restoranlarinda satilan hamburger etlerinin tiiketilmesi sonucunda ortaya ¢ikan

iki biiyiik ishal salginidir. Buna ek olarak, E.coli patojen bakterisi bu salginin sebebi
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olarak belirlenen yeteri kadar pismemis etlerde bulunabilecegi gibi, pastorize
edilmemis siit ve siit iriinlerinde ve elma suyu gibi meyve sularinda da

rastlanmaktadir (Tas ve Erkinkaya, 2008).

Yapilan bir ¢alismada, E. coli O157:H7 iizerine LAB’nin inhibisyon etKkileri
arastirilmistir. LAB’nin antibakteriyel etkilerini belirlemek i¢in iki farkli metot
kullanilmistir. Metotlardan ilki olan, kuyu diflizyon yontemi ile kullanilan biitiin
LAB’lerinin E. coli O157:H7 iizerine antibakteriyel etki gosterdigi bulunmus olup,
bu patojen lizerinde en etkili suslarinin ise 11 mm’yi bulan zon ¢api ile L. casei ve L.
acidophilus oldugu belirlenmistir. Ikinci yéntem olan kiiltiirel sayim y&nteminde ise,
elde edilen siipernatant patojen bakteriye inokiile edilip 24 saat inkiibasyon
sonucunda canlt hiicre sayisinda azalma goriilmiistiir. Patojen bakterileriye LAB’nin
siipernatantlarinin inokiilasyonu sonucunda patojen sayisinda en fazla azalmanin
meydana geldigi stipernatanta sahip olan bakterilerin L. rhamnosus, L. casei ve L.
acidophilus suslar1 oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak, kullanilan tim LAB’nin E.
coli O157:H7 iizerine antibakteriyel etki gostermis oldugu ve bu antimikrobiyal
etkinin pH’ nin azalmasi, substrat rekabeti, bakteriyosinler gibi birgok faktdre bagh

olabildigi anlasilmistir (Tas ve Erkinkaya, 2008).

Yapilan diger bir ¢calismada, vakum altinda paketlenerek derin dondurucuda saklanan
etlerin kalitesini, gida gilivenligini ve raf Omriinii arttirmak i¢in, patojenlerden olan
Listeria monocytogenes inhibisyonunda LAB kullanilmistir. 181 adet izole edilen
LAB’nin 75 izolati dondurulmus etlerden, geriye kalan 106 izolat ise biiyiikbas
hayvanin mide-iskembe bolgesi ile yesilliklerden izole edilmis ve DNA teknikleri
kullanilarak taninmalar1 saglanmistir. Listeria monoctogenes ise ilgili etten izole
edilmistir.  Yapilan deney sonucunda gore, etlerin 1sil isleme maruz kalma
siiresinden 8 saat sonra L.sakei 2 susunun iiretmis oldugu siipernant’larin L.
monocytogenes’i en yiiksek oranda inhibe ettigi ortaya ¢cikmistir (Jonesa ve dig.,
2008).

Yapilan diger bir ¢aligmada ise, liyofilize kiiltiirlerden ve kiiltiir koleksiyonlarindan
temin edilen LAB’den olan Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis tek
basina, L. lactis subsp. biovar. lactis diacetylactis ve Candida kefyr 23 birlikte, L.
lactis subsp. lactis tek basmna ve L. lactis subsp. lactis ve C. kefyr yine birlikte
kullanilarak, E. coli 3339 ve S. enteritidis 949575 patojenleri {izerindeki inhibisyon

etkisine bakilmistir. Patojenler, gida zehirlenmesi salginina yol agan ilgili {irlinden
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izole edilmis ve kullanilan LAB’den Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis tek sus halinde veya Candida kefyr 23 ile birlikte, L. lactis subsp. lactis
Lc261 yine tek sus halinde veya C. kefyr 23 ile birlikte kullanilmistir. LAB ve
patojenler, sterilize edilmis yagsiz siit’e asilanmis ve strerilize yagsiz siit 6rnegine
once secilen LAB suslar1 inokiile edilerek, gelismeleri saglanmistir (Mufandaedza ve

dig., 2006).

Daha sonraki asamalardaki ¢alismalar, L. lactis subsp. biovar. lactis diacetylactis
susunun tek basina ve L. lactis subsp. lactis Lc261 susu ile C. Kefyr 23 susunun
birlikte kullanilmasi ile patojenlerin sayisinda biiyiikk bir diisiis in oldugunu
kaydetmislerdir. Buna ek olarak, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis susunun
E.coli inhibisyonu igin olduk¢a 6nemli oldugu vurgulanmigtir. Bunun aksine, E.coli
patojeninin L. lactis subsp. lactis Lc261 bakterisinin inhibe edici 6zelliginden ¢ok
etkilenmedigi goriilmistiir. Ayrica, S. enteritidis 949575 patojen bakterisi, E.coli
bakterisine gore LAB’nin sebep oldugu inhibisyon agisindan daha hassas oldugu
bulunmustur. Seg¢ilen LAB’nin , patojen inhibisyonundaki etkisinin pH degerini

diisiirmelerinden oldugu anlasilmistir (Mufandaedza ve dig., 2006).

Yapilan diger bir ¢aligmada ise, 635 adet LAB ile ¢alisilmis ve aralarindan segilen 2
adet bakteri susu’nun segilerek, L. monocytogenes ve S. enteritidis {izerindeki
antimikrobiyal etkilerinin anlasilmasi i¢in tavuk eti yiizeyine inokiile edilmislerdir.
Segilen suslar, E. faecium PCD71 ve L. fermentum ACA-DC17suslar1 olup, bu iki
tirtin L. monocytogenes ve S. enteritidis patojenleri {izerinde yiiksek derecede
inhibisyon etkisine sahip oldugu anlasilmistir. LAB’nin bu inhibisyon etkisinin,
bakterilerin iretmis oldugu asitlerden ve ayni zamanda iiretmis oldugu
bakteriyosinlerden kaynaklandigi sonucuna varilmistir. Diger yandan, bu iki LAB
tiriiniin  tavuga inokiilasyonu sonucunda, tavugun dokusunda ve tadinda herhangi

bir bozulma olmadigi da gbzlemlenmistir (Maragkoudakis ve dig., 2009).

Diger bir ¢alisma ise segilen Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum and
Carnobacterium piscicola LAB tek veya grup halinde olarak soguk ve dumanlanmig
somon baligina inkiile edilerek, yine baliga inokiilasyonu sonucu 30 giinde vakum
altinda gelisen Listeria innocua patojeni tizerindeki antimikrobiyal etki incelenmistir.
Inokiile edilen Listeria innocua patojeni balikta gelisme gostermis ve eklenen tiim

LAB’nin bakteriyostatit ve bakterisidal etki gdsterererek Listeria innocua patojeni
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lizerinde inhibisyon etkisine sahip oldugu anlasilmistir. LAB’nin eklenmesinin

gidaya negatif yonde bir etkide bulunmadig1 da belirlenen diger bir sonug¢ olmustur.

Inokiile edilen LAB’nin etki mekanizmasini anlamak i¢in, baligin depolanma islemi
sonunda yapilan testlerden faydalanilmistir. Bu testlere gore, Lactobacillus casei
bakterisinin 6 log cfu/g olarak inokiile edildigi zaman Dbakteriyostatik etki
gosterirken, 8 log cfu/g sayisinda eklendiginde ise bakterisidal etki gosterdigi ve
Listeria innocua patojeninin 3.3 log cfu/g oraninda azaldigi belirlenmistir. Bunun
yaninda, Lactobacillus plantarum ve C. piscicola bakterilerinin tek sus olarak ve 6
log cfu/g oraninda baliga inokiile edildiginde ise, Listeria innocua patojeninin
sayisinda sirast ile 2.8 ve 2.7 log cfu/g oraninda azalma goriilmiistiir. Ayrica, 6 log
cfu/g oranininda Lactobacillus casei ve Lactobacillus plantarum suslar1 beraber
kullanildiginda, Listeria innocua patojeninin inhibisyonunda daha etkili sonuglar
elde edildigi ve patojenin 3.2 log cfu/g kadar diistiigii goriilmiistiir. Buna ek olarak
Lactobacillus casei ve C. piscicola bakterilerinin birlikte kullanimmin C. piscicola
bakterisinin tek basina kullanimina gore daha az antimikrobiyal etkiye sahip oldugu

da anlasilan diger sonuglardan olmustur (Vescovo ve dig., 2006).

Deniz firiinleri iizerinde yapilan diger bir ¢alismada ise, probiyotik ozellik de
gosteren 3 adet LAB susu secilmistir. Bu suslar, Lactococcus lactis subsp. lactis
CLFP100, Lactococcus lactis subsp. cremoris CLFP102 ve Lactobacillus curvatus
CLFP150 suslar1 olmustur. Deniz {irlinlerinde siklikla rastlanan patojenlerden olan F.
psychrophilum ve R. salmoninarum bakterilerinin ise segilen LAB tarafindan tiretilen
maddeler ile herhangi bir inhibisyona ugramadigi belirlenmistir. Buna karsin, balik
patojenleri olan A. salmonicida subsp. salmonicida ve Y. rukeri bakterileri LAB
tarafindan inhibe edilmistir. Ayrica, sadece Lactococcus lactis subsp.cremoris
susunun Lc. garvieae iizerine inhibe edici etkiye sahip oldugu da diger bir sonugtur

(Balca’zar ve dig., 2997).

Diger bir ¢alismada ise, siitte bulunan patojenler lizerine LAB’lerin iiretmis oldugu
bakteriyosinler ile reuterin maddesinin kombinasyonun nasil bir etkiye sahip oldugu
aragtirtlmistir. Calismada, Listeria monocytogenes iizerinde en giiglii etkiyi reuterin,
nisin, laktisin 481 ve enterosin AS-48 maddelerinin birlikte kullaniminin yarattig
goriilmiistiir. Nisin maddesinin ise sadece Staphylococcus aureus tizerinde etkili
oldugu belirlenmekle beraber, reuterin maddesinin ise Escherichia coli O157:H7,

Salmonella enterica, Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila ve
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Campylobacter jejuni {izerinde yaratmis oldugu bakterisidal aktivitesinin diger
bakteriosinlerin eklenmesiyle artmadigi saptanmistir. Tim patojenlerin inaktive
oldugu diisiik sicaklik derecelerinde bile varliklarini siirdiirebilen L. monocytogenes
ve Staphylococcus aureus patojenleri iizerinde nisin ve reuterin’nin birlikte
kullanildigi zaman, bu patojenlerin inhibisyonunun saglandigi goriilmiistiir. Sonug
olarak, ozellikle bu iki bakteriyosinin birlikte kullanilmasi siit ve siit {irlinlerinin
saklama veya liretimi sirasinda goriilen patojen bakterilerin inhibisyonunda énemli

bir yere sahip olabilecegi belirtilmistir (Arqués ve dig., 2011).

Diger bir caligmada ise, tavuk karkasi oOrneklerinden izole edilen psikotrofik
ozellikteki LAB’nin Salmonelle spp. ve Listeria monocytogenes patojenleri iizerine
olan etkileri incelenmistir. Gram pozitif, katalaz negatif veya oksidaz negatif testleri
ile birlikte, psikotrofik 6zelliklerin de test edilmesi i¢in uygulanan testler ile API
kitleri ile, antimikrobiyal 6zellik gosteren LAB belirlenmistir. Testler sonucunda,
belirlenen LAB’nin Lactobacillus salivarius, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
johnsonii, Pediococcus acidilactici ve Lactobacillus paralimentarius bakterileri

oldugu anlasilmistir (Sakaridis ve dig., 2011).

2.5.1. Laktik asit bakterilerinin iirettigi laktik asit siipernatant’inin

Staphylococcus aureus iizerindeki inhibisyon etkisi

Son yillarda Staphylococcus aureus patojeni ile Laktik Asit Bakterileri arasindaki
iligkiyi anlamak ve LAB’nin hem S. aureus hem de onlarin iiretmis oldugu
enterotoksin tizerindeki inhibisyon etkisini incelemek i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmistir
(Charlier ve dig., 2009).

