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OZET Gida Bilimi

Bu calismada, zengin folat igerikli yogurt yapiminda starter kiltur

olarak kullanilabilecek bakterilerin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu Aragtirma Makalesi
amacla Tiirkiye'nin cesitli ilcelerindeki (Keciéren, Yenimahalle,

Cankaya, Sincan, Altindag/Ankara, Orta/Cankiri, Merzifon/Amasya, Makale Tarihgesi
Giilsehir/Nevsehir, Goyniik/Bolu, Silifke/Mersin, Sungurlu/Corum) Gelig Tarihi  :11.05.2023
geleneksel yontemlerle yapilan yogurtlardan 31 Lactobacillus spp. ve 32 Kabul Tarihi :28.11.2023

Streptococcus spp. olmak tlizere toplam 63 bakteri izole edilmigtir. Elde
edilen bakterilerin API 50 CH kiti ile biyokimyasal tanimlamasi

Anahtar Kelimeler

gergeklestirilmigtir. Tesadifen secilen 4 Laktobasil ve 4 Streptokok Intraselliiler folat

izolatinin 16S rDNA gen boélgesi ile molekiler tanimlamasi Ekstraselltiler folat
gerceklestirilmistir. Folat icermeyen kiiltiir ortami1 (FACM), yagsiz siit Lactobacillus delbrueckii subsp.
ve MRS/Elliker besi ortamlarinda ¢ farkli tampon uygulamasinda bulgaricus

(potasyum fosfat, sodyum fosfat ve sodyum asetat) bakterilerin hiicre ici

Streptococcus thermophilus

ve hiicre dig1 folat lretim miktarlar: tespit edilmistir. Kullanilan
besiyerleri ve tampon c¢ozeltiler arasinda anlamli bir farklilik olup
olmadig1 istatistiksel olarak incelenmigtir. Yagsiz sut Dbesiyerinde
potasyum fosfat tamponu uygulamasinda, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus ZN1181 susu 105,6 pg L' degeri ile en yiiksek
intraselliiler folat tiretimine sahip oldugu tespit edilirken, Streptococcus
thermophilus 7651 susu FACM Dbesiyeri ve potasyum fosfat
tamponunda en yiiksek ekstraselliller folat iiretimi (79,9 pg L)
gosterdigi belirlenmistir.

Production of Intra-/Extracellular Folate in Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and
Streptococcus thermophilus Bacteria Isolated from Traditional Turkish Yoghurts

ABSTRACT

This study was aimed at examining the bacteria that can be used as
starter cultures in the generation of yoghurt with rich folate content.
For this purpose, 31 Lactobacillus spp. and 32 Streptococcus spp.—a
total of 63 bacteria were isolated from yogurt made with traditional
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methods in various districts of Turkey (Kecioren, Yenimahalle, Received :11'05‘2023
Cankaya, Sincan, Altindag/Ankara, Orta/Cankiri, Merzifon/Amasya, Accepted +28.11.2023
Gulsehir/Nevsehir, Goynuk/Bolu, Silifke/Mersin, Sungurlu/Corum). Keywords

Biochemical identification of the obtained bacteria was made with the Intracellular folate

API 50 CH kit. Molecular identification of four randomly Extracellular folate

selected Lactobacillus and four Streptococusisolates with 16S rDNA Lactobacillus delbrueckii subsp.
gene regions was performed. Intracellular and extracellular folate bulgaricus

production amounts of bacteria were designated in three different buffer
applications (potassium phosphate, sodium phosphate, and sodium
acetate) in folate-free culture medium (FACM), skim milk, and
MRS/Elliker broth. It was statistically examined whether there was a
significant difference between the media and buffer solutions used. In
the application of potassium phosphate buffer in skim milk
medium, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ZN1181 strain was
found to have the highest intracellular folate production with a value of
105.6 pg/L, while Streptococcus thermophilus 7651 strain showed the
highest extracellular folate production (79.9 ug L) in FACM medium

