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oz

Bu ¢alismada tilkemizin farkli illerinden toplanmis 17 adet geleneksel tursu 6rneginden Laktik Asit Bakterileri
(LAB) izole edilip tammlanmis ve izolatlarin fonksiyonel nitelikleri karakterize edilmistir. Genotipik
ayristirma sonucunda 9 farklt tiire ait 21 sus tespit edilmigtir. Takiben bu 21 susun potansiyel probiyotik
degerlendirmeleri safra tuzlarina direng ve distk pH’da gelisim agisindan test edilmis ve Lactiplantibacillus
plantarum ve 1 evilactobacillus brevis suslarmin yitksek canlilik gésterdigi tespit edilmistir. Izolatlarmimn antibiyotik
direnglerinin ise oldukea diisiik seviyede oldugu gozlenmistir. Onemli olarak antifungal aktivite agisindan sus
spesifik etki gbzlenirken, antibakteriyel aktivite noktasinda oldukea giiclii aktivite sergilemislerdir. Son olarak
tursu izolatlarmin GABA {retim potansiyelleri agiga cikarilmis ve Levilactobacillus brevis VB13 susunun
0.62840.11 mg/mL GABA tretebildigi gosterilmistir. Elde ettigimiz sonuglar tursuda bulunan LAB
cesitliligini ve bu suslarin fonksiyonel etki potansiyelini gstermesi bakimindan 6nem arz etmektedir.
Anahtar kelimeler: Tursu, Laktik Asit Bakterileri, probiyotik, GABA tiretimi

ISOLATION OF LACTIC ACID BACTERIA FROM TRADITIONAL PICKLE
SAMPLES, THEIR IDENTIFICATION USING MOLECULAR METHODS, AND
DETERMINATION OF SOME FUNCTIONAL PROPERTIES

ABSTRACT

In this study, Lactic Acid Bacteria (LAB) were isolated and identified from 17 traditional pickled
vegetable samples collected from different provinces and their functional roles were characterised.
As a result of genotypic separation, 21 strains belonging to 9 different species were identified. These
strains were further tested for their potential probiotic roles by testing their bile salts and low pH
resistance and strains of Lactiplantibacillus plantarum and Levilactobacillus brevis demonstrated superior
characteristics in terms of survival. The antibiotic resistance of isolates was found to be at very low
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levels. Importantly, while strain-specific effects were observed in terms of antifungal activity, they
showed very strong activity in antibacterial activity. Finally, pickle isolates were tested for GABA
production and Levilactobacillus brevis VB13 strain demonstrated 0.628+0.11 mg/mL GABA
production. The results we obtained are important in terms of showing the diversity of LAB in pickles

and the functional effect potential of these strains.

Keywords: Pickle, Lactic Acid Bacteria, probiotic, GABA production

GIRIS
Tuketici taleplerine ve Dinya’daki beslenme
egilimlerindeki degisikliklere paralel olarak son
dénemde bitkisel temelli fermente driinlere olan
ilgi cok hizli bir sekilde artmaktadir (Behera vd.,
2020). Ulkemiz fermente iiriinler acisindan
oldukca zengin bir konumdadir ve bitkisel
trtinlerin fermentasyonu ile iretilen tursu tlkemiz
fermente drinlerinin basinda gelmektedir. Bu
kapsamda cok c¢esitli sebzeler ve bazt meyveler
tursu Gretiminde kullaniabilirken, fermantasyonu
yuriten Laktik  Asit  Bakterileri  (LAB),
hammaddede bulunan ve spontan olarak triinde
gelisen tiirlerin suslarindan olusmaktadirlar. Tlgili
LAB’ler ortamda bulunan diger
mikroorganizmalart baskilayip geliserek pH’nin
dustisit ve ayni zamanda fermente Urlnlerin
organoleptik  Ozelliklerinin olusumu ile
neticelenen stireci yonetmektedirler (Tokatl vd.,
2019). Aymi zamanda tursu Uretim sirecinin
6nemli faktorleri olan su aktivitesi, ortam sicakligy,
kullanilan tuz konsantrasyonu, anaerobiosis ve
yiksek asitlik gibi faktorler LAB’nin ortamda
dominant olmasina ve neticede istenmeyen diger
mikroorganizmalarin inhibisyonuna katk1
saglamaktadir (Erten vd., 2016). LAB’nin diger
mikroorganizmalara  karst  gosterdigi  bu
antagonistik aktivitenin farkli mekanizmalar ile
meydana  geldigi  bilinmektedir.  LAB’nin
karbonhidrat kaynaklarini fermente etmeleri
sonucu urettikleri laktik ve asetik asit gibi organik
asitler nedeni ile disen pH ya karst bircok
mikroorganizmanin hassasiyet gOstermesi, yine
LAB tarafindan uretilen H>O2’nin
mikroorganizmalar  Uzerine  inhibitér  etki
gostermesi  ve LAB  tarafindan  dretilen
bakteriyosinlerin 6zellikle yakin iligkili bakteriler
lzerine inhibitér etki géstermesi bu mekanizmalar
arasinda yer almaktadir. Ayrica LAB tarafindan
tretilen, diasetil, alkol ve CO; gibi baz
metabolitlerinde bazi mikroorganizmalar tzerine
inhibitor etki gésterebilmektedir (Tokatl, 2013).
Neticede tursu orijinli LAB tiirleri ytiksek rekabet

gicleri, dusik pH  ve  yiksek  tuz
konsantrasyonlarinda gelisip canliliklarint
sirdirme  potansiyelleri  acisindan  dikkat

cekmekte ve Ozellikle bitkisel fermente trtnlerin
6neminin her gegen giin arttig1 gliniimiizde starter
kiltir ve Onemli olarak potansiyel probiyotik
mikroorganizma olarak 6nem arz etmekteditler
(Liu vd., 2022). Ayrica antimikrobiyal aktiviteye
sahip starter kiltir suglari, fermente gidalarin
patojen ve  bozulma  etmeni  bircok
mikroorganizmaya karst korunmasinda, gida
givenligi ve insan saghgl acisindan en etkin
¢bzimi sunmaktade (Huang vd., 2009). Bu
noktada olduk¢a farkli bitkisel —materyalin
kullanilabildigi geleneksel tursularimizdan LAB
turlerinin  izolasyonu ve bunlarin  Gzellikle
probiyotik potansiyellerinin belitlenmesi olduk¢a
6nem arz etmektedir. Boylece hem ticari
probiyotiklere erisimi ¢ok kolay olmayan kiiciik
isletmeler icin fonksiyonel starter kaltir tretimi
ile ilgili bir baglangic yapilabilecek (Zielifiska vd.,
2015), hem de biyik c¢apll endiistriyel
uygulamalar icin geleneksel LAB tiirlerimiz agiga
ctkarllmis olabilecektir. Aymi zamanda &zgiin
fonksiyonel starter olabilecek LAB suslarinin
izolasyonu geleneksel suslarimizin korunmast ve
fermente Urlinlerin daha kontrolli sartlarda
nitelikli Gretimine de katki saglayabilecektir (Liu
vd.,, 2022).

Laktik asit bakterileri gida dretiminde starter

kiltir  olarak  kullanilmalarnin  yani  sira,
endustride probiyotik olarak da
kullamlmaktadirlar.  Tursu  gibi  geleneksel

fermente urtinlerden izole edilen LLAB suslarinin
probiyotik  potansiyellerinin ~ degerlendirilmesi
amactyla safra tuzlarina direng, disik pH
sartlarinda canliliklarini stirdiirme, antimikrobiyal
etkinlik, dusiik antibiyotik direnci gibi 6nemli
parametrelerin ilk olarak degerlendirilmesi ve
burada ustiin 6zellik gbsteren suslarin in vitro ve
in vivo denemeler kapsaminda test edilmesi
gerekmektedir (Zeng vd., 2020). Probiyotik
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bakteriler icin ilk gereksinim, transfer oldugu aktif
alanlarda hayatta kalabilmeleridir. Yararl bagirsak
islevleri olan probiyotik bakterilerin midenin
asidik ortamindan gecerken hayatta kalmast
gerekmektedir.  Bununla bitlikte bakterilerin
bagirsaktaki  epitel  ylizeylere  tutunmasi;
kolonizasyon, immiin sistemin aktive edilmesi ve
patojenlere karst antagonistik aktivitenin 6n sartt
olarak kabul edilmekte ve probiyotik secimi icin
temel kriter olarak gorilmektedir.
Mikroorganizmalarin  en  distaki  yiizeyinin
hidrofobik dogast konakeiya tutunmasini saglayan
birka¢ mekanizmadan biridir ve hidrofobisite;
probiyotik se¢imi i¢in temel kriterlerden birisi
olarak g6rilmektedir (Monteagudo-Mera vd.,
2019).

Fermente ve probiyotik gidalarin iretiminde
kullanilacak LAB’lerin glivenli mikroorganizmalar
olmalari istenmektedir. LAB’lerin antibiyotik
diren¢ geni bulundurmalari durumunda, bu
genleri patojenlere veya florada bulunan diger
bakterilere aktarma olasiliklart 6nemli bir sorun
teskil etmektedir. Bu nedenle gida sanayiinde
farkli amagclarla kullanilacak LAB’nin antibiyotik
diren¢ genlerine sahip olmamasi istenmektedir
(Mathur ve Singh, 2005; Zarzecka vd., 2023).
Geleneksel kaynaklardan izole edilen 6zgiin LAB
tirlerinin  probiyotik potansiyellerinin  ortaya
konmast adina belirtilen bu kritetlerin test edilerek
ac1ga ctkarilmast olduk¢a 6nemlidir.