Staphylococcus tiiri bakterilerin hiicreleri kiire seklinde olup, boyutlar1 0.5-1.5 pm
arasindadir. Hiicreleri tekli, ikili veya c¢oklu sekle buluanbilmektedir. Bakteriler,
gram pozitif, hareketsiz ve sporsuzdur. Ayrica, bu gruptaki bakteriler fakiiltatif
anaerob ozellikte olup, koloniler genelde opak ve beyaz veya krem renginde, bazen
ise sar1 renkte bulunmaktadir. Bakteriler, genel olarak katalaz pozitif ve oksidaz
negatif ozellikte olup, nitrat genel olarak nitrite doniismektedir. Hiicreler %10 NaCl
iceren ortamda gelisme gosterebilirken, optimum gelisme sicakliklari ise 30-37°C
olarak belirlenmistir. Genel olarak, Staphylococcus kolonileri gida tiriinlerinden, toz

ve sulardan izole edilebilmektedir. Bu gruptaki bazi bakteriler, insan ve hayvanlar
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icin patojen Ozellik gostermekte olup, hiicre disi toksin iiretebilmektedirler (Holt ve

dig., 1998).

Staphylococcus tiirii bakterilerinden olan Staphyloccous aureus bakterisi bu grubun
en Oenmli bakterilerinin basinda gelmektedir. Bakterinin Staphylococcus aureus
subsp. anaerobius ve Staphylococcus aureus subsp.aureus olmak tizere iki adet alt
tiri mevcuttur (Holt ve dig., 1998). Staphylococcus aureus bakterisi 6zellikle insan
ve hayvanlar i¢in patojen olma 6zelliklerinden ve liretmis oldugu enteretoksin sebeb
ile 6nem arz etmekte, gida mikrobiolojisinde Staphyloccous bakteri tiirii denilince
akla Staphyloccous aureus bakterisi bu sebep ile gelmektedir. Yapilan ¢aligmalar, S.
aureus bakterisinin her suslarinin enteretoksin iiretmedigi, sadece koagulaz negatif
suslarinin enteretoksin trettigi belirtmistir. Bu bakteriler yiiksek 1s1l islemlere
oldukga hassas olmakla beraber, 6zellikle gida ekipmanlarinda, S. aureus bakterisine
veya lretmis olduklar1 enterotoksinlerine rastlanmasi, yeteri kadar sanitasyonun
yapilmadigiin kanit1 olmaktadir. Buna ek olarak, S. aureus sigir ve domuz etleri, siit
ve krema, peynir gibi siit lrlinlerinde bulunabilmektedir (Staphyloccous aureus,
2011j).

Fermente iiriinlerle yapilan caligmalarda, asit gesitlerinin S. aureus patojeninin
inhibisyonu {izerine ayni etkiyi gostermedikleri ve asit etkisinin asitten aside
degisebildigi  gozlenmistir. Ozellikle siit ile yapilan ¢aligmalarda, siitiin
fermentasyonu sirasinda, LAB’nin iiretmis oldugu basta laktik asit’in ve diger asetik
asit gibi asitlerin pH degerini 4.4-4.5 degerlerine diisiirmesi ile S. aureus patojeninin
tamamen yok olmasini sagladigi anlagilmistir. Ayni sekilde, siitiin asitlendirilmesi
sonucunda 4.6 pH degerine diisen ortamda %99 oraninda biyokiitle azaliminin
oldugu anlagilmigtir. Bununla beraber, ayn1 etki Ph degerinin asetik asit uygulanmasi
ile 5’e diismesi, sitrik asit ile 4.5e, fosforik asit ile 4.1’e ve hidroklorik asit ile de 4
degerine diismesi ayni inhibisyon etkiyi yaratmigtir. Genel olarak, organik asitlerin
sagladig1 inhibe edici etki asitlerin ¢oziinmeyen kisimlart ile ilgili olmakta ve ilgili
asit sitoplazmik hiicre zarmma diffuze olmaktadir. Sitoplazmadaki pH degeri
arttiginda, asit ¢oziinerek, ortama protonlarini birakir. Bu sebeple, pK degeri 4.8 ve
4.9 olan asetik ve propiyonik asitin, laktik asit’den daha fazla inhibe edici 6zellige
sahip oldugu belirtilmistir (Charlier ve dig., 2009).

S. aureus patojeninin gen profiline bakildiginda, bakterinin sahip oldgu bazi genlerin

pH degerinin 7.5 ile 5.5 arasindaki degerlerden etkilendigi ortaya ¢ikmistir. Buna ek
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olarak, S. aureus patojen bakterisinin inhibe edilmesinin baslica nedeninin
fermentasyon sonucunda LAB’nin sebep oldugu ortamin asitlendirilmisidir. Diger bir
deyisle, nekadar fazla ortamin asitlendirilmesine sebep olan LAB varsa, okadar fazla

S. aureus patojeninin inhibe olma durumu olusmaktadir (Charlier ve dig., 2009).

Yapilan bir calismada, hayvanlarin sindirim borusundan izole edilen LAB’nin ve S.
aureus patojeninin sosis gida iriiniine inokiile edilerek, 20°C ve 35°C gibi iki farkli
fermentasyon sicakliginda gelismeleri ve LAB’nin S. aureus’un gelismesi ve iirettigi
enterotoksinlerin tizerindeki etkisi incelenmistir. Baslangi¢ inokiilasyon degerleri S.
aureus igin 10* cfu/g, Lactobacillus tiirleri igin ise 10" cfu/g olmustur. Yapilan
¢alisma sonunda, segilen 3 adet Lactobacillus suslarindan olan L. rhamnosus FERM
P-15120 ve L. paracasei subsp. paracasei FERM P-15121 suslarmin her iki
fermentasyon sicakliginda da S. aureus’un gelisimini ve S. aureus ‘un tiretmis oldugu
enteretoksinlerin olugmasini 6nledigi gézlemlenmistir. Buna karsilik, L. acidophilus
FERM P-15119 susunun ise S. aureus’un gelismesini ve enteretoksin olusumunu
onleyemedigi belirtilmistir. Ayrica, S. aureus ve iretmis oldugu enteretoksinlerin
inhibisyonuna neden olan bu iki bakteri susunun et iriinlerinin fermentasyonunda
kullanilan ticari L. sake bakterisinin gergeklestirmis oldugu fermentasyon zamani,
asit tiretimi ve S. aureus patojenini yok etme gibi 6zelliklerinin aynisina sahip oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar ile et iriinlerindeki mikrobiyal kontrol L. rhamnosus
FERM P-15120 ve L. paracasei subsp. paracasei FERM P-15121 ile saglanabildigi
ve bakterilerin starter kiiltiir olarak da kullanilabilecegi anlagilmistir (Sameshimaa ve
dig., 1998).

Diger yapilan bir ¢aligmada ise keci siitiinden izole edilen 64 LAB’nin S. aureus
lizerindeki inhibisyon etkisine bakilmistir. Izole edilen LAB’nin ¢ogu Lactobacillus
grubuna girmekte olup, 64 susun 11 tanesinin S. aureus patojenine karsi inhibisyon
Ozellik gosterdigi saptanmistir.  Bu suslar genel olarak Lb. rhamnosus, Lb.
plantarum, Lb. casei, Lb. paracasei subsp. paracasei, Lb. acidophilus, Lb.
delbrueckii subsp lactis, Lb. fermentum, Lactobacillus paraplantarum and
Lactobacillus sakei subsp. sakei olup, yiiriitiilen deney ¢aligmalarinin sonucunda bu
suslardan olan Lb. plantarum, Lb. paracasei subsp. paracasei ve Lb. rhamnosus
bakterilerinin 'S. aureus fizerinde giiglii inhibisyon etkisine sahip oldugunu
gostermistir. Buna ek olarak, 24 saat sonunda Lb. plantarum bakterisinin S. aureus

patojen sayisint 1.6 log diigiirdiigii ve 72 saat sonunda ise S. aureus bakterisinin
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ortamda bulunmadigi bulunan diger bir sonuctur. Lb. plantarum bakterisinin S.
aureus izerindeki giiglii inhibisyon etkisinin bakteriyosin benzeri maddelerden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Buna ek olarak, 24 saatte en yiiksek asit iiretme
kapasitesine gore siralama yapildiginda Lb. plantarum yine ilk sirada olup, bakteriyi
Lb. rhamnosus ve Lb. paracasei subsp. paracasei bakterileri izledigi anlagilmistir.
Ayrica, Lb. plantarum ve S. aureus’un birlikte bulundugu ortamda, laktik asit’in
yiiksek miktarlarda tretildigi goriilirken, Lb. rhamnosus ile Lb. paracasei subsp.
paracasei bakterilerinin laktik asit iiretim Kkapasiteleri diismiistiir. Ayrica, Lb.
plantarum supernanat’larinin etkisine bakildiginda, ilk 6 saatteki ilk dilusyonlardaki
S. aureus patojeninin 6liim orant %90 olmakla beraber, patojenin 24 saatteki 6liim
orani ise %95 ile %92 arasinda degistigi gozlemlenmistir. Buna ek olarak, daha
yiiksek dilusyonlarda ise 6. saatteki S. aureus oliim orani %50 olup, 24. saatin

sonunda ise bu oran % 4 ile % 4.9 oranina diismiistiir (Anas ve dig., 2008).

Buna ek olarak, ¢ig siitten yapilmis peynirden izole edilen LAB’den olan 4 sus
Lactococcus garviea, 3 sus Lactococcus lactis subsp. lactis ve 1 sus E. Feacalis
bakterilerinin, ¢ig siitten izole edilen S. aureus SA1S5 susu {izerindeki inhibisyon
etkisi incelenmistir. izole edilen S. aureus SA15 ve LAB suslari, mikofiltrelerden
gecirilmis siite ve tamponlanmis TS ortamina inokiile edilmistir. Mikrofiltrelerden
gecirilmis siitte yapilan deney sonucunda, S. aureus SA15 susunun, L. garvieae
bakterisi tarafindan 0. saatte yok edilemedigi fakat 6. saat sonunda ise 6nemli dlglide
inhibe edildigi gézlenmistir. Bunun yaninda, S. aureus SA15 susunun L. garvieae
tarafindan inhibe edilmesi i¢in bakteri sayisinin minimum 1.2 log olmas1 gerektigi
belirlenmistir. Ayrica, L. lactis ve E. Faecalis bakterisinin tiim suslarinin 3. saatten
24. saate kadar olan zaman diliminde S. aureus SA15 susunun gelismesini durdugu
gozlemlenmistir. Genel olarak, Lactoccous ve Enterococcus tiirlerinin siit ortaminda
6. saatten sonra, tamponlanmis ortamda ise 24. saatin sonunda S. aureus SA15
susunu gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi ortaya ¢ikmistir. Ayrica, LAB’nin arasinda S.
aureus SAIS5 susu ilizerinde en giiglii inhibisyon etkisini L. garvieae bakterisinin
sagladigi belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismada, LAB’nin S. aureus SA1S5 iizerindeki
inhibe edici etkinin bakteriyosin ve benzeri maddelerden kaynaklandig1

diistiniilmiistiir (Alomara ve dig., 2008).