Streptococcus thermophilus
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and potassium phosphate buffer. rpose, 31 Lactobacillus spp. and 32
Streptococcus spp.—a total of 63 bacteria were isolated from yogurt
made with traditional methods in various districts of Turkey (Kecioren,
Yenimahalle, Cankaya, Sincan, Altindag/Ankara, Orta/Cankiri,
Merzifon/Amasya, Gulsehir/Nevsehir, Goynuk/Bolu, Silifke/Mersin,
Sungurlu/Corum). Biochemical identification of the obtained bacteria
was made with the API 50 CH kit. Molecular identification of four
randomly selected Lactobacillus and four Streptococus isolates with 16S
rDNA gene regions was performed. Intracellular and extracellular folate
production amounts of bacteria were designated in three different buffer
applications (potassium phosphate, sodium phosphate, and sodium
acetate) in folate-free culture medium (FACM), skim milk, and
MRS/Elliker broth. It was statistically examined whether there was a
significant difference between the media and buffer solutions used. In
the application of potassium phosphate buffer in skim milk medium,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ZN1181 strain was found to
have the highest intracellular folate production with a value of 105.6
ug/L, while Streptococcus thermophilus 7651 strain showed the highest
extracellular folate production (79.9 pg L) in FACM medium and

potassium phosphate buffer.
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GIRIS

Vitaminler, yagsamimizda bir¢ok fizyolojik fonksiyon
icin gerekli olan organik bilegiklerdir. Folat (B9) gibi
baz1 vitaminler, Dbiyolojik 1iglevleri nedeniyle
fonksiyonel gida bilesenleri olarak kabul edilmislerdir
(Iyer ve Tomar 2009; Levit ve ark., 2020). Folat
metabolik enzimlerin kofaktorleri olarak,
deoksiribontikleik asit replikasyonu, hiicre bolinmesi,
onarim ve metilasyon, niikleotidlerin biyosentezi ve
amino asit metabolizmasi1 gibi 6nemli yollarda yer
almaktadir (Greppi ve ark., 2017; Albano ve ark.,
2020). Ayrica néral tiip defektleri, megaloblastik
anemiler, alzheimer ve koroner hastaliklar,
kolorektal, meme ve pankreas kanseri, bebek biligsel
eksiklikleri, otizm, inflamatuar bagirsak hastaliklari
ve rektal neoplazmalar gibi 6limcil ve kronik
hastaliklarin 6nlenmesinde de etkili rol
oynamaktadir (Da Silva ve ark., 2016; Zhang ve ark.,
2020; Agagunduz ve ark., 2022).

Folat agisindan zengin gida kaynaklari baglica yesil
yaprakl sebzeler, baklagiller, kuruyemisgler,
meyveler, karaciger, yumurta sarisi, turuncgiller,
bazi peynirler ve fermente siit tiriinleridir. Insanlar
vitaminleri  sentezleyemedikleri i¢in  digaridan
almalar1 gerekmektedir (Greppi ve ark., 2017; Khalili
ve ark., 2020). Folatlar cesitli gidalarda bulunmasina
ragmen, bu vitaminin diyet yoluyla alinmas1 ginliik
ihtiyaglar1 karsilamada yetersiz kalabilir. Bu sorunu
gidermek i¢in folik asit ilavesiyle guclendirilmis
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gidalar gelistirilmistir (Levit ve ark., 2020). Baz
ulkelerde belirli gida trinlerinde zorunlu folik asit
takviye programlari olmasina ragmen oOzellikle
hamile veya dogurganhik cagindaki kadinlarda ve
sosyo ekonomik acgidan disik gruplarda folat
eksikligi hala yuksek oranlarda gézlenmektedir. Folik
asit, folatin kimyasal olarak sentezlenmig seklidir ve
yaygin olarak gida takviyesi i¢in kullanilmaktadir.
Folik asit (pteroylglutamik asit) monoglutamat formu
iken, tamamen dogal vitamin formlari
poliglutamatlardir (Hildebrand ve ark., 2021).
Gidalarda bulunan veya belirli mikroorganizmalar
tarafindan {Uretilen folatlarin bireylerde olumsuz
saglk etkilerine neden olmadig1 bildirilmistir (Wright
ve ark., 2007). Bu nedenle folat takviyesi yerine,
fermente gida  Uriinlerinin  Uretiminde  folat
sentezleyebilen laktik asit bakterilerinin kullanilmasi
ve bu gekilde folat tiuketiminin dogal olarak
arttirilmasi 6nerilmektedir (Saubade ve ark., 2017).