Son dénemde LAB suslarinin fonksiyonel etki
mekanizmast kapsaminda degerlendirilen bir diger
parametrede Ozellikle beyinde ndérotransmitter
olarak rol alarak insan sagliginin  devamu
noktasinda fizyolojik fonksiyonlart olan 6nemli
bir biyoaktif madde y-aminobiitirik asit (GABA)
tretimi gelmektedir (Chakraborty vd., 2023).
Yapilan calisgmalar GABA ile zenginlestirilmis
gidalarin  tiiketiminin  kanserli  hucrelerin
cogalmasint engelleyebildigini (Park ve Oh, 2007),
hafizay1 ve 6grenme yeteneklerini gelistirebildigini
ortaya koymustur (Miura vd., 2006). Bu yararlt
islevleri nedeniyle GABA artan ticati bir 6neme
sahiptir. GABA'nin kimyasal veya biyolojik olarak
sentezlenmesi i¢in bircok yontem bulunmasina
ragmen (Coda vd., 2010; Inoue vd., 2003;
Plokhov vd., 2000), biyolojik yontemler ile

tretilmesi kimyasal sentez yontemlerine gore
6nemli avantajlar sunmaktadir (Huang vd., 2007).
Bu agidan LAB’ler yiiksek diizeyde GABA tiretimi

icin Ozgiin mikroorganizmalar olarak
gorilmektedir.  Ozellikle GABA  agisindan
zenginlestirilmis gidalarin tretiminde

kullanilabilme potansiyellerinin yiksek olmast
nedeniyle GABA dreten LAB’ler buyik bir
6neme sahiptir. Yapilan calismalar GABA
tretiminin = LAB  tlrleri arasinda  G6nemli
diizeylerde farklilk gosterdigini ortaya koymus
olup (Demirbas vd., 2017), ytksek miktarlarda
GABA  dretimi  gerceklestirebilen  suslarin
probiyotik iceren ve fonksiyonel fermente
Urtinlerin Gretiminde kullanimini saglamak icin
geleneksel driinlerimizdeki LAB’lerin GABA
Uretimi noktasinda test edilmesi Gnem arz
etmektedir. Bu noktalardan hareketle bu calisma
kapsaminda tlkemizin 7 farkl ilinden toplam 17
farkls geleneksel tursu 6rnegi toplanmis ve tursu
orneklerinde yer alan LAB’lerin izolasyonu
gerceklestirilmistir.  Tursu  6rneklerinin - pH,
organik asit ve seker icerikleri HPLC analizi ile
belirlenmistir. LAB  tiirlerinin  izolasyonunu
takiben morfolojik olarak farkli tiitler rep-PCR
analizi ile genotipik ayrima tabi tutulmus ve
genotipik ayrim neticesinde farkli bulunan LAB
suslart 16S rRNA geni temelli tanimlanmiglardir.
Takiben tanimlanan LAB suslarinin potansiyel
probiyotik degerlendirmesi ve fonksiyonel etkileri

safra  tuzlan ve disik pHda  canlilik,
hidrofobisite, antibiyotik hassasiyetinin
belirlenmesi,  antibakteriyel ~ve  antifungal

etkinliklerinin degerlendirilmesi ve son olarak
GABA iretim yeteneklerinin ac¢iga c¢ikartilmast
kapsamunda ortaya konmustur. Bu sonuclarin
6zellikle gelencksel tursu 6rneklerimizde bulunan
LAB  suslarinin  fonksiyonel — niteliklerini
gostermesi bakimindan Ozgin katkilar
sunabilecegi 6ngorilmektedir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

PCR calisgmalarinda kullanilan bilesenler Thermo
Fisher Scientific (ABD) firmasindan satin
alinmistr. Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan
kimyasal ~ malzemeler =~ Merck  (Almanya)
firmasindan ve kullanilan tim HPLC standartlar
ise Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin
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edilmistir. Calisma kapsaminda kullanilan biitin
kimyasallar analitik safliktadir.

Tursu Ornekleri
Calisma kapsaminda LAB’nin izolasyonu icin
Turkiye’nin farkl illerinden herhangi bir sekilde

starter kultlir ilavesi yapilmadan tretilmis 17 adet
geleneksel meyve ve sebze tursu Ornegi
toplanmustir (Cizelge 1). Toplanan 6rnekler steril
numune kaplarina almarak soguk zincirde
laboratuvara getirilmis ve analiz strecinde
buzdolab: sartlarinda muhafaza edilmistir.

Cizelge 1. Toplanan tursu 6rneklerinin dagilimi
Table 1. Distribution of the collected pickle samples

Ornek Toplanan Tller
Sample Collected Provinces

Tursu gesidi Pickle variety

Salamura fasulye yapragi (1) Pickled bean leaves
Fasulye tursusu (2) Bean pickle

Pazi tursusu (1) Chard pickle

Kirmizt pancar tursusu (1) Pickled red beetroot

Bayburt

Lahana tursusu (1) Sauerkrant

Karnabahar tursusu (1) Cauliflower pickle
Brokoli tursusu (1) Broccoli pickle
Dereotlu karisik tursu (1) Mixed dill pickle
Yabani armut tursusu (1) Pickled wild pear

Alig sirkesi (1) Hawthorn vinegar

Giresun Fasulye tursusu (1) Bean pickle
Nevsehir Biber tursusu (1) Pickled peppers
Istanbul Fasulye tursusu (1) Bean pickle
Ankara Salatalik tursusu (1) Pickled cucumber
Trabzon Lahana tursusu (1) Sawuerkrant
Malatya Karnsik tursu (1) Mixed pickle

Tursu Orneklerinin Kimyasal Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Toplanan tursu Orneklerinin kimyasal Szellikleri
pH, organik asit ve seker icerikleri belirlenerek
ortaya konmustur.

Tursu drneklerinde pH tayini

Tursu 6rneklerinin pH’sint belitlemek icin dijital
pH-metre (WTW Inolab 7110, Almanya)
kullanilarak ~Ol¢timler yapilmistr. pH metre
standart tampon c¢ozeltiler ile kalibre edildikten
sonra 6l¢iim islemi 22+2°C’de gergeklestirilmistir.

Tursu drneklerinin seker iceriginin HPL.C ile belirlenmesi
Tursu Orneklerinin seker icerigi HPLC (Yiksek
basinglt stvi kromatografisi) cthazi (Schimadzu
CBM-20A, Japonya) kullanilarak analiz edilmistir.
Bu amacla ilk olarak tursu sulari 0.22 um’lik
filtreden gecirilerek HPLC viallerine alinmis ve
analiz icin 20 pl. 6rnek HPLC’ye verilmistir.
Analizde mobil faz olarak H>O kullanilmis ve akis
hizt 0.6 mL./dk olarak ayatlanmistir. Analiz icin
kolon  sicakligt  85°C’ye  ayarlanmis  olup

CONCISE CarboSep CHO 87C (300 x 7.8 mm,
ABD) kolon kullanilarak analiz
gerceklestirilmistir. Sekerlerin tespiti icin refraktif
indeks detektorii (Shimadzu RID-10A, Japonya)
kullanilmis ve standart seker olarak glukoz,
galaktoz, maltoz ve fruktoz kullaniarak cihazin
kalibrasyonu yapilmistir.

Tursu orneflerinin organik asit igeriginin HPLC' ile
belirlenmesi

Tursu Orneklerinin organik asit icerigi HPLC
(Schimadzu ~ CBM-20A, Japonya)  cihaz
kullaniarak belirlenmistir. Analizde mobil faz
olarak 10 mM HCIO4 kullanilmis ve mobil faz akis
hizt 0.8 mL./dk olarak ayatlanmistir. Analiz edilen
tursu sular1 0.22 um’lik filtreden gecirilerek HPLC
viallerine alinmus ve 6rnekten 20 pL cihaza enjekte
edilmistir. Her bir analiz stresi, organik asit
piklerinin ¢ikis stresine gore 20 dakika olarak
belirlenmistir.  Organik asitlerin ~ maksimum
absorbsiyonu PDA (Photodiode Array Detector)
dedektérde (Shimadzu SPD-M20A, Japonya) 210
nm dalga boyunda belitlenmistir. Analiz icin
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Inertsil ODS-3 C18 (250 x 4.6 mm 5 um, Japonya)
kolonu kullanilmis ve kolon sicakligt 40°C olarak
ayarlanmustir. Standart olarak laktik, asetik, sitrik,
propiyonik, okzalik, tartarik ve formik asit
kullanilarak kalibrasyon yapilmustir.

