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Bitki Kokenli Laktobasiller Uzerine Bir Arasgtirma’

Aylin Sen?, Niliifer Toprak?, Evrim Giines? A. Kadir Halkman®

Ozet

Bu arastirmada domates ve havug érneklerinden 8 adet Lactobacillus izole edilmistir.
Gram pozitif, katalaz negatif, uglari yuvarlak kisa gubuklar seklinde, tek ve kisa
zincirler halinde bulunan izolatlara yapilan sorbitol, sellobiyoz, melibiyoz, trehaloz,
galaktoz testleri sonucunda 6 susun L. acidophilus ve 2 susun L. cellobiosus oldugu
belirlenmistir.

Giris

Laktobasiller, pek ¢ok gida icin hem istenen hem de istenmeyen turleri iceren genis
bir bakteri grubudur. Her ne kadar daha ¢ok sut ve urunleri ile 6zdeslestiriimis ise de,
bugin bilinen 90 kadar tiri ile dodada ¢ok farkli kaynaklarda bulunabilmektedirler.
Beslenmeleri agisindan "zor geligsenler" grubuna girmelerine ragmen, notr — yuksek
asitli ve ylksek proteinli hayvansal gidalardan, yuksek asitli ve dusuk proteinli bitkisel
gidalara kadar degisen genig bir sinir icinde varliklarini ve gelismelerini
surdurebilirler. Gastro-intestinal sistemin dogal florasi olmalari yaninda kadin treme
organlarina da yerleserek istenmeyen mikroorganizmalara kargi koruyucu etki
yaparlar (1, 2).

Laktobasiller dogadaki bitki ylzeylerinde ¢ok az miktarda bulunmakla beraber,
curtyen bitki dokulari ve ¢uriyen meyvelerde diger laktik asit bakterileri ile birlikte
¢ok sayida geligirler. Bu yuzden Uretimde oldugu kadar, tursular gibi fermente
artnlerin ve igeceklerin (bira, sarap, meyve sular1) bozulmasinda da buyuk bir 6neme
sahiplerdir. Baslica bitki kaynakh laktobasiller turleri L. plantarum, L. brevis, L.
coryniformis, L. casel, L. curvatus, L. sake ve L. fermentum 'dur (1, 3, 4).

Zaman zaman egri bir gubuk seklini alabilen uzun ve ince bir formdan kisaya kadar
uzanan, degisik formlar alabilen laktobasiller peritrik flagellalari ile hareketli, spor
olusturmayan, Gram pozitif bakterilerdir. Karbon kaynagini laktik aside kadar
parcalarlar. Laktik asidin yaninda fermantasyon UrlnU olarak asetat, CO,, etanol,
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format veya siiksinat olusabilir. ikiden daha fazla karbon atomu igeren ugucu asitler
bu islem sonucunda olusmaz. Mikroaerofilik ve aerotolerant anaerobdurlar. Kati
besiyerinde gelisme anaerob ortamda, azaltiimis O, konsantrasyonunda veya %5-10
CO; ortamlarinda genel olarak artar (5, 6, 7).

Laktobasiller jelatini kullanmazlar. Kazeini de kullanmamalarina karsin az miktarda
¢OozUnmus haldeki nitrojeni enerji zincirleri aracihigi ile kullanirlar. Bu igslem sonucunda
indol ve HS olusmaz. Porfirin halkalari olmadigindan katalaz ve sitokrom
negatiftirler. Besiyerinde pigment Uretimi ile nadir olarak karsilasilir. Boyle bir durum
s6z konusuysa sari ile kiremit kirmizisi arasinda bir renk olusumu goralur. Gelisme
sicakliklari 2-53 °C olup, optimum gelisme sicakliklari ise 30-40 °C arasindadir.
Optimum pH istekleri 5.5-6.2°dir. Bununla birlikte gelismenin 5.0 veya altindaki pH
‘larda gergeklestigi gorulur. Alkali pH 'larda gelisme dusuktir (6, 8, 9).

Tahil Granleri, et ve balik Urunleri, silaj, bira, sarap, meyveler, meyve sulari, tursular,
eksi hamur ve domates urUnleri bitkisel laktobasillerin izole edilebilecegi materyal
olarak tanimlanir. Agar ortamdaki koloniler kiuguktlr ve ayrica bu koloniler diizgln,
digbukey, pariltih ve 1sik gecirmeme gibi Ozelliklere de sahiptir. Pigmentleri
bulunmamasina ragmen bazen sari veya kirmizi renkte gorulebilirler. Bazi tarleri
pirizlii ve daginik koloniler olustururlar. ince, uzun ve diizgiin koloniler sadece L.
confusus tarafindan olusturulur. Sivi ortamdaki gelisme tamamlandiktan sonra
hicreler homojen ve duzgun bir sekilde dibe c¢okerler. Cok ince de olsa bir zar
olusumuna asla rastlanmaz (7, 10).