Laktik asit bakterilerinin (LAB) hem fermente
edilmis hem de fermente edilmemis cesitli gidalarda
mevcut oldugu bilinmektedir (Mahara ve ark., 2021;
Kizilylldirnm ve Kéksal, 2023). LAB'lerinin cesitli
gidalarin fermantasyonu i¢in starter kultiir olarak
yaygin kullanimlarimin yam sira, fermente triinlerin
glvenligi, raf 6mri, besin degeri ve genel kalitesinin
iyilestirilmesinde oldukca etkili rolleri bulunmaktadir
(Levit ve ark., 2020). Cogunlukla Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinslerine ait olan probiyotik
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bakterilerin  konakc¢i  i¢in  vitamin  Uretimi,
enflamasyon ve kansere kars1 daha etkili koruma gibi
cesitli faydali etkileri bulunmaktadir (Haghshenas ve
ark., 2014; Khalili ve ark., 2020). Bu nedenle bircok
calisma, laktik asit bakterileri tarafindan {retilen
yogurt, ayran ve peynir gibi bazi fermente siit
urunlerinde folatin sikhikla arttigini gostermis ve
birgok arastirmaci laktik asit bakterileri suglarim
kullanarak folatin biyosentezine odaklanmigtir (Le
Blanc ve ark., 2011; Zhang ve ark. 2020).
Mikroorganizmalarin folat tiretme yetenegi susa
ozgudir ve buylume kosullarindan etkilenmektedir
(Saubade ve ark., 2017; Levit ve ark., 2020; Mahara
ve ark., 2021). Bircok laktik asit bakteri susu
(Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Lactococcus
spp., Lactobacillus  plantarum, Streptococcus
thermophilus) folat biyosentezini
gerceklestirebilirken, baz1 suslarin (Lactobacillus
gasseri, Lactobacillus johnsonii) folat biyosentez
sliirecini denetleyen genleri bulunmadigindan folat
iiretemedikleri gozlenmistir (LeBlanc ve ark., 2007;
Yuksekdag ve Zeydanlh, 2013; Agagunduz ve ark.,
2022).

Sut urunleri, 6zellikle yogurt, folat biyoyararlanimini
artiran folat baglayici proteinleri icermesi nedeniyle
folatin biyogiiclendirilmesi icin oldukca onemlidir.
Folatlarin ntukleotit sentezi, DNA replikasyonu ve
onarimi gibi hiicre i¢in 6nemli roller oynamaktadir ve
folat eksikligi sonucu c¢esitli saghk sorunlar:
gozlenebilmektedir. Bakteriyel folat, diisuk folat
durumlarini 6nlemek ya da tedavi etmek icin
potansiyel bir beslenme kaynag olarak gorilmektedir
(Pompei ve ark., 2007b; Rossi ve ark., 2011; Engevik
ve ark., 2019). Bu calismada, folat eksikligi nedeniyle
olusan hastaliklarin engellenmesi, gida uriinlerinin
folat icerigince zenginlestirilmesi ve folat eksikliginin
dogal yollarla gideriminin saglanabilmesi amaciyla
yiksek folat Uretim  kapasiteleri  sergileyen
mikroorganizmalar: belirlemek hedeflenmistir. Bu
amacla geleneksel yontemlerle yapilan yogurtlardan
63 bakteri (31 Lactobacillus spp. 32 Streptococcus
spp.) izole edilmis ve izolatlarin API 50 CH kiti ile
biyokimyasal tanimlamalar1 yapilmistir. Folat
tiretimine kullanilan besiyerlerinin ve tamponlarin
etkisini belirlemek amaciyla, izolatlarin farkli besi
ortami ve tampon ¢ozeltilerindeki intra-
/ekstraselliler folat Gretimleri tespit edilmistir.

MATERYAL ve METOD

Izolasyon

Tirkiye'nin gesitli bolgelerinden (Keciéren,
Yenimahalle, Cankaya, Sincan, Altindag/Ankara,

Orta/Cankiri, Merzifon/Amasya, Gulsehir/Nevsehir,
Goyniik/Bolu, Silifke/Mersin, Sungurlu/Corum) elde
edilen ve geleneksel yontemlerle yapilan yogurt
orneklerinden 0,1 g alinmis 2 mL’lik steril fosfat
tamponu (PBS, %0,02 KCl, %0,144 NasHPO., %0,8
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NaCl, %0,024 KH:PO., pH 7,2) ile siispanse
edilmigtir. 101”a kadar diliie edilen 6rnekler Man
Ragosa-Sharp (MRS, Merck, Darmstadt, Almanya) ve
Neutral Red Chalk Laktoz (NRCLA, HiMedia, USA)

kat1 besiyerine ekilerek 42°C’da 16-18 saat
inktibasyona birakilmigtir. Tek koloni segilen
orneklerin daha iyl gelismesi ig¢in sisteinli-
MRS/Elliker (MRSC, Merck, Darmstadt, Almanya)
sivi  besiyerlerine  ekim  yapilarak  yeniden
inktibasyona birakilmigtir. Bakteri kiiltiirlerinin

morfolojileri incelenerek Gram (+) basiller ve koklar
izole edilmigtir.