Tursu  Orneklerinden  Laktik  Asit
Bakterilerinin Izolasyonu ve Tanimlanmast
Laktobasillerin igolasyonn

Tursu Orneklerinden LLAB tutlerini izole etmek
amaci ile 6rneklerden 10 gram steril stomacher
posetlerine tartiip 90 mL steril fizyolojik tuzlu su
¢Ozeltisi ilave edilerek homojenize edilmistir.
Daha sonra Orneklerden  seri  dilisyonlar
hazitlanmugtir. Laktobasil titlerinin  izolasyonu
icin 102, 103 ve 10+ dilisyonlardan MRS agara
yayma yontemi ile ekim yapilip petri plakalar
37°C de 48 saat aerobik ortamda inkibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda kati besiyeri
ortaminda gelisen morfolojik olarak farklt olan
koloniler secilip MRS agar ortamina ¢izilerek
saflagtirilmistir. Izole edilip saflagtirilan kulttrler
ilgili stvi besi ortaminda gelistirilerek  stok
soliisyonlari sonraki analizlerde kullanilmak tizere
%40’Lik gliserol kullanilarak hazitlanip -80° C’de
depolanmustir.

Genomik DNA izolasyonu
1zole edilen ve saflastirilan kiltirlerden DNA

izolasyonu fenol:kloroform:izoamil alkol
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu metod ile bazt
izolatlarda sonu¢ almamamis olup gerekli
gorildigi  durumlarda DNA  izolasyonu

Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (Invitrogen,
ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Fenol:kloroform:izoamil ~ alkol  ile = DNA
izolasyonu icin sivi kiltir ortamunda bir gece
gelistirilmis kiltiirden eppendorf tiipl igerisine 1
mlL alinarak 10 dakika 8000Xg de santrifiij islemi
ile bakteri hiicreleri bir araya toplanmugstir. Ttpteki
stipernatant uzaklastirildiktan sonra bir araya
toplanan hiicrelerin tizerine 450 uL. TE (Ttis
EDTA) tamponundan ilave edilip hafif bir
karistrma  ile  hiicrelerin - tampon  igerisinde
stispanse olmast saglanmustir. Stspanse edilen
hticrelere 50 pl. %10’ luk SDS (Sodyum dodesil
stlfat) ve 2 pL Proteinaz K ilave edilip iyice
vortekslendikten  sonra  37°C’de 1  saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda

0.5 mL fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1)
karisimindan  ilave edilip tipler bas asagl
cevrilerek iyice karstirilmis ve 5 dakika oda
sicakhiginda inkiibe edilmistir. Icerik 4°C’de 10
dakika 7000Xg de santrifijlendikten sonra elde
edilen stpernatant benzeri yiiksek viskoziteli jel
otomatik pipet kullanilarak toplanip yeni bir tiipe
aktarilmistir. Islem fenol-kloroform-izoamil alkol
karisimi ile bir kez daha tekrarlanip olusan
stpernatant benzeri yiksek viskoziteli jel yeni bir
tipte toplanmistir. 5M’lik sodyum asetattan 50 ulL
igerige ilave edilip hafifce karistirilmustir. Igerige 1
mL izopropanol ilave edilerek ¢bken DNA’nin
beyaz iplik¢ikleri olusana kadar ters-diiz edilerck
hafifce karstirtlmustir. Tcerik 3000xg de 10 dakika
santrifiijlendikten sonra stipernatant uzaklagtirilip,
elde edilen pellet tizerine 0.5 mL %70’lik etanol
ilave edilip hafif kanstrildiktan sonra icerik
3000Xg de 10 dakika santrifiijlenmistir.
Stipernatant uzaklagtirildiktan sonra kalan etanolii
uzaklastirmak icin icerik 37°C’de 5-10 dakika
bekletilmis ardindan elde edilen DNA 100 pL
distile su ilave edilerek stispanse edilmistir.

rep-PCR analizi ile genotipik karakterizasyon

Izole edilen ve saflastirlan kiiltiirlerin  farkl
suslara ait olup olmadigini belitlemek igin rep-
PCR (repetitive element palindromic PCR) analizi
yapilmustir. rep-PCR analizi icin daha 6nce bu
kapsamda tanimlanmis olan GTG5 primeri (5-
GTGGTGGTGGTGGTG-3) kullanidlmistir. Bu
amag¢ icin hazirlanan PCR karigimi ve rep-PCR
sartlart daha Onceki galisma gibi uygulanmustir
(Dertli vd., 2016).

168 rRINA bilgesinin PCK ile amplifikasyonn
rep-PCR islemini takiben secilen farkli kolonilere
16S PCR islemi uygulanmistir. 16S geninin
ampilifikasyonu AMP_F (5-
GAGAGTTTGATYCTGGCTCAG-3%) ve
AMP_R (5- AAGGAGGTGATCCARCCGCA-
3) primer cifti kullanilarak gerceklestirilmistir.
PCR islemi icin; ekstrakte edilen DNA larin 1
uL’si DNA Polimeraz ile ytritilen PCR da DNA
sablonu olarak kullandmistir. Bu amacla
hazirlanan PCR karnisimi ve PCR sartlart daha
onceki calisma gibi uygulanmustir (Dertli vd.,
2016).
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PCR irtinlerinin jel elektroforezi ile kontroli icin
konsantrasyonu %1 olan agaroz jeli 0.5X Tris
borat EDTA (ITBE) tamponu kullaniarak
hazirlanmistir. PCR drintnden 10 pl. alinarak
agaroz jeldeki kuyucuklara yiklenmis ve TBE
tamponu kullanilarak 100 V da 50 dk elektroforez
islemine birakilmistir.  Elektroforez isleminin
ardindan jeller 1 mg/L'lik etidyum bromid
(Thermo Fisher Scientific, ABD) ¢ozeltisi
icerisinde 30 dk bekletilerek jelde yiikli olan DNA
parcaciklarinin boyanmast i¢in beklenmistir. Bu
islemin ardindan jeller deiyonize su icerisinde kisa
tutularak  durulandiktan  sonra UV
Transilluminatér (Cleaver Scientific, Ingiltere)
kullanilarak UV 1stk altinda goriintilenmistir.
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, ABD) her elektroforetik jelde DNA
boyutlayicist olarak kullanilmistir.

sure

Dizi analizi

Amplifikasyonu takiben saflagtirilan 16S rfRNA
genine ait PCR riinlerinin  sekans analizi
tlkemizde dizileme analizi konusunda hizmet
veren Medsantek firmasindan (Istanbul, Tiirkiye)
hizmet alimi ile gerceklestirilmistir. Elde edilen
sekanslar, %99-100 benzetlik kriteri ile BLAST
algoritmast kullanilarak hizalanmis ve béylelikle
suslar tanimlanmustir. Sekans datalart NCBI veri

sistemine submit edilmis olup submission
numaralart  0Q428838;00Q428858  arasinda
degismektedir. Tanimlanan suglarin  evrimsel

iliskilerini, aralarindaki genom benzerliklerini veya
farklliklarini  ortaya koymak igin filogenetik
analizleri MEGAX paket program: kullanilarak
yapilmis ve filogenetik aga¢ olusturulmustur
(Kumar vd., 2018). Bu baglamda filogenetik
agaclar 1000 tekrarli &zyiikleme ile neighbour-
joining (NJ) metodu kullanilarak olusturulmustur
(Saitou ve Nei, 1987; Tamura vd., 2004).
Izolatlarin Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Suglarm diisiik pH ve safra tuglarma kars: direncinin
belirlenmesi

Segilen farklt LAB trlerinin dustik pH ve safra
tuzlarina karst direncinin degerlendirilmesi icin
izolatlar MRS besiyeri kullanilarak gelistirilmistir.
Ardindan kiltirler %0.85’lik steril fizyolojik tuzlu
su ile iki kez yikanarak yogunluklart ODgpo nm de

Fonksiyonel

~ T’e ayarlanmistir. Kontrol amach pH ayarlamast
yaptlmadan ve safra tuzu ilave edilmeden kiltiirler
MRS ortamina %1 oraninda inokile edilmistir.
Ayni sekilde %0.3 (w/v) safta tuzu (Biolife, Ttalya)
iceren ve 1M HCI ile pH 4’ ayarlanmus MRS
besiyeri ortamlarina kiltirlerden %71 olacak
sckilde inokule edilerek 37°C’de inkiubasyona
birakilmustir, Kiltiirlerin gelisimleri her dort saatte
bir 24 saat boyunca spektrofotometre kullanilarak
ODyoo nm de 6lgiilmiistiir (Ispitli vd., 2015).

Llgili tiirlerin hidrofobisite niteliklerinin belirlenmesi
Secilen tiirlerde tutunma analizi Sagdic vd.,
(2014)nin  yapmus olduklar1 metoda gore
gerceklestirilmistir. Bu amag¢ icin gelistirilen
kiltirler, santriftij (1200xg, 4°C, 10 dk) islemi
uygulandiktan sonra 50 mM KoHPO, (pH 6.5) ile
iki kez yikanmis ve ardindan ayni tampon
cozeltide  stispanse  edilmigtir.  Izolatlarin
yogunlugu OD590 nm’de yaklasik olarak 1’e
ayarlanmis ve deney tipleri igerine 3 mL
bakteriyel siispansiyon ve 0.6 mL n-hekzadekan
ilave edilmistir. Takiben katistm 120 saniye
vortekslenmis ve daha sonra faz ayrismast icin
hareket ettirmeden 20 dk boyunca 37°C inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrast alt faz (sulu)
dikkatlice alimip OD560 nm’de l¢iim yapilmistr.
% Adezyon asagida verilen formil kullanilarak
hesaplanmustir.