Diger bir ¢alismada ise 75 adet Lactococcus lactis tiirlerinin siit ortaminda S. aureus

tizerindeki inhibisyon etkisine bakilmistir. Lactococcus lactis suslar1 36 adet L. lactis
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subsp. lactis susu (%48), 19 adet L. lactis subsp. lactis biovar.diacetylactis susu
(%25)ve 20 adet L. lactis subsp. cremoris (%27) susu secilmis olup, ayrica 2 adet S.
aureus susu kullanilmistir. Yapilan calismada Lactococcus bakterilerin ¢ogunun
giiclii antogonist etkiye sahip oldugu anlasilmistir. Genel olarak, asitlenmenin S.
aureus tizerinde gliglii inhibe etkisinin bulundugu bilinse de, yapilan c¢aligmada
asitlenmenin ilk 24 icinde S. aureus tizerindeki inhibisyonda bir etkisin olmadigi
sonucuna ulasilmistir. Bu etkinin de sebebi olarak, Lactoccocus lactis bakterilerinin
giiclii antagonist etkiye sahip olmalar1 gosterilmistir. Buna ek olarak, antagonist etki
sonucunda, ¢ig siitten yapilan yumusak peynirlerde oldugu gibi diisiik asitlenme
orani S. aureus patojeninin inhibisyonunda daha etkili oldugu sonucuna ulasilmistir
(Charlier ve dig., 2008).

Diger bir ¢alismada ise starter yarig¢il LAB’nin ve S. aureus bakterisinin gelismeleri
ve inhibisyon etkilerinin incelenmesi i¢in yine siit ortaminda ¢alisilmistir. LAB ve S.
aureus bakterileri steril siit ortamina ekimleri yapilmis ve LAB’nin S. aureus
patojenini inhibe etme Ozellikleri belirlenmistir. Ayrica, L. monocytogenes
inhibisyonu i¢in gelistirilen model, S. aureus patojeni i¢in ayrica gelistirilmis ve
model 12°C’den 25°C’ye kadar olan sicaklik araliklarinda kullanilmigtir. Bu sicaklik
araliklarinda, LAB’nin S. aureus patojeninin inhibe etme 6zelliginin, patojenin lag
fazina ve baslangic biiyiime oranina 6nemli Olgiide bir etkisinin bulunmadig
sonucuna ulasilmistir. Ayrica, LAB’nin S. aureus patojeni lizerinde inhibisyon
etkisine sahip olmasi i¢in, LAB’ nin kritik bir yogunluga ulagmalarinin gerekli oldugu

diger bir gézlemlenen sonu¢ olmustur (Le Marc ve dig., 2009).
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3. METARYAL VE METOT

3.1 Metaryal
3.1.1 Laktik asit’in L(+) ve D(-) cins ve miktarlarinin belirlenmesinde

kullanilan materyaller

Laktik asit’in L(+) ve D(-) izomerlerinin cins ve miktarlarinin belirlenmesinde
kullanilan Laktik Asit Bakteri suslari, Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostos
tiirleri’ne aittir. Kullanilan bakteri suslari, daha oOnce bozadan izole edilip,

dondurucuda saklanan liyofilize saf kiiltiirler olmustur.

Cizelge 3.1’de Laktik asit’in L(+) ve D(-) cins ve miktarlarinin belirlenmesinde
kullanilan Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostoc suslari tiiriine ait suslar

gosterilmistir.

Cizelge 3.1: Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostoc suslari.

Sus No Sus Adi

B2 Lactobacillus fermentum

C3 Lactobacillus fermentum

B23 Lactobacillus paracasei

D29 Lactobacillus para.sub.paracasei
ES8 Lactobacillus para.sub.paracasei
F30 Lactobacillus plantarum

E32 Lactobacillus brevis

C19 Lactobacillus carpophilus

Al5 Lactobacillus delb.sub.delb

C55 Lactobacillus salivarius

F39 Lactococcus raffinolactis

B49 Lactococcus raffinolactis

E55 Leuconostoc lactis

B56 Leuconostoc citreum

A3l Leuconostoc mesenteroides

L-laktik asit ve D-laktik asit cins ve miktarlarinin belirlenmesinde ise D/L Laktik

Asit kiti kullanilmistir.
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3.1.2 Laktik asit bakterilerinden elde edilen laktik asit siipernatantinin
Staphylococcus aureus iizerine etkisinin belirlenmesinde kullanilan

materyaller

Laktik asit’in Staphylococcus aureus fizerindeki etkisine bakmak igin, Onceki
deneyle ayni sekilde olmak iizere, daha 6nce bozadan izole edilen ve dondurucuda
saklanan liyofilize Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostos laktik asit bakteri
suslart kullamilmustir. Cizelge 3.2’de Staphylococcus aureus patojeninin inhibe
edilmesinde kullanilan Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconoctoc tiirlerinin
kullanilan susglar1 gosterilmistir.

Cizelge 3.2 : Staphylococcus aureus inaktivasyonunda kullanilan
Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconoctoc suslari.

Sus No Sus Adi
D41 Lactobacillus plantarum
F30 Lactobacillus plantarum
B10 Lactobacillus fermentum
E32 Lactobacillus brevis
B23 Lactobacillus paracasei
ES8 Lactobacillus paracasei spp. paracasei
C19 Lactobacillus carpophilus
C55 Lactobacillus salivarius
F29 Lactococcus raffinolactis
B49 Lactococcus raffinolactis
F39 Lactococcus raffinolactis
E57 Lactococcus lactis
F45 Leuconostoc lactis
A47 Lactococcus lactis spp. lactis
E55 Leuconostoc lactis
A40 Leuconostoc lactis
A3l Leuconostoc mesenteroides
B56 Leuconostoc citreum

3.2. Metot

3.2.1 Laktik asit bakterilerinden laktik asit siipernatant eldesi

Daha oOnce yapilan calismalar sonucunda bozadan elde edilen ve donduruca
muhafaza edilen liyofilize Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconoctoc saf kiiltiirleri
once laktik asit bakterileri icin genel besi yeri olarak kullanilan MRS Broth’a
aliarak, 30°C’de 48 saat siire ile inkibasyona birakilmis ve bu sekilde gelismeleri
saglanmistir. Gelismeleri saglanan bakteriler daha sonra 6ze yardimi ile buradan

yattk MRS agar’a alinmis ve yine gelismeleri i¢cin 30°C’de 48 saat inkiibasyona
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birakilmigtir. Yatik MRS agar’da ¢ogalan bakteriler yine 6ze yardimi ile hazirlanan
10 ml fizyolojik tuz igeren tiiplere alinarak bu sekilde konsantrasyonlarinin
belirlenmistir. Bakteri konsantasyonlarinin 105 10® olmasi istendigi i¢in 3MF
kullanilmistir.  Fizyolojik tuz igerisinde bu sekilde konsantrasyonlar1 belirlenen
bakteriler, yeniden gelismesi i¢in MRS Broth’a inokiile edilerek 30°C’de 48’de

inkiibasyona birakilmigtir.

Istenilen konsantrasyonda gelisen bakterilerin MRS Broth’da iiretmis oldugu laktik
asit’i elde etmek i¢in saf haldeki supernatant’a ihtiyag duyulmustur. Saf bir
supernatant eldesi icin bakteri siispansyonu gesitli islemlerden gegirilmistir. Ilk
olarak, bakterilerin ve diger sentezlenmesi muhtemel yliksek molekiil agirlikli
bilesiklerin ¢okmesi i¢in, MRS Broth-bakteri siispansiyonu 3000 rpm’de 10 dakika
santrifuj islemine tabi tutulmustur. Bu islemden sonra, molekiil agirlig1 yiiksek olup
dibe ¢oken molekiiller ayrilmis, ist faz ise diger bir tiiplere alinmistir. Diger tiiplere
alinan supernatant, icerisinde yine bulunmasi muhtemel olan protein yapisindaki
bilesiklerin molekiil yapisinin bozulup, dibe ¢okmesi icin 80°C’de 20 dakika su
banyosunda tutulmustur. Bu islemden sonra dibe ¢oken bakteriyosin gibi protein
bazli bilesiklerin ayrimi ve kaldigt muhtemel diger yliksek molekiil agirlikli
bilesiklerin ayrim i¢in, siispansyon yeniden santrifuj edilmistir. Santrifuj islemi 4000
rpm’de 15 dakika kadar siirdiiriilmiistiir. Coken molekiiller yeniden ayrilmis, daha iyi
ayrimin saglanmasi igin kagit filtrelerden gecirilmis ve iist faz laktik asit

izomerlerinin cins ve miktar tayini i¢in hazir hale gelmistir.

Diger yandan, bakterilerin iiretmis oldugu laktik asit’in Staphylococcus aureus
tizerindeki etkisinin incelenmesi icin, elde edilmis olan saf supernanant, 121°C’de
otoklav edilmistir. Uygulanan bu sterilazyonun amaci, supernatant icerisinde hicbir
mikroorganizmanin kalmadigindan emin olunmak istenmesidir. Bu islemden sonra,
supernatant, icerisinde ¢oken bilesiklerin veya 6lii canlilarin bulunmasi ihtimaline

kars1 0.2 mm’lik steril kagit filtrelerden gegirilmistir.

3.2.2. Laktik asit L(+) ve D(-) izomerlerinin belirlenmesi

Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostos bakterilerinin sentezledigi laktik asit’in
L(+) veya D(-) izomerler cinsi ve miktari’nin belirlenmesi i¢in D/L laktik asit kitleri

kullanilmistir. Kitlerin ¢alisma prensibi UV metoduna dayanmakta ve absorbans
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Ol¢iimii sonucundan hesaplanan degerler ile D ve L laktik asit konsantrasyonlar

belirlenmistir.

D-laktik asit D-laktat dehidrogenaz (D-LDH) enzimi yardimi ile priivat, NADH ve
hidrojen atomuna doniismektedir. Aymi sekilde, L-laktik asit de, L-dehidrogenaz
enzimi yardimi ile priivar, NADH ve hidrojen atomuna donlismektedir. Daha sonra,
priivat ve L-glutamat, GPT varliginda, L-alanine ve 2-oksogluterat’a doniismektedir
(D-Lactic Acid/L-Lactic Acid, t.y).

D-LDH
D-laktat+ NAD'™" «—— Piirivat+ NADH+ H"

+ L-LDH e +
L-laktat+ NAD"® «—— Piirivat+t NADH+ H
Piirivat + L-glutamat GPT L-alanine + 2-Oksogluterat

Kullanilan kitler 7 ayr siselerdeki sollisyonlar1 icermektedir. Bu soliisyonlar, deney
sirasinda sirastyla kullanilmistir. 6 ve 7 numaral soliisyonlar, deneylerin ylizde kag
olasilik ile dogru sonuca ulasildiginin anlagilmasi i¢in kontrol amagli kullanilan
soliisyonlardir (D-Lactic Acid/L-Lactic Acid, t.y). Cizelge 3.3’te D/L kitinin i¢erdigi

7 soliisyonun herbirinin bilesimini gostermektedir.

Cizelge 3.3 : Siselerdeki soliisyon bilesimleri.

Sise ve Soliisyon Aktif Maddeler
1. Sise Soliisyonu Glisilglisin tampon, 440 mg L-glutamic asit
2. Sige Soliisyonu 210 mg NAD, Liyofilizat
3. Sise Soliisyonu 0.7 ml glutamat-piirivat transaminaz siispansiyonu
4. Sise Soliisyonu 0.7 ml D-laktat dehidrogenaz soliisyonu
5. Sise Soliisyonu 0.7 ml L-laktat dehidrogenaz soliisyonu
6. Sige Soliisyonu D-laktat deney kontrol soliisyonu
7. Sise Soliisyonu L-laktat deney kontrol soliisyonu

Deney, ornek ve blank iizerinden yiiriitilmis, spektrofotometre kullanilarak
spektrofotometrik olglim yapilmistir. Deneyin temel prensibi, reaksiyonlar sonucu
olusan NADH miktariin 6l¢lilmesine dayanmaktadir. NADH miktar1 ayn1 zamanda
ortamda olusan D(-) ve L(+) laktik asit miktarlarin1 gostermektedir. Olusan laktik
asit izomerlerinin tayini i¢in 334, 340 veya 365 nm’de Ol¢lim yapilabilmektedir.
Yapilan tez calismasinda Ol¢iimler 340 nm’de yapilmistir. Spektrofotometrik

Ol¢iimde, blank ve diger ornekler igin disposel kiivetler tercih edilmis olup, kit
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icersindeki soliisyonlar deneyde sirasiyla kullanilmistir. Laktik asit siipernatant

ornekleri deneye baslamadan 6nce 1/20 oraninda seyreltilmistir.