Laktobasiller kompleks organik besinlere ¢abucak adapte olabilirler. Ayrica enerji ve
karbon kaynagi olarak karbohidratlar diginda nukleotidleri, amino asitleri de
kullanirlar. Pantotenik asit ve nikotinik asit buttn tarler igin gerekliyken, tiamin sadece
heterofermentatif laktobasillerin gelismesi igin gereklidir. Folik asit, riboflavin,
pridoksal fosfat ve 3-amino benzoik asit de farkl tlrler tarafindan tlketilir ve en ¢ok
tuketilen ve gereksinim duyulan riboflavin’dir. Biotin ve B, sadece birka¢ tur
tarafindan kullanilir. Laktobasiller, yeterli miktarda karbohidrat, protein, nikleik asit ve
vitaminler oldugu taktirde, butin anaerobik ya da dugsuk oksijenli ortamlarda gelisme
gosterirler. En uygun sicakhk araldi termofilie yakin mezofilik ortamlardir. Fakat
dondurulmus et ve balik gibi donma sicakhgina yakin ortamlarda da L. viridescens, L.
sake ve L. plantarum gibi turler de Ureyebilirler. Laktobasiller genellikle asidurik ya da
asidofilik 6zelliktedirler. Laktik asit Ureterek pH seviyesini 4.0’dan asagiya c¢ekerler,
bdylece diger laktik asit bakterileri ve mayalar disindaki rakiplerini de elemine
ederler. Bu 6zellikleri, laktobasilleri insan ve hayvan bagirsak sistemlerinde 6nemli bir
inhabitant durumuna getirmektedir (1, 3, 4, 8).

Materyal ve Metot

Materyal

Arastirmada kullanilan domates ve havug¢ Ornekleri Ankara piyasasindan temin
edilmistir. Arastirma 4 farkli satis merkezinden alinan 5 adet domates ve 3 adet
havug 6rneginden izole edilen mikroorganizmalarla yurutulmustar.



Metot
Bakterilerin izolasyonu

Ankara piyasasindan saglanan domates ve havug¢ ornekleri steril bir bigak ile
dograndiktan sonra MRS Broth (Merck) besiyerinde 28-30 °C ’de 24 saat
inkiibasyona birakiimis ve inkibasyon sonunda Ureme go6zlenen tiplerden MRS
Agar (Merck) besiyerine 6ze ile sirme yapilmigtir. Mikroorganizmalarin geligmesi i¢in
MRS Agar 28-30 °C 'de 24 saat inklibasyona birakilmistir (9, 11, 12).

inkiibasyon sonunda MRS Agar besiyerinde gelisen koloniler incelenerek beyaz-
krem renkli olanlar secilerek, MRS Broth besiyerine inokule edilip aktiflestirilmistir.
Izolatlar 15 gunde bir yapilan ardigik pasajlarla +4 °C 'de korunmusglardir (9, 11, 12).

Tanimlama

izolatlari tanimlamak amaciyla cesitli fizyolojik ve biyokimyasal testlerden
yararlanilimistir. Once izolatlarin kati besiyerinde koloni sekilleri ve renkleri ile sivi
besiyerinde olusturduklari bulaniklik ve tortunun durumu gorsel olarak incelenmis,
daha sonra mikroskobik incelemelere gegcilmistir. Mikroskobik incelemelerde Gram
reaksiyonlari tespit edilmis hucre sekilleri belirlenmig, bunu takiben katalaz testi
yapimistir (9, 11, 12).

Cizelge 1 'de laktobasil turlerinin ayriminda kullanilan testler ve reaksiyonlar
verilmektedir.  Bunlardan seker testi (karbohidratlardan asit olusturma) olarak
sorbitol, sellobiyoz, melibiyoz, trehaloz ve galaktoz segilmigtir.

Seker testlerinde bilesimi pepton 10.0 g ; Maya ekstrakti 5.0 g ; Et ekstrakti 10.0 g ;
D-Glukoz 20.0 g ; Sodyum asetat 5.0 g ; Dipotasyum hidrojen fosfat 2.0 g ;
Manganez sulfat 4H,O 0.2 g ; Magnezyum sulfat 7H,O 0.05 g ; Tween 80 1.08 g ;
Triamonyum sitrat 2.0 g ; Distile su 1000 ml olan MRS Broth dan karbohidrat kaynag
olarak D-Glikoz ve et ekstrakti ¢ikarilarak temel besiyeri hazirlanmigtir. Test edilecek
sekerin distile suda % 10’luk ¢ozeltisi hazirlanmig ve besiyerinden ayri olarak sterilize
edilerek son konsantrasyon %2 olacak sekilde temel besiyerine sterilizasyondan
sonra ilave edilmigtir. Ayrica temel besiyerinin bilesimine sterilizasyondan donce %
0.004 oraninda klorfenolred indikatérii ilave edilmistir. Ureme sonucu rengin
kirmizidan sariya donmesi asit olusumunu ve reaksiyonun pozitif oldugunu
gostermigtir (10, 11).