% Adezyon = [(A—A)/Ag]100,

Ay Slgimden 6nceki baslangic OD degeri

A ise 20 dk’lik inkiibasyondan sonraki OD degeri

Llgili tiirlerin antibiyotik hassasivetlerinin belirlenmesi

Secilen LAB tirlerinde antibiyogram  testi
antibiyotik  difiizyon  diskleri  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amag icin Ispirli vd.,
(2015 nin  belirttigi metot kullanilmustir. lgili
besiyerlerinde  aktiflestirilen  bakteriler 107
kob/mL olacak sekilde ayarlanmis ve takiben 100
uL alinarak MRS agar tizerine yayma yontemi ile

ekilmistir. ~ Ardindan  antibiyotik  diskler
(Streptomisin, Penisilin, Kanamisin,
Kloramfenikol, Eritromisin, Tetrasiklin,

Oksitetrasiklin, Ampisilin) (Bioanalyse, Ttrkiye)
agar Uzerine yetlestirilmis ve petriler 37°C’de 24
saat  inkiibasyona  birakilmistir.  Inkiibasyon
sonunda olusan inhibisyon zonlart kaydedilerek
izolatlarin antibiyotik hassasiyetleri belirlenmistir.
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Izolatlarin antifungal aktivitelerinin belirlenmesi
Secilen izolatlarinin antifungal aktiviteleri gida
givenligi acisindan 6nem  tastyan _Alfernaria
alternata, Aspergillus niger ve Penicillium chrysogenum
test kiflerine karst test edilmis olup (Bhunia,
2018) ilgili test kiifleri Yildiz Teknik Universitesi
Gida Mithendisligi Bolimu kaltir
koleksiyonundan temin edilmistir. Antifungal
etkinin belirlenmesi amactyla 6ncelikle test edilen
kifler PDA besiyerinde 25-30°C de 5-7 gin
boyunca gelistirilmis ve kif sporlart 1Xx10¢
spor/mL  olmak kosulu ile hasat islemi
gerceklestirilmistir. Secilen LAB izolatlart MRS
agar besiyerine 10 uL’lik ti¢ kopya halinde nokta
ckim yontemi ile ekilmis ve 37°C’de 48 saat
boyunca  aerobik  sartlarda  inkiibasyona
birakilmistir. LAB suglarinin gelisimini takiben
petrilerin tizerine 1X106 spor/mL fungus icerecek
sekilde PDA soft agar (%0.8 agar) eklenmistir.
Takiben petriler acrobik kosullar altinda 30°C’de
48 saat boyunca inkube edilmis ve kiiflerde olusan
inhibisyon zonu Olcllmistir (Demirbas vd.,
2017). Inhibisyon zonu inhibisyon olusan alanin
total ekim yapilan petri alanina bélinmesi ile elde
edilmistir. Sonug olarak tursu izolatlarinin kifler
tzerindeki etkisi — inhibisyon yok, + petri alaninin
%0.1~3inde fungal gelisim yok, ++ petri
alaninin %3~8’inde fungal gelisim yok ve +++
petri alaninin %8~12’sinde fungal gelisim yok ve
++++ petri alaninin >%712’sinde fungal gelisim
yok seklinde belirlenmistir (Magnusson ve
Schnuter, 2001). Kiflere karst etkinin
bakteriyosin benzeri maddelere ilaveten laktik-
asetik  asit gibi cesiti son  drinlerden
kaynaklanabilecegi distnilmis dolayisiyla bu
islemler bakterilerin kendisi ile yiriitilmistiir.

Izolatlarin antibakieriyel aktivitelerinin belirlenmesi

Segilen LAB tiirlerinin antibakteriyel
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla ilgili izolatlar
Staphylococens anrens ATCC 29213, Bacillus cerens
ATCC 11778, Escherichia coli ATCC 25922 ve
Salmonella  typhinmurinm  RSSK 95091  patojen
tiirlerine karst test edilmistir. Ilgili patojen tiirler
TSB besiyerti icinde 37°C’de gelistitilerek analiz
icin hazir hale getirilmistir. LAB suslarinin
antibakteriyel etkisinin belirlenmesi i¢in agar
noktalama testi kullanilmis olup izolatlar 37°C’de
18-24 saat MRS besiyeri ortaminda gelistirildikten
sonra, MRS agar ortamina, bir petride 2 farkli sus

olacak sekilde nokta ekim yapilip 37°C’de 24 saat
sireyle inktbasyona birakilmistir. TSB  stvi
ortaminda gelistirilen patojen bakteriler %0.8
oraninda agar iceren 10 mL yumusak agar (TSB)
ortamina inokile edilerek, nokta ekim yapilan
MRS agar plaklarinin tizerine ikinci tabaka halinde
dokilmiis ve homojen bir sekilde yayimustir.
Daha sonra bu ortamlar patojen bakterilerin
gelisimi icin 37°C’de 18-24 saat inkibasyona
birakilmistir. Bu siire sonunda, izolatlarin patojen
bakterilere karst olusturduklart inhibisyon zonlart
incelenmistir (Hwanhlem vd., 2011).

LAB suglarinin GABA iiretim seviyelerinin HPLC ile
belirlenmesi

LAB suglarmuin GABA iretim potansiyelleri
Villegas vd., (2016) tarafindan ifade edildigi
sekilde belitlenmistir. Bu amacla tim suslar 53
mM MSG iceren MRS sivi besiyeri ortamlarinda
30°C'de 96 saat inkibasyona birakdmistir.
Inkiibasyonun tamamlanmasinin ardindan kiiltir
stipernatantlart 6000Xg'de 15 dakika santrifiij
islemi ile toplanmis ve suslartn GABA dretim
seviyeleri HPLC (Schimadzu CBM-20A, Japonya)
ile belirlenmistir. Kdultir stpernatantlarinda
bulunan GABA’nin HPLC ile tespit edilebilmesi
icin stipernatantlar tiirevlendirme islemine tabi
tutularak analiz icin hazir hale getirilmistir.
Tirevlendirme islemi icin 100 L  kdltir
stipernatanti  alinarak  lizerine aseton ile
hazirlanmis 50 mg/mllik konsantrasyona sahip
dansil klorid ¢ozeltisinden 100 pl, 0.2 M Sodyum
borat:NaOH ¢6zeltisinden (pH 9.0) 800 pL ilave
edilmis ve homojen ¢Ozelti olusturmak icin
vorteks yardimi ile karstrilmistir. Elde edilen
¢bzelti ultrasonik banyoda 40°C'de 30 dk
inkiibasyona tabi tutulmus ve ardindan 12000
rpm’de 10 dk santriftyj islemi uygulanarak ortamda
bulunabilecek safsizliklar ¢coktirilmustir.
Santrifij  islemi  sonucunda elde edilen
sipernatanta esit hacimde metanol ilave edilmis
ve sonrasinda Ornekler 0.22 um filtreden
gecirilerek  HPLC  viallerine  aktarlmistir.
Turevlendirilen 6rneklerin HPLC’de analizi icin
mobil faz olarak Solvent A (6.25 mL. CH;COOH,
1.97 ¢ CH3COONa, 200 mL CH3CN, son hacim
saf su ile 1 L ye tamamlanmustir) ve Solvent B
(Asetonitril) gradient akis esliginde 1:1 oraninda
kullantlmistir. Mobil faz akis hizt 1 mI./dk olarak,
cihaza enjekte edilen 6rnek miktart ise 1 ulL olacak
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sekilde ayarlanmistur. GABA’nin tespiti FLD
(Fluorescence Detector) detektérde (Shimadzu
RF-20A, Japonya) 295 nm ve 500 nm dalga
boyunda gerceklestirilmistir. Analiz icin Inertsil
ODS-3 C18 (250 x 4.6 mm 5 um, Japonya) kolonu
kullanllmis  olup  kolon  sicakhigs  25°C’ye
sabitlenmistir. ~ Kiltir  stipernatantlarindaki
GABA seviyeleri, belirtilen HPLC sartlarinda
ticari bir GABA standardi (Sigma-Aldrich,
Almanya) kullanilarak olusturulan kalibrasyon
egrisi kullanilarak belirlenmistir.

SONUC VE TARTISMA

Turgu Orneklerinin Bazi Kimyasal Analiz
Sonuglari

Toplanan farkli sebze ve meyve tursularinin pH,
organik asit ve seker icerigi belirlenmis olup elde
edilen sonuglart Cizelge 2’de verilmistir. Elde
edilen sonuglardaki degiskenligin  tursularin
olgunluk dtzeyindeki farkhiliklardan ve farklt
meyve ve sebze iceriklerinden kaynakli oldugu
distuntlmektedir.