Deneye ilk 6nce 1. Siseden alinan 1.000 ml soliisyonun, blank ve ilgili 6rnek icin
igerisine konulmasi kararlastirilan bos kiivetlerin igine aktarilmasiyla baglanmstir.
Daha sonra, 2. sisedeki soliisyondan 0.200 ml alinip, yine ayni kiivetlerin icerisine
konulmustur. Hemen ardindan, 3. sisedeki soliisyondan 0.020 ml alinmis ve yeniden
bu kiivetlerin igerisine aktarilmistir. Bu islemden sonra, ilgili bakteri
siipernatant’larindan 0.100 ml alinmis ve kendilerine ait olan kiivetlere aktarimi
yapilmistir. Blank i¢in hazirlanan kiivete ise bu asamada hi¢birsey eklenmemistir.
Siipernatant’larin kiivetlere ekleme isleminden sonra, blank icin hazirlanan kiivetin
icine 1.000 ml, ilgili bakterilere ait olan kiivetlerin i¢ine ise 0.900 ml distile su
konulmustur. Distile su eklendikten sonra, kiivetler karistirilip, karisimdaki
maddelerin reaksiyona girmeleri i¢in 5 dakika beklenmistir. 5. dakikadan sonra,
orneklerin absorbanslarlart Ol¢iilmiis ve bu degerler A; degerleri olarak
kaydedilmistir. A; degerinin Olc¢lilmesinden sonra 4. Sisede bulunan soliisyondan
0.020 ml alinarak, blank ve ornekleri iceren kiivetlere eklenmis ve sonrasinda 30
dakika beklenilmistir. Bu beklemeden sonra ayni sekilde blank ve Orneklerin
absorbans degerleri Olclilmiis ve degeler A, degerleri olarak not edilmistir. Aj
degerlerinin bulunmasindan sonra, son olarak tiim kiivetlere 5. sisenin icermis
oldugu soliisyondan 0.020 ml eklenmis ve yeniden 30 dakika kadar beklenilmistir.
Bu beklemenin sonucundaki absorbans dl¢iimii degerleri Az olarak kaydedilmistir.
Absorbans Ol¢timleri iki defa yapilmis olup, D(-) ve L (+) laktik asit cinsi ve
miktarini belirlemek i¢in yapilan bu deney tamamlanmistir (D-Lactic Acid/L-Lactic
Acid, t.y).

Deney sonucunda elde edilen laktik asit D(-) ve L (+) cinslerini belirlenmesi i¢in bazi
esitlikler kullanilmistir. Deneylerde bulunan absorbans degerlerinden, Ap- Aj
absorbans farkinin sayisal degeri AAp.jaiik asit Olarak, As- A, absorbans farkinin
sayisal degeri ise AApL.jakik asit olarak, D(-) ve L (+) laktik asit cinslerinin
konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin 1ilgili esitliklerde kullanilmigtir (D-Lactic

Acid/L-Lactic Acid, t.y).

B VxM,
exdxvx1000

c xAA [g/1]
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¢ = Konsantrasyon

V = Son hacim (ml)

v = Ornek Hacmi (ml)

M, = Deneydeki maddenin molekiil agirlig1 (g/mol)

d = Isik yolu (cm)

€ = NADH i¢in katsay1 degeri ( 340 nm igin, 6.3 1x mmol ™ x Cm'l)

F = Seyreltme oran1 olarak belirtilmistir (D-Lactic Acid/L-Lactic Acid, t.y).
Gerekli sadelestirmeler yapildiginda,

D-Laktik Asit miktarini belirlenmesi i¢in kullanilan esitlik,

- 22X an= 2218 AA [ D-Laktik/1 ek cozelti
¢ ex1.00x0100x1000 W AT T XAAlg D-Laktk/l omek ¢ozelu ]

L-Laktik Asit miktarini belirlenmesi i¢in kullanilan esitlik ise ,

B 2.260 x 90.1 Ly 2036
© T ex1.00x0100x 1000 07

x AA [ (g L-Laktik (1 6rnek ¢ozelti)]
olarak belirlenmistir (D-Lactic Acid/L-Lactic Acid, t.y).

3.2.3. Laktik asit siipernatantinin Staphylococcus aureus iizerine olan etKkisi

Mueller Hinton (MH) Broth igerisinde +4’de saklanan Staphylococcus aureus
patojen bakterileri, oncelikle 1/10 distile su ile seyreltilmis MH Broth’a ekimleri
yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu islem sonucunda 24 saatlik

taze kiltlir elde edilmesi amaglanmustir.

Deneyde kullanmak iizere hazirlanan 24 saatlik taze Staphylococcus aureus
kiiltiirlerinin konstrasyonunu 10%- 10° olarak ayarlamak icin 3MF kullanilmistir.
Konsantrasyonu ayarlanan taze kiiltiirden 20pl, taze hazirlanmig MH Broth’tan 90
ul ve daha once filtreden gegcirilip steril halde hazirlanmis olan supernatant’lardan da
90 ul almarak, ELISA mikro kuyucuklarma inokiile edilmistir. Inokiile edilen bu
soliisyonlar, 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve 3 saatte bir ODggp degerinde

absorbans Ol¢timii yapilmistir (Portella ve dig., 2009).
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Deneyde, kontrol amacli olarak kontrol soliisyonu adi verilen soliisyon
hazirlanmistir. Bu soliisyon, 20ul Staphylococcus aureus taze kiiltiir, 90 pl taze
hazirlanmis MH Broth ve %20 oraninda distile su ile seyreltilmis 90 pl taze
hazirlanmis MRS Broth igermektedir. Ayni sekilde, kontrol soliisyonu da ELISA
mikrokuyucuklarina inokiile edilmis, 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir ve 3
saatte bir ODggo degerinde absorbans dl¢limii yapilmistir. Kontrol soliisyonun amaci

referans degeri saglamaktadir.

3 saatte bir Olgiilen degerler ile laktik asit bakterilerinin liretmis oldugu laktik asit’in
Staphylococcus aureus iizerindeki inhibisyonun yilizde degeri su formiile gore

hesaplanmustir.

. . OD Artist (kontrol)- OD Artist (6rnek)
Inhibasyon Yiizdesi (%)= x 100

OD Artis1 (kontrol)

OD Control: Kontrol’daki optik yogunlugun artmasi

OD Ornek: Ornek’teki optik yogunlugun artmasi (Portella ve dig., 2009).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostos Tiirleri’nin Uretmis Oldugu
Laktik Asit’in D (-) ve L(-) izomerlerinin Cins ve Miktarlari

Cizelge 4.1’de Lactobacillus tiirii LAB’nin {iretmis oldugu laktik asit’in cins ve

miktarlar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.1 : Lactobacillus tiirii LAB’nin iiretmis oldugu laktik asit’in cins ve

miktarlari.
SusNo A On Ay Ay Ot Ay | ArAr (Mo Korzaigtuﬁn(gll) A O Ag | Ar Ay (Mot LLakIIkAsﬂ(;I()msamrasyonu

Blrk 0136 | 0137 | 0437 | 0437 [ 0136 | 0,136 | 0000 | 0014 092 | 0144 | 0143 ] 0143 |-11.856] 10861 76,663
B2 Lactobacillus fermentum 10368 | 0370 ) 0369 | 0827 | 0863 | 0845 | 0476 | 0462 291 1292 ) 1307 ) 1299 ) 1299 | 129 8,367
C3 Lactobacillus fermentum 2| 0365 | 0366 ] 0366 | 0859 | 0853 | 0856 | 0490 | 0476 3051 1377 | 1318 | 1377 | 1317 | 131 8810
B23 Lactabacillus paracasei 30352 | 0351 | 0351 | 1564 | 1570 | 1567 | 1216 | 1202 76% 20001 219 ) 2150 | 2150 | 2146 13,865
D29 Lactobacillus parasubparacasei | 4 | 0362 | 0363 | 0362 | 0891 | 0897 | 08%4 | 0532 | 0518 3307 1410 | 1417 ) 1413 ) 1413 | 1408 9,103
E8 Lactobacillus para.sub.paracasei 5 | 033 | 033 | 033 | 1144 | L1151 | 1148 | 0812 | 07% 5112 1657 | 1650 | 1653 | 1653 | 1649 10,655
F30 Lactobacillus plantarum 6 | 0357 | 0360 | 0358 | 1192 | 1202 | 1197 | 0839 | 082 5283 169 | 1705 | 1701 | 1700 | 16% 10,960
E32 Lactobacillus brevis 7| 0352 [ 0353033 |06 0916 | 0916 | 0564 | 0550 350 1400 | 1416 | 1408 | 1408 | 1403 9,068
C19 Lactobacillus carpophilus § | 0363 | 0364 0363 | 1053 | 1056 | 1054 | 0691 | 0677 433% 1600 | 1625 | 1622 | 1622 | 1618 10,455
IAL5 Lactobacillus delorueckii ub.delh.| 9| 0,366 | 0,367 | 0366 | 1479 | 1505 | 149 | 1126 | 1112 114 1740 | 1764 | 1752 | 1752 | 747 1129
055 Lactobacillus salivarius 10 0360 | 0362 | 0361 | 1293 | 1303 | 1298 | 0837 | 093 5913 169 | 1704 ] 1700 ] 1700 | 16% 10,97

D/L kitleri ile yapilan deney sonuglarina gore, ¢alismada kullanilan boza kaynakli
Lactobacillus bakteri suslarindan B2 Lactobacillus fermentum bakterisinin 2,96g/1,
C3 Lactobacillus fermentum bakterisinin 3,05 g/l, B23 Lactobacillus paracasei
bakterisinin 7,69 g/l, D29 Lactobacillus paracasei spp. paracasei bakterisinin 3,31
o/l, E8 Lactobacillus paracasei spp. paracasei bakterisinin 5,11 g/l, F30
Lactobacillus plantarum bakterisinin 5, 28 g/l, E32 Lactobacillus brevis bakterisinin
3,52 g/l, C19 Lactobacillus carpophilus bakterisinin 4,33 g/l, Al5 Lactobacillus
delbrueckii spp. delbrueckii bakterisinin 7,12 g/l, C55 Lactobacillus salivarius
bakterisinin 5,91 g/ml miktarda D(-)-laktik asit izomerini sentezledigi ortaya
cikmistir.

Bunun yaninda, ayni bakteri suslar1 olan B2 Lactobacillus fermentum bakterisinin
2,90g/l, C3 Lactobacillus fermentum bakterisinin 3,33 g/l, B23 Lactobacillus
paracasei bakterisinin 3,73 g/l, D29 Lactobacillus paracasei spp. paracasei
bakterisinin 3,32 g/l, E8 Lactobacillus paracasei spp. paracasei bakterisinin 3,23 g/l,
F30 Lactobacillus plantarum bakterisinin 3,22 g/l, E32 Lactobacillus brevis
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bakterisinin 3,14 g/l, C19 Lactobacillus carpophilus bakterisinin 3,64 g/l, A15
Lactobacillus delbrueckii spp. delbrueckii bakterisinin 1, 64 g/l, C55 Lactobacillus
salivarius bakterisinin 2,56 g/ml miktarda L(+)-laktik asit izomerini sentezledigi
belirlenmistir. Cizelge 4.2°de Lactococcus tiirii LAB’nin liretmis oldugu laktik asit’in

cins ve miktarlart gosterilmistir.