Bulgular
Lactobacillus Suslarinin identifikasyonu

Domates ve havuglardan 8 adet Lactobacillus susu izole edilmigtir. Yapilan
morfolojik, fizyolojik ve mikroskobik incelemeler ile Gram reaksiyonlari ve katalaz test
sonuglarina gore bunlarin Lactobacillus suslari olduklari kesinlesmigstir. Tur bazinda
tanimlama sonucunda izolatlardan 6 adedinin L. acidophilus ve 2 adedinin L.
cellobiosus oldugu anlagiimistir (Cizelge 2).



Cizelge 1. Lactobacillus turl bakterilerin identifikasyonunda kullanilan testler
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+: suglarin %90 'dan fazlasi + ; -: suslarin %90 'dan fazlasi negatif ; d: degdisken
Cizelge 2. izole edilen Lactobacillus suslarinin fizyolojik bazi 6zellikleri
Suslar Gram Kat | Sor | Cel | Tre | Gal | Mel Sonug
D1 + - - + + + - L. acidophilus
D2 + - - + + + - L. acidophilus
D3 + - - + + + - L. acidophilus
D4 + - - + + + + L. cellobiosus
D5 + - - + + + + L. cellobiosus
H1 + - - + + + - L. acidophilus
H2 + - - + + + - L. acidophilus
H3 + - - + + + - L. acidophilus

D: Domates ; H: Havug ; Gram: Gram reaksiyonu ; Kat: Katalaz ; Sor: Sorbitol ; Cel:
Selobiyoz ; Tre: Trehaloz ; Gal: Galaktoz ; Mel: Melibiyoz

Bitki kokenli laktobasil turleri olarak L. plantarum, L. brevis, L. Coryniformi§, L. casei,
L. curvatus, L. sake ve L. fermentum (1, 3, 4) ilk akla gelenlerdir. Ozelikle L.
plantarum pek ¢ok bitkide bulunan bir bakteridir. L. acidophilus ise asidofiluslu sut




olarak tanimlanan ve saglik amacl tiuketilen fermente st trlnU elde edilmesinde
kullanilir (5). Bu galismada izole edilen Lactobacillus cellobiosus ise dogada ¢ok
yaygin olan, 6zellikle fermente bitkilerde ve et Urlnlerinde, ayni zamanda insanlarin
agizlarinda bulunan bir bakteridir (1, 8).

Bu calismada L. cellobiosus 'un 2 adet olarak domatesten izole edilmesi normal
olmakla beraber, L. acidophilus 'un 6/8 (%75) dizeyinde izole edilmis olmasi dikkat
cekmistir.

Cizelge 1 'deki verilerin degerlendirmesi ve buna gore tanimlama agagida agiklandigi
sekilde yapilmistir.

Tum izolatlarda sorbitol negatif sonu¢ alindidina goére izolatlarin L. salivarus, L.
plantarum ve L. casei olamaz. Yine tum izolatlarda sellobiyoz test sonucu pozitif
olduguna goére, izolatlarin sellobiyoz negatif sonug veren L. helveticus, L. jugurti, L.
bulgaricus, L. lactis, L. fermenii, L. buchneri, L. brevis, L. delbrueckii, L. viridescens
olma sansi da yoktur. Galaktoz ve trehaloz test sonuglari da 8 izolat igin pozitif sonug
verdigine gore izolatlar L. leichmannii de dedildir. Bu asamada sadece 2 bakteri
kalmaktadir, L. acidophilus ve L. cellobiosus. Son test olan melibiyoz testi pozitif
olanlar L. cellobiosus ve negatif olanlar L. acidophilus olarak bu sekilde
tanimlanmiglardir.

Gorulduga gibi 5 seker testi ile izolatlarin tima tanimlanabilmigtir. Farkli reaksiyon
sonuglari alinmig olsa idi, kugkusuz ilave testlerin yapiimasi gerekecek idi.

Biyokimyasal testlere dayali olan bakteri tanimlamasinda en 6nemli hususlardan
birisi kullanilan referans tablolarindaki pozitif ve negatif degerler yerine o tire ait
suslarin gercek anlamda yuzde kaginin o testte pozitif ya da negatif sonug verdiginin
bilinmesidir.

Bu tablolarda "+" o ture ait yUzlerce susta yapilan denemeler sonucunda %90 'dan
daha fazlasinin pozitif oldugu anlamindadir (8). Buna gore 6rnegin %91 pozitif sonug
icin "+" deg@erinin gosterilmis olmasi %9 oraninda negatif sonug¢ alinabilecegini de
gOstermektedir ve %9 kigimsenmemesi gereken bir sonugtur.

Dolayisi ile sadece bu gibi tablolar yardimi yapilan tanimlama sonuglarina her zaman
kusku ile bakilmahdir.
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