Gizelge 2. Tursu 6rneklerinin pH, organik asit ve seker icerigi
Table 2. pH, organic acid and sugar content of pickle samples

Organik Asit (mg/kg) Seker (mg/mL)
Organic Acid Sugar
N Tursu cesidi H Laktik asit Asetik asit Glukoz Fruktoz
©  Dickle variety P Lactic acid Acetic acid Glucose Fructose

1 Salamura fasulye yapragt 4.79 10452.292 3257.550 3.156 2745
Pickled bean leaves

2 Fasulye turgusu 3.00 10132573 2202.325 - -
Bean pickle

3 Fasulye tursusu 2.99 10344.677 2747.856 _ _
Bean pickle
Paz1 tursusu

4 Chrd pickl 312 5474.276 2027.272 _ _

5 Lahana tursusu 3.07 8675.182 3076.300 - -
Saunerkrant

6 Fasulye turgusu 3.29 8171.024 2242348 - -
Bean pickle
Karnabahar tursusu

7 Contflower picke 6.67 7044.100 1923.009 _ _
Kirmiz1 pancar tursusu

8 P 376 1655.532 923.802 11.774 12.383

9 Brokoli tursusu 3.07 11230.529 5528.345 2,911 1.613
Broccoli pickle
Yabani armut tursusu

0 e 3.50 2404117 2187.815 14.457 45.946
Dereotlu karisik tursu

(L I ik 2.97 8915.247 6207.088 _ _

1o Biber tursusu 3.45 5478.982 12404.042 _ _
Pickled peppers

13 Fasulye tursusu 3.2 9920.611 529.838 - -
Bean pickle
Salatalik tursusu

W4 313 720.622 1266.921 - -

15 Lahana tursusu 3.74 4891.030 3343.721 ; -
Saunerkraut
Karagik tursu

16 Miveal pickl 3.19 312.525 1312.101 - -

17 Algsirkesi 3.06 2217.125 9365.789 - -
Hawthorn vinegar

-: Tespit edilmedi
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Cizelge 2’den de goriilecegi tzere farkll bitkisel
materyallerden Uretilmis geleneksel tursularin
pH’lart agirlikli olarak pH 3 civarinda bulurken,
karnabahar ve salamura yapragl tursusunun
pH’lar1 sirastiyla 6.67 ve 4.79 olarak kaydedilmistir.
Tursu Orneklerinin  pH degerleri  kullanilan
sebzenin tlrl, spontan gelisen mikroflora,
fermantasyon siiresi gibi faktorlere baglt olarak
degismekle bitlikte elde ettigimiz sonuglar
literatiir  verileri ile uyum  gGstermektedir
(Aljahani, 2020; Cetin, 2011; Karasu, 2000;
Tokatlh vd., 2019). Benzer olarak tursu
orneklerinin laktik asit ve asetik asit icerikleri de
oldukca degisken bir profil seklinde meydana
gelmistir. Tursu fermantasyon siireci hem
homofermantatif hem de heterofermantatif LAB
suslart tarafindan yOnlendirildigi icin  farkli
oranlarda laktik asit ve asetik asit oranlatinin
bulunmast beklenen bir sonuctur. Bununla
birlikte laktik ve asetik asit bulunma orant
acisindan  O6rnekler arasinda  gézlenen  genis
yelpaze, fermantasyonu yurlten mikrofloranin
biyokimyasal niteliklerinin bir yansimasi olarak
goriilebilir (Moon vd., 2018). Onemli olarak bazt
tursu 6rneklerinde bulunan laktik asit ve asetik asit
miktarlart daha 6nce yapilan bir calisgmada secilmis
kiiltirler ile tretilen tursu Srneklerinin 6. ayinda
bulunan laktik asit ve asetik asit oranlarina benzer
degerlerde kaydedilmistir (Tokath vd., 2019).

Bununla birlikte spontan  fermantasyondan
kaynakli disiik miktarlarda laktik-asetik asit
dretimi, geleneksel tursu Orneklerinde

gozlenmistir (Cizelge 2). Benzer sonuglar Yuliana
vd. (2013) tarafindan yapilan calisma sonucunda
da elde edilmis olup spontan fermantasyon ile
tretilen tursu 6rneginde toplam laktik asit miktart
LAB ilavesi ile tretilen tursu 6rnegine gére gore
oldukea distk bulunmustur. LAB ilavesinin laktik
ve cesitli organik asitlerin yami sira diger cesitli
metabolitlerin tretimi ile ham maddede hizlt bir
asit birikimine neden oldugu ifade edilmistir
(Yuliana vd., 2013). Son olarak geleneksel tursu
orneklerinde fermantasyon ortaminda kalan
glukoz ve fruktoz miktar1 tespit edilmis ve 17
Ornekten sadece 4 adet tursu 6rneginde glukoz ve
fruktoz sirastyla 2.91-14.45 ve 1.61-45.9 mg/mL
oranlarinda tespit edilmistir ve yitksek fruktoz
dizeyi armut meyvesi bazli tursu Orneginde
gbzlenmistir. Daha 6nce gerceklestirilen bir

calismada ise starter ile Uretilen tursu 6rneklerinde
6. ayin sonunda Orneklerde kalan glukoz ve
fruktoz miktarlart sirastyla 4.4-7.4 ve 0.2-2.1
mg/ml. araliginda bulunmustur (Tokatli vd.,
2019). Elde edilen bu sonuglar literatir ile
uyumluluk gésterse de test edilen parametrelerin
tursu cesidine bagli olarak olduk¢a degiskenlik
gOstermesi tursu fermantasyonu slrecinin ¢ok
faktorli olduk¢a dinamik bir siire¢ oldugunu
gostermesi bakimindan 6nem arz etmektedir.

Tursu Orneklerinden Izole Edilen Kiiltiirlerin

rep-PCR Analizi ile Genotipik
Karakterizasyonu

Toplanan 17 adet tursu Orneginden MRS
besiyerine ekim  yapilarak toplamda  farkls

olabilecegi disunilen 47 koloni izole edilerek
saflastirdmis ve gliserol stoga alinmustir. Tursu
orneklerinden izole edilen suslarin  genotipik
ayriminin  gerceklestirilmesi amaciyla rep-PCR
analizi gerceklestirilmistir. Genotipik
karakterizasyon metodu olarak secilen bu islemde
GTGS5 primeri kullantlmistir (Dertli vd., 2016).
Sekil 1 izolatlarin rep-PCR tiplendirmesine esas
ornek agaroz jel gorintisiing géstermektedir.

Sekil 1’den de goriilecegi Gzere tursu izolatlarinin
genotipik ayrimi GTG primeri kullanilarak rep-
PCR islemi ile basaril bir sekilde gerceklestirilmis
ve farklt oldugu digstnilen 21 sus bir sonraki
basamak olan tanimlama islemi icin secilmistir.
Izolatlarin 168 rRNA Genlerinin
Tanimlanmasi

rep-PCR sonucu farkli oldugu diisiinilerek secilen
21 izolatda 16S rRNA geni ampilifiye edilmis
(Sekil 2) ve hizmet alimi ile sekans analizi
gerceklestirilmistir.  Sekans isleminin  ardindan
sonuclar BLAST (http://goo.gl/lohXcq) veya
Ribosomal database project
(http://goo.gl/8OILPU) veti banklarinda meveut
tirler ile karsilastirilarak ilgili izolatlarin hangi tiire
ait oldugu belirlenmistir. Izolatlarn 16S rRNA
dizilerin NCBI veritabanmna yiiklenmis olup

erisim numaralart Ek Dosya 1°de verilmistir.
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Sekil 1. Tursu izolatlarinin GT'G5 profillerini gdsteren 6rnek bir agaroz (%1) jel gériintiisii:
Figure 1. An exemplary agarose (1%) gel image showing GTGS5 profiles of pickle isolates:
Levilactobacillus brevis (85), Furfurilactobacillus rossiae (89), Lactiplantibacillus plantarnm (86, 87, 93A, 93B, 98,
99, 100B), Pediococcus parvulus (102)
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Sekil 2. Tursu izolatlarinin 16S profillerini gésteren agaroz (%1) jel goriintiist
Figure 2. Agarose (1%) gel image showing 165 profiles of pickle isolates

Genotipik karakterizasyon ve takiben tanimlama
islemlerinin ardindan toplanan tursu 6rneklerinde
9 farkh LAB tirtne ait 21 susun bulundugu
saptanmistir. Cizelge 3’de tanimlanan suslar ve bu
suslarin  izole  edildigi  tursu  Orneklerini
gOstermektedir.

Sekil 3 tursu izolatlarinin MEGAX hizalanmasini
gostermektedir. Sekilden de goriilecegi tizere
Lactiplantibacillus  plantarum, 1evilactobacillus brevis,
Furfurilactobacillus  rossiae,  Pediococcus — parvulus,
Lacticaseibacillus paracasez, Lentilactobacillus buchneri,
Lentilactobacillus diolivorans, Enterococcns faecinm ve

Leuconostoc mesenteroides suslart basaril bir sekilde
farkh gruplar olusturmustur.