Cizelge 4.2 : Lactococcus tiirii LAB’nin iiretmis oldugu laktik asit’in cins ve

miktarlar1.
D-Laktk Ast L-Lakk Asit Korsantrasyonu
SsNo| A |OLA A Ot Ay [ A A (Mo Konsanmasyoru (g)]| A | Ot A | Ao Ay [ M o
Blark 0136 | 0437 | 0437 | 0137 | 013 | 0,436 | 0000 | -0014 Q002 | 0144 | 0143 ] 0143 | 0143 | 0139 089
739 Lactococeus raffinolactis 100372 0373 | 0372 | 0901 | 0901 | 001 | 0529 | 0515 330 1036 | 1447 | 1402 | 140 | 1437 987
BA9 Lactococcus raffinolactis 12]0365 | 034|034 | 132 | 1320 | 132 | 0%7 | 0993 6,107 1836 | 1867 | 1861 | 1861 | 1857 11999

Yapilan ¢alismada, diger kullanilan tiir olan boza kaynakli Lactococcus bakteri
suslarindan F39 Lactococcus rafinolactis bakterisinin 3,49 g/l ve B49 Lactococcus
rafinolactis bakterisinin ise 3,45 g/l /ml miktarda miktarda L(+)-laktik asit izomerini
sentezledigi bulunmustur. Cizelge 4.3’te Leuconostoc tiirii LAB’nin iiretmis oldugu

laktik asit’in cins ve miktarlar1 gésterilmistir.

Cizelge 4.3 : Leuconostoc tiirii LAB’nin {iretmis oldugu laktik asit’in cins ve

miktarlari.
D-Laktik Asit
Sus No A Ort. A A Ort. Ay | A Ay | AApjauik asit | K onsantrasyonu (g/l)
Blank 0,136 | 0,137 | 0,137 | 0,137 0,136 0,136 | 0,000 -0,014 0,092
E55 Leuconostoc lactis 13 0,343 | 0,343 | 0,343 | 1,364 1,364 1,364 | 1,021 1,007 6,452
B56 Leuconostoc citreum 14 0,357 | 0,356 | 0,357 | 1,049 1,051 1,050 | 0,693 0,679 4,353
A31 Leuconostoc mesenteroides 15 0,369 | 0,371 | 0,370 | 1,250 1,254 1,252 | 0,882 0,868 5,562

Boza kaynakli Leuconostoc bakteri suslarindan ES5 Leuconostoc lactis bakterisinin
6,45 g/l, B56 Leuconostoc citreum bakterisinin, 4,35 g/l /ml ve A31 Leuconostoc
mesenteroides bakterisinin ise 5,56 g/l miktarda D(-)-laktik asit izomerini

sentezledigi saptanmistir.

4.2 Lactobacillus Tiirii’niin Urettigi Laktik Asit Siipernatant’iin

Staphylococcus aureus Uzerindeki inhibasyon Etkisi

Cizelge 4.4’te Lactobacillus tiirii’niin tirettigi laktik asit siipernatantinin vermis

oldugu absorbans degerleri gdsterilmistir.
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Cizelge 4.4 : Lactobacillus tiirii’niin tirettigi laktik asit siipernatantinin vermis
oldugu absorbans degerleri.

Absorbans Degerleri 0.Saat [3.Saat |6.Saat |9.Saat 12.Saat | 24.Saat
MRS (Kontrol) 0,245 0,373 0,751 0,882 0,867 0,887
D41 Lactobacillus plantarum 0,234 0,320 0,546 0,662 0,707 0,956
F30 Lactobacillus plantarum 0,243 0,276 0,277 0,287 0,297 0,321
B10 Lactobacillus fermentum 0,244 0,253 0,270 0,292 0,291 0,106
E32 Lactobacillus brevis 0,251 0,270 0,268 0,271 0,281 0,304
B23 Lactobacillus paracasei 0,250 0,270 0,271 0,279 0,282 0,317
E8 Lactobacillus paracasei spp.

paracasei 0,228 0,255 0,278 0,269 0,295 0,304
C19 Lactobacillus coprophilus 0,250 0,250 0,282 0,289 0,308 0,321
C55 Lactobacillus salivarius 0,259 0,248 0,270 0,271 0,290 0,297

Cizelge 4.5’te Lactobacillus tiri’niin {rettigi laktik asit siipernatantinin

Staphylococcus aureus iizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.

Cizelge 4.5 : Lactobacillus tiirii’niin iirettigi laktik asit siipernatantinin
Staphylococcus aureus iizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

Yiizde inhibasyon Degerleri 0.Saat |3.Saat |6.Saat |9.Saat |12.Saat |24.Saat
D41 Lactobacillus plantarum 4,286 14,19 27,198 | 24986 | 18,397 | -7,835
F30 Lactobacillus plantarum 0,816 25,971 | 62,974 | 67,479 | 65,686 | 63,811
B10 Lactobacillus fermentum 0,204 32,262 | 63,971 | 66,856 | 66,378 88,05
E32 Lactobacillus brevis -2,449 | 27,711 | 64,171 | 69,235 | 67,532 | 65,671
B23 Lactobacillus paracasei -2,041 27,577 | 63,772 | 68,385 | 67,474 | 64,262
E8 Lactobacillus paracasei spp.

paracasei 6,939 31,727 | 62,841 | 69,518 | 65,917 | 65,671
C19 Lactobacillus coprophilus -2,245 | 33,066 | 62,375 | 67,195 | 64,418 | 63,755
C55 Lactobacillus salivarius -5,714 | 33,467 | 63,905 | 69,292 | 66,551 66,46

Yapilan Olclimlere gore, kontrol soliisyonun absorbans degeri ilk 3 saate kadar
artmistir. 3. saatten 6. saate olan siirede absorbans degeri ise hizla artis gostermis, 6.
saatten 24. saate kadar olan siirede ise absorbans degerleri yeniden artmistir. 6.
saatten 24. saat arasindaki zaman icerisindeki absorbans degerindeki bu artma diisiik

oranlarda olmustur.

Sekil 4.1’de D41 Lactobacillus plantarum susunun kontrol soliisyonuna gore
absorbans degerleri gosterilmistir. Sekle gore, D41 Lactobacillus plantarum bakteri
susunun absorbans degerleri yaklasik 24. Saate kadar diizenli bir sekilde artmistir.
Tiim degerler, kontrol soliisyonu’nun verdigi sayisal absorbans degerleriyle
paralellik gostermekte ve 24. Saatin sonunda ise kontrol soliisyonunun ol¢iim

degerinin iizerine ¢ikmaktadir.
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Absorbans-Zaman liskisi
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Sekil 4.1 : D41 Lactobacillus plantarum susunun kontrol soliisyonuna gore
absorbans degerleri.

Sekil 4.2’°de D41 Lactobacillus plantarum susunun Staphylococcus aureus

tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.

Yiizde inhibasyon
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Sekil 4.2 : D41 Lactobacillus plantarum susunun Staphylococcus aureus
tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

Lactobacillus plantarum (D41) susunun, Staphylococcus aureus iizerindeki
inhibisyon yiizdesi 0. saatten 6. saatte kadar olan zamanda artmakta ve 6. saatte %
27 degeri ile en yliksek degere ulagsmaktadir. 6. saatten 24. saate kadar olan siirede
ise inhibisyon yiizdesi hizli bir sekilde diismektedir. Bu durum, L. plantarum’dan

elde edilen laktik asit’in Staphylococcus aureus’u inhibe etmedigini gostermektedir.

Sekil 4.3, F30 Lactobacillus plantarum susunun kontrol soliisyonuna gore absorbans

degerlerini gostermistir.
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Absorbans-Zaman liskisi
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Sekil 4.3 : F30 Lactobacillus plantarum susunun kontrol soliisyonuna goére
absorbans degerleri.

F30 Lactobacillus plantarum bakteri susunun, Olgiillen zaman araliklarindaki
absorbans degerlerinde biiyiik farklarin bulunmamasiyla beraber, absorbans degerleri
24. saate kadar olan zaman araliginda artmistir. Bu artis degerleri oldukga diisiik
oranlardadir. Ayrica, bu degerler kontrol soliisyonunun verdigi absorbans

degerlerinden oldukga diisiik oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.4’de F30 Lactobacillus plantarum susunun Staphylococcus aureus tizerindeki

yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.4 : F30 Lactobacillus plantarum susunun Staphylococcus aureus
iizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

F30 Lactobacillus plantarum susunun, Staphylococcus aureus tizerindeki inhibisyon
yiizdesi, 0. saatten 6. saate kadar olan zamanda biiylik bir hizla artmakta, 6. saatten 9.
saate kadar olan zamanda diisiik artma oranina sahip olarak artmakta ve 9. saatte %
67.5 degeri ile en yiiksek degere ulasmaktadir. 9. saat ile 24. saat arasindaki gecen
stirede, inhibisyon yilizdesinde bir azalma meydana gelse de, degerler arasinda ¢ok

bliyiik bir farklilik bulunmamaktadir. Sonu¢ olarak bu durum, Bu durum, L.
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plantarum’dan elde edilen laktik asit’in Staphylococcus aureus’u inhibe etmis

oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.5°de B10 Lactobacillus fermentum susunun kontrol soliisyonuna gore

absorbans degerleri gésterilmistir.

Absorbans-Zaman liskisi
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Sekil 4.5 : B10 Lactobacillus fermentum susunun kontrol soliisyonuna gére
absorbans degerleri.

B10 Lactobacillus fermentum bakteri susunun 0. saatten 9. saate kadar olan zamanda
Olciilen absorbans degerlerinin arttig1, 9. saatten 24. saate kadar olan siirede ise bu
degerlerin azaldig1 gézlemlenmistir. Artan ve azalan her absorbans degerinin, kontrol

sollisyonunun verdigi absorbans degerlerinden oldukca diislik oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.6’da B10 Lactobacillus fermentum susunun Staphylococcus aureus

tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gdsterilmistir.
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Sekil 4.6 : B10 Lactobacillus fermentum susunun Staphylococcus aureus
izerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

B10 Lactobacillus fermentum susunun, Staphylococcus aureus tizerindeki inhibisyon
yiizdesi 0. saatten 6. saate kadar olan zamanda hizla artmakta, 6. saatten 9. saate

kadar olan zamanda diisiik artma oranina sahip olarak artmakta ve 9. saatte ise %67
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orani ile en yiiksek degerine ulagsmaktadir. 9. saatten 24. saate kadar gegen siirede ise
bu oran diisiik artma oranina sahip olarak artis gostermektedir. Bu durum, L.
fermentum’dan eclde edilen laktik asit’in Staphylococcus aureus’u inhibe etmis

oldugunu gostermektedir

Sekil 4.7°de E32 Lactobacillus brevis susunun kontrol soliisyonuna gore absorbans

degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.7 : E32 Lactobacillus brevis susunun kontrol soliisyonuna gore
absorbans degerleri.

E32 Lactobacillus brevis bakteri susunun 0. saatten 24. saate kadar absorbans
degerinde hem artis hem de azalis meydana gelerek, dalgalanma gdstermistir. Bu
degerler, higbir 6l¢cim aninda 0. saatteki 6l¢iim degerinin altina inmemekle beraber,
en yiiksek ol¢iim degerine ise 24. Saate ulasilmistir. Buna ek olarak, artan ve azalan
her absorbans degerinin kontrol soliisyonunun verdigi absorbans degerlerinden

oldukea diisiik oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.8°de E32 Lactobacillus brevis susunun Staphylococcus aureus tizerindeki

yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.8 : E32 Lactobacillus brevis susunun Staphylococcus aureus
iizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.
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E32 Lactobacillus brevis susunun, Staphylococcus aureus iizerindeki inhibisyon
yiizdesi 0. saatten 6. saate kadar olan zamanda hizla artmakta, 6. saatten 9. saate
kadar olan zamanda diisiik artma oranina sahip olarak artmakta ve 9. saatte % 69
orant ile en yliksek degerine ulagsmaktadir. 9. saatten 24. saate kadar gecen stirede ise
yiizde inhibisyon degerleri azalmakla beraber, azalma oranlarinin degeri oldukca
diisiik seviyededir. Bu durum, L. brevis den elde edilen laktik asit’in Staphylococcus

aureus’u inhibe etmis oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.9’da B23 Lactobacillus paracasei susunun, kontrol soliisyonuna gore

absorbans degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.9 : B23 Lactobacillus paracasei susunun kontrol soliisyonuna goére
absorbans degerleri.