Tanimlama
Biyokimyasal tanimlama

Yogurt numunelerinden izole edilen 31 Lactobacillus
spp. ve 32 Streptococcus spp. Ornekleri tanimlama
i¢in sirasiyla MRS ve Elliker besiyerlerinde 42°C’da
16-48 saat geligtirilmistir. Izolatlarin biyokimyasal
tanimlamalar1 i¢cin API 50 CHL (Bio-Meriéux) test
kiti kullanilmigtir. Dehidrat substratlar bulunduran
mikrotiipciiklere bakteri yogunlugu [Laktobasiller
icin McFarland 2 (6x108 cfu/mL); Streptokoklar icin
McFarland 4 (12x10%®  cfu/mL)] ayarlanan
orneklerden eklenerek 42°C’de 48 saat inkiibasyon
islemi uygulanmigtir. Inkiibasyon siiresi bitiminde
bakterilerin metabolik son urinlerinde renk degisimi
gozlenmigtir. Mor rengin sariya doniismesi pozitif,
ayni kalmasi ise negatif olarak degerlendirilmistir.
API WEB (NTSYSpc 2.0) programinda izolatlar ile
standart ATCC suglarinin API sonuglari
kargilagtirilmigtir.

Izolatlarin molekiller tanimlamasi icin; tesadifen
secilen 4 Lactobacillus ve 4 Streptococcus 1zolatinin
genomik DNA saflastirma kiti (Thermo Scientific)
kullanilarak DNA 1izolasyonu gerceklestirilmigtir.
Ardindan izole edilen genomik DNA'nin safligi ve
miktar1 ELISA (Epoch) cihazinda  (ODaso/2s0)
belirlenmistir. 16S rDNATin amplifikasyonu, 27F (5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) ve 1492R (5~
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") evrensel
primerler kullamlarak gerceklestirilmistir (dos

Santos ve ark., 2019). Orneklerin DNA dizi analizi,
Gazi Universitesi Yagsam Bilimleri Uygulama ve
Arastirma Merkezinde Genetic Analyzer Applied
Biosystems, 3130 model genetik analizér cihaz ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar NCBI gen
bankas1 ile karsilastirilmistir (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov).

Folat Uretimi

Sybesma ve ark. (2003 a,b) ve Aswathy ve ark.larinin
(2008) yontemlerinde birtakim degisiklikler yapilarak
bakterilerin folat tiretimleri gerceklestirilmigtir. Folat
tiretimlerinin tespit edilmesinde MRS (laktobasiller
icin), Elliker (streptokoklar icin), %10’luk yagsiz siit
(Oxoid, Irlanda) ve Folik Asit Casei Medium (FACM,
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HiMedia, USA) besiyerleri ve tampon olarak ise 0,1 M
potasyum fosfat, sodyum asetat ve sodyum fosfat
tamponlar1 kullamilmigtir. Bakteriler besiyerlerine
inokiile edilip, 42°C’da 16 saat gelistirildikten sonra
12000xg’de 10 dak santrifiij edilmistir. Intraselliiler
iretim i¢in pellet kullanilirken, ekstraselliiler iiretim
i¢in stupernatant kullanilmigtir. Ortamdaki besiyeri
ve diger kalintilarin uzaklagmasi igin 6rnekler PBS
tamponu ile yikanmigtir.

Intraselliiler folat {iretimi

Bakteri yogunlugu McFarland 5% (15%x108 cfu/mL)
ayarlanan ve 50 MHz frekansinta icerisine buz
eklenen ultrasonikasyon (VibraCell) cihazinda
orneklere 5 dakika siiresince sonikasyon iglemi
uygulanmigs ve numuneler sicak su banyosunda
100°C’da 15 dak bekletilmigtir. Ardindan 4000Xg’de
10 dak 4°C'da santrifiij ilemi yapilmigtir. Sicak su
banyosunda 5 dak yeniden bekletilen 6rneklere ikinci
santrifiij uygulamasimin ardindan elde edilen
stipernatant 0,45 pm’lik filtreden gegirilerek mikro-
kuyucuklara aktarilmigtir. ODsso nm dalga boyunda
O0lcim yapilarak kiltiirlerin  intraselliller folat
iretimleri tespit edilmistir (Sybesma ve ark. 2003a,b;
Aswathy ve ark., 2008).