Lactiplantibacillus plantarum suslart farklt ortamlarda
bulunsalar da genel olarak tursularda en fazla
bulunan LLAB titleri arasinda bulunmaktadirlar
(Mao vd., 2021). Benzer olarak ILevilactobacillus
brevis suslart da farklt tursu ortamlarinda bulunan
ve Ozellikle GABA iretimi agisindan 6n plana
ctkan bir tirdir (Jin vd., 2023). Furfurilactobacillus
rossia¢de  Ozellikle fermente meyve temelli
triinlerde bulunmakta olup (Di Cagno vd., 2013)
calismamiz kapsaminda karisik tursudan izole
edilmistir. Ote yandan farkli tursu érneklerinden
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izole edilen Pediococcus parvunlus, Lacticaseibacillus
paracasei, Lentilactobacillus buchneri, Lentilactobacillus
diolivorans, Enterococcus faecinm titlerinin de farklt
orijinli tursu 6rneklerinde bulunabildigi daha
Onceki caligmalar kapsaminda  gOsterilmistir
(Bagder wvd., 2015, Di Biase vd.,, 2022;
Jonganurakkun vd., 2008; Xiong vd., 2012).
Onemli olarak ILeuconostoc mesenteroides susu bu
calisma  kapsaminda fermente bir meyve

tursusundan izole edilmis olup daha 6nceki
calismalarda da bu tiriin meyve tursularinda
o6nemli bir kiiltiir oldugu gosterilmistir (Chen vd.,
2013). Sonug olarak bu c¢alisma kapsaminda
oldukca fazla sayida LAB tiri geleneksel
tursularimizdan izole edilmis olup elde ettigimiz
sonuglar geleneksel tursularimizda bulunan LAB
cesitliligini gbstermesi bakimindan olduk¢a 6nem

arz etmektedir.

Cizelge 3. Izolatlarinin tursu 6rneklerindeki dagilimi
Table 3. Distribution of isolates in pickle samples

Tanimlama sonucu
Identification result

1zole edildigi kaynak
Source isolated

Enterococcus faecinm VB3
Lentilactobacillus buchneri VB8
Lacticaseibacillus paracase: VB9
Lentilactobacillus diolivorans VB10
Lactiplantibacillus plantarnm VB11
Pediococcus parvulus VB12
Levilactobacillus brevis VB13
Lentilactobacillus diolivorans VB16B
Lactiplantibacillus plantarum VB22
Levilactobacillus brevis VB25
Lactiplantibacillus plantarnm VB29
Levilactobacillus brevis VB35
Lenconostoc mesenteroides VB36
Lactiplantibacillus plantarnm VB38
Levilactobacillus brevis VB50
Lactiplantibacillus plantarnm NBG67
Levilactobacillus brevis VBT1
Lactiplantibacillus plantarnm VB78
Levilactobacillus brevis VB82
Furfurilactobacillus rossiae VB89
Lactiplantibacillus plantarum NB9I9

Salamura fasulye yaprag Pickled bean leaves
Fasulye tursusu Bean pickle

Fasulye tursusu Bean pickle

Fasulye tursusu Bean pickle

Pazi tursusu Chard pickle

Paz1 tursusu Chard pickle

Paz1 tursusu Chard pickle

Lahana tursusu Sawerkrant

Fasulye tursusu Bean pickle

Karnabahar tursusu Cauliflower pickle
Kirmizt pancar tursusu Pickled red beetroot
Brokoli tursusu Broccoli pickle

Yabani armut tursusu Pickled wild pear
Dereotlu karisik tursu Mixed dill pickle
Biber tursusu Pickled peppers

Fasulye tursusu Bean pickle

Fasulye tursusu Bean pickle

Salatalik tursusu Pickled cucumber

Lahana tursusu Sawerkraut

Karisik tursu Mixed pickle

Alig sirkesi Hawthorn vinegar

Disiik pH ve Safra Tuzlarina Kars1 Direncin
Belirlenmesi

Tuketici  beklentisi bilimsel  calismalar
cercevesinde tursu izolatlarinin fermantasyonu
gerceklestirmek yaninda en 6nemli 6zelliklerinin
basinda probiyotik nitelikleri gelmektedir. Bu
kapsamda izole ettigimiz LAB suslarinin 6n

ve

probiyotik degerlendirmeleri safra tuzuna ve
distik pH’ya gosterdikleri direng Olglilerek
gerceklestirilmistir. Cizelge 4’den de gorilecegi
tizere tursu izolatlarinin safra tuzu ve disik pH
canliliklart sirasiyla %13.01-65.18 ve %00.54-35.88
arasinda goézlenmis olup olduk¢a genis bir aralik
olacak sekilde ilgili 6zellikleri Sl¢tlmiistir.
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Lactiplantibacillus plantarum VB-22

Lactiplantibacillus plantarum VB-78

Lactiplantibacillus plantarum VB-11

Lactiplantibacillus plantarum VB-99

Lactiplantibacillus plantarum VB-29

Lactiplantibacillus plantarum VB-67

Lactiplantibacillus plantarum VB-38

Levilactobacillus brevis VB-82

Levilactobacillus brevis VB-13

Levilactobacillus brevis VB-35

Levilactobacillus brevis VB-71

Levilactobacillus brevis VB-25

Levilactobacillus brevis VB-50

Furfurilactobacillus rossiae VB-89

Pediococcus parvulus VB-12

Lacticaseibacillus paracasei VB-9

Lentilactobacillus buchneri VB-8

" Lentilactobacillus diclivorans VB-10

Lentilactobacillus diolivorans VB-16B

Enterococcus faecium VB-3

0.0z0

Leuconostoc mesenteroides VB-36

Sekil 3. Tursu izolatlarinin filogenetik iliskisini gésteren dendogram.
Figure 3. Dendogram showing the phylogenetic relationship of the pickle isolates.

Onceki ¢alismalara da paralel olmak tizere (Cetin,
2011; Suzuki vd., 2014; Tokath vd., 2015; Wang
vd., 2010) gelenceksel tursu izolatlarimizdan 6n
probiyotik nitelikleri kapsaminda 6ne ¢tkan suslar
Lactiplantibacillus ~ plantarnm ~ (VB11-VB22)  ve

Levilactobacillus  brevis (VB13 — VB82) suslatt
olmustur. One cikan suglarin safra tuzlart ve
distik pH acisindan canlilik degerleri 6nceki

calismalar ile uyumluluk sergilemektedir (Tokatlt
vd., 2015; Wang vd., 2010).
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LAB Tirlerinin Hidrofobisite Nitelikleri

Calisma kapsaminda tanimladigimiz = suslarin
potansiyel probiyotik niteliklerini agiga ¢ikarmak
icin hidrofobisite 6zellikleri test edilmis ve elde
edilen sonuclar Cizelge 4’de  verilmistir.
Cizelgeden de goriilecegi tizere tursu izolatlarinin
% hidrofobisite degerleri % 4.22- % 92.89
degetleri arasinda Ol¢tilmustir. Canlilik agisindan
on plana ctkan suslardan 6zellikle Levilactobacillus
brevis (VB13-VB82) suslarinin  hidrofobisite
degerleri olduk¢a  yiksek  bulunurken,

Lactiplantibacillus — plantarum (VB11-VB22)
suslarinin tutunma yiizdeleri de %50’nin tzerinde
Olcilmistir. Bununla birlikte tutunma acisindan
bu suslara kiyasla daha ytksek ctkan izolatlar da
mevcuttur.  Genel olarak  elde  ettigimiz
hidrofobisite degerleri literatiir ile uyumlu olup
(Tokatli vd., 2015) canlilik degerleri agisindan 6ne
ctkan suslarin aynt zamanda yiiksek hidrofobisite
degerlerine sahip olmasi probiyotik
potansiyellerini gbstermesi bakimindan 6énem arz
etmektedir.

Cizelge 4. Tursu izolatlarinin safra asitleri ve distik pH’da canlilik, hidrofobisite (Adezyon %) oranlart
ve GABA tretim yetenekleri

Table 4. Bile acids and low pH viability, hydrophobicity (Adbesion %) rates and GABA production capabilities of

pickle isolates
Safra tuzu pH 4
% Canhhk) (% Canlilik) Adezan (%) GABA
Bile .m/{ (% Vitality) Adhesion (%) (mg/mL)

(%o Vitality)
Ent. faecinm VB3 64.40£0.00 1.57£0.74 4.22%0.57 TE*
Lentilactobacillus buchneri VB8 13.01£5.75  23.58%5.75 66.73£9.80  0.398 = 0.09
Lacticaseibacillus paracase: VB9 14.421+0.92 421%1.15 42.06%3.29 TE
Lentilactobacillus diolivorans VB10 13.2240.26 5.43+3.07 93.80£0.28 TE
Lactiplantibacillus plantarnm VB11 56.70£7.29  31.53%+2.06 53.89£2.15 TE
Pediococcus parvulus VB12 13.6416.43 3.98%0.80 6.0210.06 TE
Levilactobacillus brevis VB13 65.18+1.82  25.62%1.82 82.24+0.42  0.628 £ 0.11
Lentilactobacillus diolivorans VB16B 25.96%10.53  4.29+0.32 92.89£0.15 TE
Lactiplantibacillus plantarnm VB22 63.88%0.76 ~ 25.78+8.72 54.74+2.37 TE
Levilactobacillus brevis VB25 45.16+4.22  11.32£0.87 30.19£0.14  0.408 £ 0.08
Lactiplantibacillus plantarnm VB29 32.37£3.50  37.81+5.31 13.05+2.11 TE
Levilactobacillus brevis VB35 19.04%2.33 9.60+0.42 92.42%0.09 TE
Lenconostoc mesenteroides VB36 20.64£12.51  0.54%0.00 3.86+5.47 TE
Lactiplantibacillus plantarnm VB38 34.2314.49 3.421+0.08 38.50£0.57  0.081 £+ 0.02
Levilactobacillus brevis VB50 45.43%8.48  20.33%0.29 76.54+0.86  0.492 = 0.09
Lactiplantibacillus plantarum NB67 58.05+1.81  15.02+0.09 37.1912.35 TE
Levilactobacillus brevis VBT1 31.75£3.95  13.55£0.72 58.50£2.60 0.489 £ 0.1
Lactiplantibacillus plantarum NBT8 50.00+0.47 1.55+0.31 41.49£2.97 TE
Levilactobacillus brevis VB82 62.55£7.20  35.88%1.71 71.05£6.92  0.454 £ 0.08
Furfurilactobacillus rossiae VB89 14.9610.52 1.48%+0.52 70.79£3.73 TE
Lactiplantibacillus plantarum NB99 39.06£3.13  30.42%1.15 69.86x£0.56  0.096 = 0.01