B23 Lactobacillus paracasei bakteri susunun, Olglilen zaman araliklarindaki
absorbans degerlerinde biiyiik farklarin bulunmamasiyla beraber, absorbans degerleri
24. saate kadar olan zamanda artmistir. Bu artis degerleri oldukca diisiik
oranlardadir. Ayrica, bu degerler kontrol solliisyonunun verdigi absorbans
degerlerinden oldukga diistiktiir. Sekil 4.10’da B23 Lactobacillus paracasei susunun

Staphylococcus aureus tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.10 : B23 Lactobacillus paracasei susunun Staphylococcus aureus
iizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.
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B23 Lactobacillus paracasei susunun, Staphylococcus aureus tizerindeki inhibisyon
yiizdesi 0. saatten 6. saate kadar olan siirede hizla artmakta, 6. saatten 9. saate kadar
olan siirede diisiik artma oranina sahip olarak artmakta ve 9. saatte ise % 68 orani ile
en yiiksek degerine ulagsmaktadir. 9. saatten 24. saate kadar gegen siirede ise yiizde
inhibisyon degerleri azalmakla beraber, azalma oranlarinin degeri oldukca diisiik
seviyededir. Sonu¢ olarak, bu durum L. paracasei’den elde edilen laktik asit’in

Staphylococcus aureus’u inhibe etmis oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.11’de E8 Lactobacillus paracasei spp. paracasei susunun, kontrol

sollisyonuna gore absorbans degerleri gdsterilmistir.
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Sekil 4.11 : E8 Lactobacillus paracasei spp. paracasei susunun kontrol
sollisyonuna gore absorbans degerleri.

E8 Lactobacillus paracasei spp. paracasei bakteri susunun, Olgiilen zaman
araliklarindaki absorbans degerlerinde biiyiik farklar bulunmamaktadir. Absorbans
degerleri, 0. saatten 6. saate kadar artmis, 6. saatten 9. saate kadar absorbans
degerinde biraz azalma goriilse de, 9. saatten 24. saate kadar olan siirede, absorbans
degerleri yeniden artmistir. Artis oran degerleri olduk¢a diisiik seviyelerdedir.
Ayrica, bu degerler kontrol soliisyonunun verdigi absorbans degerlerinden oldukca

distiktiir.

Sekil 4.12’de E8 Lactobacillus paracasei spp. paracasei susunun Staphylococcus

aureus iizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.12 : E8 Lactobacillus paracasei spp. paracasei susunun
Staphylococcu aureus iizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

E8 Lactobacillus paracasei spp. paracasei susunun, Staphylococcus aureus
tizerindeki inhibisyon yiizdesi 0. saatten 6. saate kadar olan siirede hizla artmakta, 6.
saatten 9. saate kadar olan siirede diisiik artma oranina sahip olarak artmakta ve 9.
saatte ise % 70 orani ile en yliksek degerine ulasmaktadir. 9. saatten 24. saate kadar
gecen siirede ise yiizde inhibisyon degerleri azalmakla beraber, azalma oranlarinin
degeri oldukea diisiik seviyededir. Bu durum, L. paracasei spp. paracasei den elde

edilen laktik asit’in Staphylococcus aureus’u inhibe etmis oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.13°de C19 Lactobacillus coprophilus susunun, kontrol soliisyonuna gore

absorbans degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.13 : C19 Lactobacillus coprophilus susunun, kontrol soliisyonuna
gore absorbans degerleri.

C19 Lactobacillus coprophilus bakteri susunun, Olgiilen zaman araliklarindaki
absorbans degerlerinde biiyiik farklar bulunmamaktadir. Absorbans degerleri, O.
saatten 6. saate kadar artmig, 6. saatten 9. saate kadar absorbans degerinde biraz

azalma goriilse de, 9. saatten 24. saate kadar olan siirede, absorbans degerleri
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yeniden artmistir. Artis oran degerleri oldukca diisiikk seviyelerdedir. Ayrica, bu

degerler kontrol soliisyonunun verdigi absorbans degerlerinden oldukga diistiktiir.

Sekil 4.14’de C19 Lactobacillus coprophilus susunun Staphylococcus aureus

tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.14 : C19 Lactobacillus coprophilus susunun Staphylococcus aureus
izerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

C19 Lactobacillus coprophilus susunun, Staphylococcus aureus tizerindeki
inhibisyon yiizdesi 0. saatten 6. saate kadar olan siirede hizla artmakta, 6. saatten 9.
saate kadar olan siirede diisiik artma oranina sahip olarak artmakta ve 9. saatte ise %
67 orani ile en yliksek degerine ulagmaktadir. 9. saatten 24. saate kadar gecen siirede
ise yilizde inhibisyon degerleri azalmakla beraber, azalma oranlarinin degeri oldukc¢a
diisiik seviyededir. Bu durum, L. coprophilus’dan elde edilen laktik asit’in

Staphylococcus aureus’u inhibe etmis oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.15°de C55 Lactobacillus salivarius susunun, kontrol soliisyonuna gore

absorbans degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.15 : C55 Lactobacillus salivarius susunun, kontrol soliisyonuna gore
absorbans degerleri.

C55 Lactobacillus salivarius bakteri susunun 0. saatten 3. saate kadar olan zamanda

oOlgiilen absorbans degerlerinin azaldigi, 3. saatten 24. saate kadar olan siirede ise bu
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degerlerin arttigt gozlemlenmistir. 3. saatten 24. Saate kadar olan siiredeki Slgiilen
absorbans degerlerindeki artis oranlar1 oldukca diisiik seviyelerde olup bu degerler

kontrol soliisyonunun verdigi absorbans degerlerinden oldukga diistiktiir.

Sekil 4.16’da C55 Lactobacillus salivarius susunun Staphylococcus aureus

tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.16 : C55 Lactobacillus salivarius susunun Staphylococcus aureus
tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

C55 Lactobacillus salivarius bakteri susunun Staphylococcus aureus tizerindeki
inhibisyon yiizdesi 0. saatten 6. saate kadar olan zamanda hizla artmakta, 6. saatten
9. saate kadar olan zamanda diisiik artma oranina sahip olarak artmakta ve 9. saatte
% 69 orani ile en yiiksek degerine ulagmaktadir. 9. saatten 24. saate kadar gegen
stirede ise yilizde inhibisyon degerleri azalmakla beraber, azalma oranlarinin degeri
oldukga diisiik seviyede olmaktadir. Bu durum, L. salivarius’dan elde edilen laktik

asit’in Staphylococcus aureus’u inhibe etmis oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.17°de tiim Lactobacillus bakteri suslarmin kontrol soliisyonuna gore

absorbans degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.17 : Tiim Lactobacillus bakteri suslarinin kontrol soliisyonuna goére
absorbans degerleri.

Sekil 4.18°de tiim Lactobacillus bakteri suslarmin Staphylococcus aureus tizerindeki

yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.18 : Tiim Lactobacillus bakteri suslarinin Staphylococcus aureus
iizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

4.3 Lactococcus Tiirii’niin Urettigi Laktik Asit Siipernatant’imin Staphylococcus

aureus Uzerindeki Inhibasyon Etkisi

Cizelge 4.6’da Lactacoccus tiirii’niin Urettigi laktik asit siipernatant’inin vermis

oldugu absorbans degerleri gosterilmistir.
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Cizelge 4.6 : Lactacoccus tiirii’niin tirettigi laktik asit stipernatant’inin vermis
oldugu absorbans degerleri.

Absorbans Degerleri 0.Saat 3.Saat | 6.Saat | 9.Saat | 12.Saat | 24.Saat
MRS (Kontrol) 0,245 0,373 0,751 | 0,882 | 0,867 0,887
F29 Lactococcus raffinolactis 0,194 0,316 0,597 | 0,740 | 0,754 0,983
B49 Lactococcus raffinolactis 0,247 0,263 0,282 | 0,345 | 0,383 0,480
F39 Lactococcus raffinolactis 0,203 0,387 0,735 | 0,798 | 0,811 1,017
E57 Lactococcus lactis 0,252 0,265 0,270 | 0,295 | 0,305 0,345
F45 Lactococcus lactis 0,265 0,271 0,265 | 0,273 | 0,278 0,321
AA47 Lactococcus lactis spp. lactis 0,230 0,268 0,261 | 0,256 | 0,248 0,294
Cizelge 4.7°de Lactococcus tiirii’niin  trettigi laktik asit siipernatant’min

Staphylococcus aureus iizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.

Cizelge 4.7 : Lactococcus tiirii’'niin tirettigi laktik asit siipernatant’inin

Staphylococcus aureus tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

Yiizde inhibasyon 0.Saat | 3.Saat | 6.Saat | 9.Saat | 12.Saat 24.Saat
F29 Lactococcus raffinolactis 20,612 | 15,261 | 20,481 | 16,091 | 12,976 -10,879
B49 Lactococcus raffinolactis -0,816 | 28,585 | 62,375 | 60,907 | 55,825 45,829
F39 Lactococcus raffinolactis 16,939 | -3,748 | 2,061 9,575 6,459 -14,713
E57 Lactococcus lactis -3,061 | 28,916 | 63,971 | 66,516 | 64,821 61,048
F45 Lactococcus lactis -8,163 | 27,309 | 64,636 | 69,065 | 67,935 63,754
A47 Lactococcus lactis spp lactis | 6,122 | 28,112 | 65,168 | 70,935 | 71,396 66,798

Yapilan dl¢timlere gore, kontrol soliisyonun 6lgiilen zaman araliklarindaki absorbans

degerleri 24. saate kadar olan zaman araliginda artmistir. Bu artis degerleri 3.

saat’ten 6. saate kadar olan zamanda hizli bir artis oranina sahip olmakla beraber,

diger zaman araliklarinda oldukca diisiik oranlarda olup, bu zaman araligindaki

absorbans degerleri birbirlerine yakin degerlerdedir. Sekil 4.19’da F29 Lactococcus

raffinolactis susunun, kontrol soliisyonuna gore absorbans degerleri gosterilmistir.

Absorbans-Zaman Tliskisi
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Sekil 4.19 : F29 Lactococcus raffinolactis susunun, kontrol soliisyonuna
gore absorbans degerleri.
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F29 Lactococcus raffinolactis bakteri susunun absorbans degerleri 24. saate kadar
olan zamanda artmigtir. Bu degerler, 0. saatten 9. saate kadar olan zamanda hizla
artmakta, 9. saatten 12. saate kadar olan zamanda diisiik artma oranina sahip olarak
artmakta ve 24. saatte ise en yiiksek degerine ulasmaktadir. Ayrica, bu degerler

kontrol soliisyonunun verdigi absorbans degerlerine yakin degerler olmaktadir.

Sekil 4.20’de F29 Lactococcus raffinolactis susunun Staphylococcus aureus

tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.

Yiizde Inhibasyon
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Sekil 4.20 : F29 Lactococcus raffinolactis susunun Staphylococcus
aureus tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

F29 Lactococcus raffinolactis susunun, Staphylococcus aureus tizerindeki inhibisyon
yiizdesi 0. saatten 3. saatte kadar olan zamanda azalmakta, 3. saatten 6. saate kadar
olan zaman diliminde ise 0. saatteki degerine ulasarak artmakta ve 6. saatten sonra
ise hizla azalmaktadir. Yiizde inhibisyon degerinin en yiiksek oldugu zamanlar ise
%20 degeri ile 0. ve 3. saat 6lglimlerinde olmaktadir. Bu durum, Lc. raffinolactis’den

elde edilen laktik asit’in Staphylococcus aureus’u inhibe etmedigini gostermektedir.

Sekil 4.21°de B49 Lactococcus raffinolactis susunun, kontrol soliisyonuna gore

absorbans degerleri gosterilmistir.

Absorbans-Zaman Iliskisi
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Sekil 4.21 : B49 Lactococcus raffinolactis susunun, kontrol soliisyonuna
gore absorbans degerleri.
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B49 Lactococcus raffinolactis bakteri susunun Olgiilen zaman araliklarindaki
absorbans degerlerinde biiyiik farklarin bulunmamasiyla beraber, absorbans degerleri
24. saate kadar olan zaman araliginda artmistir. Ayrica, bu degerler kontrol
solisyonunun  verdigi absorbans degerlerinden olduk¢a diisiik oldugu

gbzlemlenmistir.

Sekil 4.22°de B49 Lactococcus raffinolactis susunun Staphylococcus aureus

tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.22 : B49 Lactococcus raffinolactis susunun Staphylococcus aureus
tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

B49 Lactococcus raffinolactis bakteri susunun Staphylococcus aureus tizerindeki
inhibisyon yiizdesi 0. saatten 6. saate kadar olan zamanda hizla artmakta, 6. saatte %
62 orant ile en yiiksek degerine ulagsmakta ve 6. saatten 24. saate kadar olan zamanda
ise hizla diismektedir. 6. saatten 24. saate kadar olan zamandaki yilizde inhibisyon
oranlarindaki azalma diisiik seviyede olmaktadir. Bu durum, Lc. raffinolactis’den
elde edilen laktik asit’in Staphylococcus aureus’u inhibe etmis oldugunu

gostermektedir.

Sekil 4.23’de F39 Lactococcus raffinolactis susunun, kontrol soliisyonuna gore

absorbans degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.23 : F39 Lactococcus raffinolactis susunun, kontrol soliisyonuna gore
absorbans degerleri.
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F39 Lactococcus raffinolactis bakteri susunun Olgiilen zaman araliklarindaki
absorbans degerleri 24. saate kadar olan zaman araliginda artmistir. 24. saate kadar
olan zaman araliklarinda artan absorbans degerlerinin artma oranlar1 yiiksek ve
diisiik olarak gesitlilik gostermistir. Ayrica, bu degerler kontrol soliisyonunun verdigi
absorbans degerleri ile paralellik gostermektedir. Sekil 4.24’de F39 Lactococcus
raffinolactis susunun Staphylococcus aureus iizerindeki yiizde inhibisyon degerleri

gosterilmistir.

Yiizde inhibasyon
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Sekil 4.24 : F39 Lactococcus raffinolactis susunun Staphylococcus aureus
izerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

F39 Lactococcus raffinolactis bakteri susunun Staphylococcus aureus tizerindeki
inhibisyon yiizdesi 0. saatten 3. saate kadar olan zamanda hizla azalmakta, 3. saatten
12. saate kadar artmakta ve 12.saatten 24. saate kadar olan zamanda ise yeniden
azalmaktadir. Bu zaman araliklarinda, ylizde inhibisyonun azalma oranlar1 oldukca
yiiksek olup, artma oranlar1 ise diislik oranlardadir. Yiizde inhibisyonun en yiiksek
oldugu zaman ise, 0. saatteki %17 orani ile yapilan dl¢limde kendisini gostermistir.
Bu durum, Lc. raffinolactis’den elde edilen laktik asit’in Staphylococcus aureus’u
inhibe etmedigini gostermektedir. Sekil 4.25’de E57 Lactococcus lactis susunun,

kontrol soliisyonuna gore absorbans degerleri gosterilmistir.

Absorbans-Zaman liskisi
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Sekil 4.25: E57 Lactococcus lactis susunun, kontrol soliisyonuna gore
absorbans degerleri.
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E57 Lactococcus lactis bakteri susunun, Olglilen zaman araliklarindaki absorbans
degerlerinde biiyiik farklarin bulunmamasiyla beraber, absorbans degerleri 24. saate
kadar olan zamanda artmistir. Bu artig degerleri oldukca diistik oranlardadir. Ayrica,

bu degerler kontrol soliisyonunun verdigi absorbans degerlerinden oldukga diistiktiir.

Sekil 4.26’da E57 Lactococcus lactis susunun Staphylococcus aureus tizerindeki

yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.26: E57 Lactococcus lactis susunun Staphylococcus aureus tizerindek
yiizde inhibisyon degerleri.

E57 Lactococcus lactis bakteri susunun Staphylococcus aureus tizerindeki inhibisyon
yiizdesi 0. saatten saatten 6. saate kadar olan zamanda hizla artmakta, 6. saatten 9.
saate kadar olan zamanda diisiik artma oranina sahip olarak artmakta ve 9. saatte %
66 orani ile en yiiksek degerine ulagsmaktadir. 9. saatten 24. saate kadar gecen siirede
ise ylizde inhibisyon orami azalmakla beraber, azalma oranlarinin degeri oldukga
diisiik seviyede olmaktadir. Bu durum, Lc. lactis’den elde edilen laktik asit’in

Staphylococcus aureus’u inhibe etmis oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.27°de F45 Lactococcus lactis susunun kontrol soliisyonuna gore absorbans

degerleri gosterilmistir.

Absorbans-Zaman Iliskisi
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Sekil 4.27 : F45 Lactococcus lactis susunun kontrol soliisyonuna gore
absorbans degerleri.
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FA5 Lactococcus lactis bakteri susunun, Ol¢iilen zaman araliklarindaki absorbans
degerlerinde biiyiik farklarin bulunmamasiyla beraber, absorbans degerleri 24. saate
kadar olan zamanda artmistir. Bu artis degerleri oldukcga diislik oranlardadir. Ayrica,

bu degerler kontrol soliisyonunun verdigi absorbans degerlerinden oldukga diistiktiir.

Sekil 4.28’de F45 Lactococcus lactis bakteri susunun Staphylococcus aureus

tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.28 : FA45 Lactococcus lactis bakteri susunun Staphylococcus
aureus tzerindeki ylizde inhibisyon degerleri.

F45 Lactococcus lactis bakteri susunun, Staphylococcus aureus tizerindeki
inhibisyon yiizdesi 0. saatten 6. saate kadar olan siirede hizla artmakta, 6. saatten 9.
saate kadar olan siirede diisiik artma oranina sahip olarak artmakta ve 9. saatte ise %
69 orani ile en yiiksek degerine ulagsmaktadir. 9. saatten 24. saate kadar gegen siirede
ise yilizde inhibisyon degerleri azalmakla beraber, azalma oranlarmin degeri oldukca
diisiik seviyededir. Bu durum, Lc. lactis’den elde edilen laktik asit’in Staphylococcus
aureus’u inhibe etmis oldugunu gostermektedir. Sekil 4.29°da A47 Lactococcus
lactis spp. lactis bakteri susunun, kontrol soliisyonuna goére absorbans degerleri

gosterilmistir.

Absorbans-Zaman Iliskisi
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Sekil 4.29 : A47 Lactococcus lactis spp. lactis bakteri susunun, kontrol
soliisyonuna gore absorbans degerleri.

71



A47 Lactococcus lactis spp. lactis bakteri susunun absorbans degerleri, 0. saatten 3.
saate kadar olan zaman araliginda artmakta, 3. saatten 12. saate kadar olan zamanda
diisiik azalma oranina sahip olarak azalmakta ve 12. saatten 24. saatte olan zaman
diliminde de absorbans degeri yeniden artmaktadir. Ayrica, bu degerler kontrol

sollisyonunun verdigi absorbans degerlerine yakin degerler olmaktadir.

Sekil 4.30°da A47 Lactococcus lactis spp lactis bakteri susunun Staphylococcus

aureus iizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.30 : A47 Lactococcus lactis spp lactis bakteri susunun
Staphylococcus aureus tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

A47 Lactococcus lactis spp lactis bakteri susunun Staphylococcus aureus tizerindeki
inhibisyon yiizdesi 0. saatten 12. saate kadar olan siirede artmaktadir. Yiizde
inhibisyon oranindaki bu artisin oran1 0. saatten 6. saate kadar olan zaman diliminde
artarak olmakta, 6. saatten 12. saate kadar ise azalarak olmaktadir. Yiizde
inhibisyonun en yiiksek oldugu saat 12. saat olup, inhibisyon orani ise % 71
olmaktadir. 12. saatten 24. saate kadar olan siirede ise yiizde inhibisyon degeri
azalma gostermis, azalma orani ise diisiik seviyede olmustur. Bu durum, Lc.
lactis’den elde edilen laktik asit’in Staphylococcus aureus’u inhibe etmis oldugunu
gostermektedir.  Sekil 4.31°’de Tim Lactococcus bakteri suslarimm kontrol
soliisyonuna gore absorbans degerleri, Sekil 4.32°de ise Tiim Lactococcus bakteri
suslarin  Staphylococcus aureus fizerindeki yiizde inhibisyon degerleri

gosterilmistir.
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Absorbans-Zaman iliskisi
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Sekil 4.31 : Tiim Lactococcus bakteri suslarinin kontrol soliisyonuna gore
absorbans degerleri.
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Sekil 4.32 : Tiim Lactococcus bakteri suslarinin Staphylococcus aureus
iizerindeki ylizde inhibisyon degerleri.

4.4 Leucononstoc Tiirii’niin Urettigi Laktik Asit Siipernatant’min

Staphylococcus aureus Uzerindeki inhibasyon EtKisi
Cizelge 4.8’de Leuconostoc Tiirii’niin Urettigi Laktik Asit Siipernatant’inin vermis
oldugu absorbans degerleri gosterilmistir.

Cizelge 4.8 : Leuconostoc tiirii’niin trettigi laktik asit siipernatant’inin vermis

oldugu absorbans degerleri.

Absorbans Degerleri 0.Saat |3.Saat |6.Saat |9.Saat |12.Saat |24.Saat
MRS (Kontrol) 0,245 0,373 | 0,751 | 0,882 | 0,867 0,887
E55 Leuconostoc lactis 0,230 0,274 | 0,275 0,289 0,296 0,318
A40 Leuconostoc lactis 0,246 0,265 | 0,262 | 0,267 | 0,274 0,307
A31 Leuconostoc mesenteroides 0,234 0,265 | 0,328 | 0,444 | 0,502 0,734
B56 Leuconostoc citreum 0,249 0,280 | 0,313 0,336 0,387 0,481
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Cizelge 4.9°da Leuconostoc tiirii’nlin  trettigi laktik asit silipernatant’inin

Staphylococcus aureus iizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.

Cizelge 4.9 : Leuconostoc tiirii’'niin iirettigi laktik asit siipernatant’inin
Staphylococcus aureus iizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

Yiizde inhibasyon 0.Saat |3.Saat |6.Saat |9.Saat |12.Saat |24.Saat
E55 Leuconostoc lactis 5918 | 26,640 | 63,240 | 67,195 | 65,859 | 64,149
A40 Leuconostoc lactis -0,612 | 28,916 | 65,035 | 69,745 | 68,339 | 65,389
A31 Leuconostoc mesenteroides 4,490 | 28,916 | 56,191 | 49,632 | 42,042 17,249
B56 Leuconostoc citreum -1,837 | 24,900 | 58,252 | 61,870 | 55,306 | 45,772

Yapilan deney sonuglarina gore, kontrol sollisyonun Olgililen zaman araliklarindaki
absorbans degerleri 24. saate kadar olan zaman araliginda artmistir. Bu artis degerleri
0. saat’ten 6. saate kadar olan zamanda hizl1 bir artis oranina sahip olmakla beraber,
diger zaman araliklarinda oldukca diisiik oranlarda olup, bu zaman araligindaki

absorbans degerleri birbirlerine yakin degerlerdedir.

Sekil 4.33°de E55 Leuconostoc lactis susunun, kontrol soliisyonuna gore absorbans

degerleri gosterilmistir.

Absorbans-Zaman Iliskisi

1
0.5 /‘ =—MRS
0 == | euconostoc

0 10 20 30 lactis (E55)
Zaman (Saat)

Absorbans

Sekil 4.33 : E55 Leuconostoc lactis susunun, kontrol soliisyonuna gore
absorbans degerleri.