TE*: Tespit edilmedi
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LAB Tzrlerinin Antibiyotik Hassasiyetleri

Antibiyotik direnglilik sorunu uluslararas: 6lcekte
o6nemli bir sorun olup 6zellikle probiyotik ve
starter olarak kullanilabilecek suslatin antibiyotik
direnclilik ile ilgili sorun olusturmamast ve
Ozellikle transfer edilebilir antibiyotik direng
genlerini tasimamast gerekmektedir (Mathur ve
Singh, 2005; Zarzecka vd., 2023). Cizelge 5
geleneksel tursu izolatlarimizin  oksitetrasiklin,
kloramfenikol, streptomisin, penisilin, kanamisin,
eritromisin, tetrasiklin ve ampisilin
antibiyotiklerine  olan  hassasiyet  testinin
sonuglarint  gostermektedir. Cizelge 5den de
gorilecegi  lizere  izolatlar  kanamisin  ve
streptomisin hari¢ ylksek hassasiyet gstermistir
ve bazt antibiyotiklere karst sus seviyesinde farklt
hassasiyet sonuglart elde edilmistir. Ornegin
Furfurilactobacillus rossiae VB89 ve Lentilactobacillus

diolivorans VNB16B oksitetrasikline, Lentilactobacillus
buchneri NB8,  Lentilactobacillus diolivorans VB10,
Lentilactobacillus diolivorans VB16B ve
Lactiplantibacillus plantarnm VBT8 tetrasikline karsi
direnc gOstermislerdir. Daha 6nce yapilan
calismalarda geleneksel gidalardan izole edilen
farkli  LAB  suglarinin  farkli  antibiyotik
duyarhiliklarinin oldugu ifade edilmistir (Encu vd.,
2022; Kaya vd., 2022; Wang vd., 2010). Onemli
olarak Onceki calismalarda da LAB suslarinin
kanamisin ve streptomisine karst oldukea direncli
olduklart not edilmekle birlikte (Duskova vd.,
2021; Kaya vd., 2022) bu direncin daha igsel
faktorlere baglh olarak (membran gecirimsizligi)
olusabilecegi 6ne siirilmistir (Stsepetova vd.,
2017). Sonug olarak geleneksel tursu izolatlarinin
antibiyotik duyarliliklart genel itibariyle istenen
nitelikte gbzlenmistir.

Gizelge 5. Tursu izolatlarinin farkli antibiyotiklere karst hassasiyetleri
Table 5. Susceptibility of pickle isolates to different antibiotics

Inhibisyon zonu (cm)

Sus ) Inbibition Zone (cm)

Strain T30 C30 $10 K30 TE30 P10 AM10 E15
VB3 301020 281001 - - 261020 281010 3.4%0.01 3.0+0.02
VB8 1.1£0.10  3.8+0.10 - : _ 344010  3.0%£0.01  3.4+0.10
VB9 304010  3.010.30 - - 314001 334001 3.0+0.03  3.2+0.10
VB10 124030  3.9+020 1.6+0.02 - - 254020 384010  4.0%0.05
VB11 154001 294005 - : 1.840.10  2.5+0.03 344001  2.5+0.20
VB12 1.3+0.05 324004 - : 1.840.05 3.5+0.01 3.6+020  2.4+0.30
VB13 16102  2.8+030 - : 144007 1.8+0.10 32+020 2.5+0.04
VBI6B - 294001  1.0+0.10 - - 244001 271001  3.2+0.02
VB22 1.6£0.01  2.6+0.04 - : 214001 23+010 27+0.10  2.2+0.10
VB25 204030  29+0.05 1.0+0.10 - 154020 1.740.03 2.8+0.01  2.5+0.01
VB29 134002  25+0.10 - : 204004 251020 34+0.01  2.5+0.20
VB35 1.8£0.10  3.0£0.01 - : 1.840.01  25+0.02 3.6+030  2.5+0.05
VB36 244002 34102  14+0.1  1.040.01 234010 324001 2.8+0.02 2.8+0.20
VB38 1.6£0.10 294020 - : 161030  2.6+0.03 3.7+0.10  2.6+0.20
VB50 224004 331005 1.1+0.04 - 214002 274001 33020  2.6+0.20
VB67 201020  3.4+0.10 - : 1.740.05  3.8+0.10  4.0+0.01  3.4+0.07
VB71 161020  3.3+030 - : 1.610.01  23+0.04 324020  2.8+0.30
VB78A  1.8+0.01 27+001 - - - 224020 324010  2.610.04
VB82 124004 324020 - - 124001 174020  3.040.05 2.3+0.30
VB89 g 35+0.01 - : 274010  2.8+0.01  3.6+030  2.5+0.01
VB99 1.840.01  2.8+0.10 - : 174020  23+0.02  3.6+0.01  2.5+0.01

Uygulamada kullanilan antibiyotikler; T: Oxytetracycline (30 ug), C: Chloramphenicol (30 pg), S: Streptomycin (10
pg), K: Kanamycin (30 pg), TE: Tetracycline (30 pg), P: Penicillin G (10 Units), AM: Ampicillin (10 pg), E:
Erythromycin (15 pg), —: Inhibisyon zonu yok. Veriler ortalama + standart sapmadir (n = 3).

Antibiotics used in practice; T: Oxytetracycline (30 ug), C: Chloramphenicol (30 ug), S: Streptomycin (10 ug), K: Kanamyein (30
wg), TE: Tetracycline (30 ug), P: Penicillin G (10 Units), AM : Ampicillin (10 wg), E: Erythromycin (15 ug), —: No inbibition

gone. Data are mean * standard deviation (n = 3).
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Izolatlarin Antifungal Aktiviteleri

Son dénemde starter olarak kullanilabilecek LAB
tirlerinden hem probiyotik — Gzellikler  gibi
fonksiyonel hem de antifungal-antibakteriyel
aktivite gibi ilave teknolojik 6zellikler sergilemesi
beklenmektedir  (Demirbas vd., 2017). Bu
kapsamda tursu izolatlarinin gida sanayiinde sorun
olusturan ¢ 6nemli kiif tirtine karsi antifungal
aktiviteleri karakterize edilmistir. Cizelge 6’dan da
goriilecegi lzere genel itibariyle tursu izolatlart
test edilen kiiflere karst giicli antifungal aktivite
sergilemistir. Bununla birlikte test edilen 21 sugtan
7 tanesi A. niger'e, 2 tanesi P. chrysogenunra ve son
olarak 1 tanesi A. alternata’ya karst herhangi bir
antifungal aktivite sergilememistir. Ozellikle 6n
probiyotik  aktivite bakimindan 6ne ¢tkan
Lactiplantibacillus plantarum (NB11-VB22) suslar

antifungal aktivite agisindan da 6nemli bir aktivite
sergilemislerdir. Daha 6nce fermente Urtinlerden
izole edilen farkli LAB tlrlerinin de Onemli
antifungal aktivite gésterdikleri farklt calismalar ile
gosterilmistir (Chen vd., 2021; Demirbas vd.,
2017; Sathe vd., 2007). Bizim calismamizla
uyumlu olarak yeni yapilan bir ¢alisgmada fermente
zeytinden izole edilen Lactiplantibacillus plantarum
ve Levilactobacillus brevis suglarinin giicli antifungal
aktivite sergiledikleri gosterilmistir (Abouloifa vd.,
2020). Sonug¢ olarak bitkisel temelli LAB
izolatlarinin bu kadar yiiksek antifungal aktivite
sergilemesi bu izolatlarin sonraki calismalarda
starter ve biyokoruyucu kiltiir olarak kullanim
potansiyelinin oldukga yiiksek oldugunu ortaya
koymaktadir.