E55 Leuconostoc lactis bakteri susunun absorbans degerleri 24. saate kadar olan
zaman araliklarinda artmistir. Absorbans degerleri birbirine olduk¢a yakin degerler
olup, bu degerler kontrol soliisyonunun verdigi absorbans verdigi absorbans

degerlerinden oldukca diisiiktir.

Sekil 4.34’de E55 Leuconostoc lactis bakteri susunun Staphylococcus aureus

tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Yiizde inhibasyon
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Sekil 4.34 : E55 Leuconostoc lactis bakteri susunun Staphylococcus aureus
iizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

E55 Leuconostoc lactis bakteri susunun Staphylococcus aureus iizerindeki
inhibisyon yiizdesi 0. saatten 9. saate kadar olan siirede artmaktadir. Yiizde
inhibisyon oranindaki bu artisin oran1 0. saatten 6. saate kadar olan zaman diliminde
artarak olmakta, 6. saatten 9. saate kadar ise azalarak olmaktadir. Yiizde
inhibisyonun en yiiksek oldugu saat 9. saat olup, yiizde inhibisyon orani ise % 67
olmaktadir. 9. saatten 24. saate kadar olan siirede ise yiizde inhibisyon degeri azalma
gostermis, azalma orani ise diisik seviyede olmustur. Bu durum, Lueconostoc
lactis’den elde edilen laktik asit’in Staphylococcus aureus’u inhibe etmis oldugunu

gostermektedir.

Sekil 4.35°de A40 Leuconostoc lactis susunun, kontrol soliisyonuna gore absorbans

degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.35 : A40 Leuconostoc lactis susunun, kontrol soliisyonuna gore
absorbans degerleri.

A40 Leuconostoc lactis bakteri susunun absorbans degerleri 24. saate kadar olan

zaman araliklarinda artmistir. Absorbans degerleri birbirine oldukga yakin degerler
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olup, bu degerler kontrol soliisyonunun verdigi absorbans verdigi absorbans

degerlerinden oldukga diistiktiir.

Sekil 4.36’da A40 Leuconostoc lactis bakteri susunun Staphylococcus aureus

tizerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.36 : A40 Leuconostoc lactis bakteri susunun Staphylococcus
aureus itizerindeki yiizde inhibisyon degerleri.

A40 Leuconostoc lactis bakteri susunun, Staphylococcus aureus  {izerindeki
inhibisyon yiizdesi 0. saatten 6. saate kadar olan siirede hizla artmakta, 6. saatten 9.
saate kadar olan stirede diisiik artma oranina sahip olarak artmakta ve 9. saatte ise %
70 orani ile en yiiksek degerine ulagsmaktadir. 9. saatten 24. saate kadar gecen siirede
ise ylizde inhibisyon degerleri azalmakla beraber, azalma oranlarinin degeri oldukca
diisiik seviyededir. Bu durum, Lueconostoc lactis’den elde edilen laktik asit’in

Staphylococcus aureus’u inhibe etmis oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.37°de A31 Leuconostoc mesenteroides susunun, kontrol soliisyonuna gore

absorbans degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.37: A31 Leuconostoc mesenteroides susunun kontrol soliisyonuna
gore absorbans degerleri.
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A31 Leuconostoc mesenteroides bakteri susunun absorbans degerleri 24. saate kadar
olan zaman araliklarinda artmistir. Olgiilen absorbans degerleri kontrol soliisyonunun

verdigi absorbans degerlerinden daha diisiik seviyelerde olmaktadir.

Sekil 4.38°de A31 Leuconostoc mesenteroides bakteri susunun Staphylococcus

aureus tzerindeki yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.38 : A31 Leuconostoc mesenteroides bakteri susunun
Staphylococcus aureus iizerindeki yilizde inhibisyon degerleri.

A31 Leuconostoc mesenteroides bakteri susunun, Staphylococcus aureus iizerindeki
inhibisyon yiizdesi 0. saatten 6. saate kadar olan siirede hizla artmakta ve en yiiksek
degerine 6. saatte % 56 ile ulagsmaktadir. 6. saatten 24. saate kadar olan siirede ise
yiizde inhibisyon diislis gostermektedir. 6. saatten 12. saate kadar olan zamanda
yiizde inhibisyondaki bu diisme oran1 biiyiik oranlar1 biiyiik oranlarda olmazken, 12.
saatten 24. saate kadar olan zamanda ise yiizde inhibisyondaki bu oran artmaktadir.
Bu durum, Lueconostoc mesenteroides’den elde edilen laktik asit’in az miktardaki

Staphylococcus aureus’u inhibe etmis oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.39°da B56 Leuconostoc citreum susunun, kontrol soliisyonuna gore

absorbans degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.39 : B56 Leuconostoc citreum susunun, kontrol soliisyonuna gore
absorbans degerleri.
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B56 Leuconostoc citreum bakteri susunun absorbans degerleri 24. saate kadar olan
zaman araliklarinda artmistir. Olgiilen absorbans degerleri kontrol soliisyonunun
verdigi absorbans degerlerinden daha diisiik seviyelerde oldugu belirlenmistir.Sekil
4.40’da B56 Leuconostoc citreum bakteri susunun Staphylococcus aureus tizerindeki

yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.40 : B56 Leuconostoc citreum bakteri susunun Staphylococcus
aureus lizerindeki ylizde inhibisyon degerleri.

B56 Leuconostoc citreum bakteri susunun, Staphylococcus aureus —tzerindeki
inhibisyon yiizdesi 0. saatten 6. saate kadar olan siirede hizla artmakta, 6. saatten 9.
saate kadar olan siirede diisiik artma oranina sahip olarak artmakta ve 9. saatte ise %
62 orani ile en yiiksek degerine ulagsmaktadir. 9. saatten 24. saate kadar gegen siirede
ise ylizde inhibisyon degerleri azalmakla beraber, azalma oranlarinin degeri olduk¢a
diisiik seviyededir. Bu durum, Lueconostoc citreum’dan elde edilen laktik asit’in
Staphylococcus aureus’u inhibe etmis oldugunu gostermektedir.Sekil 4.41°de tiim
Leuconostoc bakteri suslarinin kontrol sollisyonuna goére absorbans degerleri

gosterilmistir.

Absorbans-Zaman iliskisi

1 —o—MRS

0,8
06 } /( —— Leuconostoc lactis (E55)

2
3]
o
[
2
< Leuconostoc lactis (A40)
Leuconostoc
0 10 20 30 mesenteroides (A31)
=¥ Leuconostoc citreum
Zaman (Saat) (B56)

Sekil 4.41 : Tiim Leuconostoc bakteri suslarinin kontrol soliisyonuna gore
absorbans degerleri.
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Sekil 4.42°de tiim Leuconostoc bakteri suslarinin Staphylococcus aureus itizerindeki

yiizde inhibisyon degerleri gosterilmistir.

Yiizde inhibasyon
80 y

—&— Leuconostoc lactis (E55)

—— |euconostoc lactis (A40)

%

~— Leuconostoc
mesenteroides (A31)

=>&=|_euconostoc citreum
(B56)

-10 ¢

1U U
Zaman (Saat)

Sekil 4.42 : Tiim Leuconostoc bakteri suslarinin Staphylococcus aureus
iizerindeki ylizde inhibisyon degerleri.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan caligmanin ilk kisminda boza kaynakli laktik asit bakteri’lerinden
Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostoc tiirlerinden se¢ilmis olan suslarin
iretmis oldugu laktik asitin D(-) ve L(+) izomerlerinin cinsi ve miktar tayini

yapilmustir.

Yapilan ¢alisma sonucunda boza kaynakli Lactobacillus tiir suslarinin laktik asitin
D(-) ve L(+) izomerinin her ikisini birden sentezledigi sonucuna ulasilmistir.
Secilen Lactobacillus suslar1 arasinda, B23 Lactobacillus paracasei susunun en
yiiksek oranda laktik asitin D(-) ve L(+) izomerlerini sentezledigi belirlenmistir.
Buna karsilik, B2 Lactobacillus fermentum bakterisinin en diisiik miktarda D(-)-
laktik asit izomerini, ise A15 Lactobacillus delbrueckii spp.delb. bakterisinin ise en
diisiik miktardaki L(+)-laktik asit izomerini sentezledigi belirlenmistir. Ayrica,
yapilan ¢alismada kullanilan Lactobacillus bakteri suslarinin sentezlemis oldugu
D(-)-laktik asit izomeri konsantrasyon degerlerinin birbirinden farkli oldugu fakat
sentezlenen L(+)-laktik asit izomer miktar degerlerinin ise birbirine olduk¢a yakin
degerlerler oldugu goriilmiistiir.

Lactoccoccus tiirleri ile 2 farkli susu ile g¢alisilmis olup, bu bakterilerin L(+)-laktik
asit izomerini sentezledigi saptanmistir. Ayrica, bu iki susun sentezledigi L(+)-
laktik asit izomerinin miktar degerleri ayni oranda olmustur. Sonug olarak, ayni
tirtin 2 farkli susu ¢ok yakin degerlerde laktik asitin L(+) izomerini
sentezlemektedir.

Leuconostoc bakteri tiiriiniin ¢alisilan 3 farkli susunun D(-)-laktik asit sentezledigi
belirlenmistir. Ug¢ farkli tiirden en yiiksek oranda D(-)-laktik asit sentezleyen
bakteri E55 Leuconostoc lactis olmustur. Ug farkli bakterinin sentezledigi D(-)-
laktik asit miktar1 birbirine oldukg¢a yakin degerlerdedir.

Yapilan ¢alismada elde edilen diger sonug ise, ¢alisilan Lactobacillus, Lactococcus
ve Leuconostoc bakterilerinin tiir 6zelliklerine gore sentezlemis oldugu D(-)-laktik
asit, L(+)-laktik asit veya D(-)-laktik asit ve L(+)-laktik asit miktarlarinin ayni

miktarlarda oldugu, aralarinda ¢ok biiylik farklarin bulunmadigidir.
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Calismanin devaminda, laktik asit bakteri tiirlerinden secilen ilgili suslarinin
Staphylococcus aureus iizerindeki inhibisyon etkisi arastirilmistir.

Secgilen Lactobacillus suslarmin  Staphylococcus aureus iizerindeki yiizde
inhibisyon degerleri olduke¢a yakin degerler olmustur. B10 Lactobacillus fermentum
bakterisi Staphylococcus aureus’ u en yiiksek inhibisyon oranina sahip olarak
inhibe etmistir. Buna karsilik, D41 Lactobacillus plantarum bakterisinin
Staphylococcus aureus iizerine inhibisyon etkisinin bulunmadigi belirlenmistir.
Lactococcus tiirii suslar1 arasinda, F45 Lactococcus lactis bakterisi Staphylococcus
aureus’ U en yiiksek inhibisyon oranina sahip olarak inhibe etmistir. Buna karsilik,
F39 Lactococcus raffinolactis bakterisinin  Staphylococcus aureus iizerine
inhibisyon etkisinin bulunmadigi belirlenmistir. Ayrica, Lactococcus raffinolactis
suslar’’'nin ~ Staphylococcus aureus {lizerindeki inhibisyon yiizdesi degerleri
birbirinden farkli degerler olmustur.

Leuconostoc tiiri suslar1 arasinda ise, A40 Leuconostoc lactis bakterisi
Staphylococcus aureus’ u en yiiksek inhibisSyon oranina sahip olarak inhibe
etmistir. Buna karsiik, A31 Leuconostoc mesenteroides bakterisinin
Staphylococcus aureus {izerine inhibisyon etkisinin az miktarda oldugu
belirlenmistir.

Bu ¢alismanin sonucunda elde edilen bulgular, 6rnegin Staphylococcus aureus’dan
korunmasi, raf dmriiniin uzatilmasi i¢in Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostoc
gibi LAB bakteri suslar1 kullanilmasinin olanakli oldugunu géstermistir. Buna ek
olarak, LAB’lerinin liretmis oldugu laktik asit’in patojenlerin elimine edilmesinde

etkin rol oynadig1 ve bu dogrultuda kullanilabilecegi belirlenmistir.
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