Gizelge 6. Tursu izolatlarinin farkl kiiflere karst antifungal aktivitelerinin degerlendirilmesi
Table 6. Evaluation of antifungal activities of pickle isolates against different molds

A. niger P. chrysogenum A. alternata
Enterococcus faecinm VB3 X +4++ 4+
Lentilactobacillus buchneri VB8 ++++ +4+++ -
Lacticaseibacillus paracase: VB9 +++ +4+++ +4+++
Lentilactobacillus diolivorans VB10 + ++4++ 44+
Lactiplantibacillus plantarnm VB11 +++ ++++ ++++
Pediococcus parvulus VB12 - - 4
Levilactobacillus brevis VB13 + +++ ++++
Lentilactobacillus diolivorans VB16B - ++ -+
Lactiplantibacillus plantarnm VB22 +++ ++++ ++++
Levilactobacillus brevis VB25 ++++ ++++ ++++
Lactiplantibacillus plantarum NB29 +++ ++++ ++++
Levilactobacillus brevis VB35 - ++ 4+
Lenconostoc mesenteroides VB36 - + ++
Lactiplantibacillus plantarum VB38 - ++++ ++++
Levilactobacillus brevis VB50 - - +++
Lactiplantibacillus plantarum NBG67 ++++ ++++ ++++
Levilactobacillus brevis VBT1 ++++ +4+4+ ++++
Lactiplantibacillus plantarum NBT8 +++ ++++ ++++
Levilactobacillus brevis VB82 ++ +4+4+ +4+++
Furfurilactobacillus rossiae VB89 +++ ++++ ++++
Lactiplantibacillus plantarum NB99 ++++ ++++ ++++

*— inhibisyon yok, + petri alaninin %0.1~3"tinde fungal gelisim yok, ++ petri alaninin %3~8’inde fungal gelisim
yok, +++ petri alaninin %8~12’sinde fungal gelisim yok ve ++++ petri alaninin >%712’sinde fungal gelisim yok.
*— no inhibition, + no fungal growth in 0.1~3% of petri area, ++ no fungal growth in 3~8% of petri area, +++ no fungal growth
in 8~12% of petri area, and +++ + no_fungal growth in >12% of the petri area.
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Izolatlarin Antibakteriyel Aktiviteleri
Probiyotik ve teknolojik nitelik acisindan LLAB
tirlerinin bir diger fonksiyonu da antibakteriyel
aktiviteleridir ~ (Ispitli ve Dertli, 2021). Bu
kapsamda tursu izolatlarinin  antibakteriyel
aktiviteleri  Staphylococcus  anrens ATCC 29213,
Bacillus cereus NTCC 11778, Escherichia coli ATCC
25922 ve Salmonella  typhimurium RSSK 95091
suslarina  karst test edilmigtir. Yapilan test
sonucuna gore tursu izolatlarnin tamami test
edilen patojenik bakterilere karst cok glcli
antibakteriyel aktivite gOstermis ve patojen
bakteriler test sirasinda petri kutusunda herhangi
bir gelisim g6sterememiglerdir. Daha 6nceki
yapilan calismalarda da bazt LAB tirlerinin
antimikrobiyal uygulamalarinda petri kutusunda
herhangi bir gelismenin gbzlenmedigi rapor
edilmistir (Ispitli ve Dertli, 2021). LAB tirleri ile
yapilan antibakteriyel etkinlik testleri bu etkinin
daha ¢ok sus spesifik sebeplerden kaynaklandigint
ve bu etki gerisinde ilgili suslarin bakteriyosin,
H>0Os, organik asitler ve postbiyotik olarak son
zamanlarda giindeme gelen toplam  diger
metabolitler sebebiyle ortaya ctktigini
gostermektedir (Encu vd., 2022; Ispitli ve Dertli,
2021; Kaya vd., 2022; Todorov vd., 1999).
Ornegin ilging olarak Lactiplantibacillus plantarnm
tarafindan  Uretilen ekstraseliler vezikiillerin
antibakteriyel etkinligi oldugu, yine Leuconostoc
mesenteroides, Enterococcus faecinm, Lentilactobacillus
buchneri, Lacticaseibacillus paracasez, 1entilactobacillus
diolivorans, Levilactobacillus brevis ve
Furfurilactobacillus  rossiae ‘nin  bakteriyosin gibi
bilesenler  treterek  antibakteriyel — kapasite
sergiledikleri onceki calismalarda
ortaya konmustur (Amini vd., 2022; Demirbas
vd., 2017; Hassanzadazar vd., 2014; Lee vd., 2021,
Nasiri Moslem vd., 2022; Purutoglu vd., 2020;
Schurr vd., 2015; Yildirim ve Yildirim, 2001).
Sonug olarak tursu izolatlarinin oldukea yitksek
antibakteriyel aktivite gbstermesi bu suslarin
sonraki siireclerde degerlendirilebilme imkanlarini
gostermesi  bakimindan olduk¢a 6nemli  bir
husustur.

LAB Suglarinin GABA Uretim Seviyeleri

Son donemde geleneksel LAB izolatlarinin
teknolojik ve fonksiyonel nitelikleri kapsaminda
lizerinde en fazla durulan konularin basinda

GABA tretimi gelmektedir (Demirbas vd., 2017).
Cizelge 4 tursu izolatlarinin GABA retim
miktarlarin1  g6stermektedir. Test edilen 21
izolattan 13’4  GABA  iretim  kabiliyeti
gostermezken diger 8 izolat ise 0.081%+ 0.02 -
0.628 * 0.11 mg/mlL dizeyinde GABA iretimi
gOstermistit. GABA Uretimi gbsteren 8 susun 5
tanesi Levilactobacillus brevis susu olup en yiiksek
GABA uretim kapasitesi yine bir Levilactobacillus
brevis susunda gozlenmistir. Elde ettigimiz bu
sonug literatlir ile de uyumlu olup LAB suslari
arasinda en fazla ve yitksek oranda GABA tretimi
gorilen tirlerin  basinda  Levilactobacillus  brevis
gelmektedir (Demirbas vd., 2017; Villegas vd.,
2016; Wu ve Shah, 2017). Ote yandan
calismamizda en yiksek GABA Uretiminin 6n
probiyotik  degerlendirmede de One c¢tkan
Levilactobacillus brevis VB13 susunda gbzlenmesi
ayrica 6nem arz eden bir husustur. Ilerleyen
calismalarda bu sustan GABA Uretim veriminin
yitkseltilmesine dénitk optimizasyon stireglerine
gecilecektir.  Calismamizda GABA  dretimi
gozlenen diger tirler olan Lentilactobacillus buchneri
ve Lactiplantibacillus plantarups/un farkll suslarinin
GABA tretim kabiliyetinde olduklar1 daha 6nceki
calismalar ile ortaya konmustur (Cho vd., 2007;
Nakatani vd., 2022). Sonu¢ olarak tutsu
izolatlarimizin bazilar1 zihinsel fonksiyonlar icin
o6nemli bir bilesen olan GABA {tretim kabiliyeti
sergilemisler ve 6n probiyotik testlerde 6ne ¢ikan
Levilactobacillus brevis VB13 susu en yiksek GABA
Uretimini gerceklestirmistir. Geleneksel
triinlerimizde GABA gibi biyoaktif bilegenleri
uretebilen LAB susglarinin bulunmast bu trtnlerin
saglik yarari noktasinda etkinliklerinin daha iyi
irdelenmesine imkan verebilecektir.

SONUC VE ONERILER

Bu calismada geleneksel tursu Srneklerimizden
genotipik ayrim sonucunda 9 farkli tiire ait oldugu
saptanan toplam 21 adet LAB susu izole edilerek
tanimlanmustir. Bu 21 susun potansiyel probiyotik
degerlendirmeleri safra tuzlarina direng, disik
pH’da canhilik ve hidrofobisite testleri ile
gerceklestirilmis olup Levilactobacillus brevis (VB13—
VB82) ve Lactiplantibacillus ~ plantarum (NB11—
VB22) suslart probiyotik potansiyelleri acisindan
6n plana ¢ikmistr. Onemli olarak tursu
izolatlarinin antibiyotik direncleri LAB suslarinin
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i¢ faktorlerine baglt olarak direng gosterebildikleri
kanamisin ve streptomisine karst gézlenmis olup
geleneksel izolatlarimizin antibiyotik duyarhliklart
sonraki sireglerde kullanim  potansiyellerini
gostermektedir. Tursu izolatlarii 6n  plana
cikartan bir diger nitelikleri de yitksek antifungal
ve antibakteriyel aktiviteleri olmus olup bu
suslarin biyokoruyucu olarak kullanim potansiyeli
oldukea yiiksektir. Son olarak tursu izolatlarinin
GABA {retim potansiyelleri agiga cikarlmis ve

potansiyel  probiyotik  kabiliyet  g6steren
Levilactobacillus - brevis VB13  susunun oldukea
yiksek miktarda GABA tretimi sergiledigi

gosterilmistir.  Sonug olarak geleneksel tursu
orneklerimizin yiksek LAB cesitliligi g&stermesi
ve bu suslardan bazilarinin Grdnlere probiyotik
nitelik gibi fonksiyonellik katabilecek 6zelliklere
sahip olmast bu trinlerden beklenen fonksiyonel
etkinin sebeplerinin anlasilabilmesi adina 6énemli
ctktilardir. Bu suglarin probiyotik etkinliklerini
konu alan ve endistride 6zellikle biyokoruyucu
starter  olarak  kullanimlart  noktasindaki
calismalarin  6niimiizdeki dénemde hizlanacagt
diustnilmektedit.

CIKAR CATISMASI
Yazatlarin, baska kisiler ve/veya kurumlar ile cikar
catismast bulunmamaktadir.

YAZARLARIN KATKISI

Calismanin planlamast ve sonuclarin
degerlendirme kisimlart  iki yazar tarafindan
planlanmistir.  Hiimeyra Ispirli laboratuvar

calismalarini  ylritmuis ve makalenin orijinal
taslagini olusturmustur. Makalenin yazim stireci
ise Hiimeyra Ispirli ve Enes Dertli tarafindan
gerceklestirilmistir.
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