Ekstraselliiler folat iiretimi

Stpernatant ile tampon c¢o6zeltileri 1:1 oraninda
sispanse edilmigtir. Ornekler sicak su banyosunda
100°C’da 15 dak tutularak folat baglayici1 proteinlerin
folattan ayrilmas: saglanmigtir. Ornekler 4000xg’de
10 dak 4°C'da santrifiij edilmigtir. 2 mL’lik
stipernatant, 0,4 mL insan plazmasi, 0,1 M 2-
merkaptoetanol, %0,5 sodyum askorbat soliisyonu ile
muamele edilerek 37°C’da 1 saat ¢alkalamali etiivde
bekletilmigtir. Sicak su banyosunda 5 dak bekletilen

ornekler santrifiij edilmis ve supernatant 0,45 pm’lik
filtreden gegirilerek mikro-kuyucuklara aktarilmagtir.
ODsso nm dalga boyunda 6lgim yapilarak kiltlirlerin
ekstraselliiler folat iiretimleri belirlenmistir (Wilson
ve Horne, 1982; Aswathy ve ark., 2008; Sybesma ve
ark. 2003a,b).

Istatiksel Analizler
Tim calismalar tg¢ paralelli ve ti¢ tekerriurli olarak
yapilmis ve c¢alismalarin ortalama sonuclari

verilmigtir. Bu calismalardan elde edilen veriler bu
tekrarlarin ortalamasi + standart sapma (SD)
seklinde verilmistir. Her bir bakterinin farkl besiyeri
ve tampon ¢ozeltilerdeki intraselliler ve
ekstraselliiler folat uretimleri arasindaki
farkliliklarin istatistiksel O6nem degeri iki yonla
ANOVA ve Tukey’s post hoc testi ile ve GraphPad
Prism (Www.glqaphpad.com) yazilimi kullanilarak
belirlenmigstir. Istatistiksel o6nem degerleri p<0,05
olarak belirlenmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA
Bakteri Izolasyonu

Calismada izolatlarin alindig1 yer, 6rnek numarasi ve
kodu Cizelge 1'de gosterilmistir. Bolu-Goéynik ve
Amasya-Merzifon disindaki tim boélgelerden 32
Streptococcus sp., Nevsehir-Gillsehir ve Mersin-
Silifke disindaki tim bolgelerden 31 Lactobacillus sp.
olmak tzere toplamda 63 izolat elde edilmistir.

Laktobasil izolatlarimin MRS kati besiortaminda
yass1 ve krem renkli koloniler (Resim 1.a); Streptokok
izolatlarinin NRCLA kati1 besiortaminda diizgiin ve
mor renkli koloniler olusturduklar1 (Resim 1.b)
gbzlenmigtir.

Sekil 1. a. MRS kat1 besiortaminda Laktobasillerin koloni morfolojisi

b. Neutral Red Chalk Laktoz kati besiortaminda Streptokoklarin koloni morfolojisi
Figure 1. a. Colony morphology of Lactobacilli on MRS solid media

b. Colony morphology of Streptococci on Neutral Red Chalk Lactose solid media
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Bakterilerin Tanimlanmasi
Biyokimyasal tanimlama

API 50 CHL test kiti kullanilarak (Resim 2) yapilan
biyokimyasal tanimlama sonucunda laktobasil

Cizelge 1. Yogurttan izole edilen izolatlarin alindigi yerler, 6rnek numaralar: ve kodlar:

izolatlarinin L. delbrueckii subsp. bulgaricusa
benzerlik oramimin % 53-97, streptokok izolatlarinin
S. thermophilusia benzerlik oraninin % 71-95 oldugu

belirlenmistir (Cizelge 2).

Table 1. Locations sample numbers and codes of the isolates 1solated from yoghurt

Izolatlarin Alindig1 Yer Ornek No Lactobacillus sp. kodu Streptococcus sp. kodu

1. Ankara-Keg¢iéren 1.1 ZN141 714
1.2 ZN142 715
1.3 ZN171 7151
1.4 ZN172 7171
1.5 ZN18 7173
1.6 ZN19 718

2. Ankara-Yenimahalle 2.1 ZN251 7261
2.2 ZN252 7271
2.3 ZN272 7272
2.4 ZN281 7351

3. Cankir1-Orta 3.1 ZN342 7361
3.2 ZN361 7372
3.3 ZN362 -
3.4 ZN382 -

4. Ankara-Cankaya 4.1 ZN442 7472
4.2 ZN451 7482
4.3 ZN461 -

5. Amasya-Merzifon 5.2 ZN543
5.3 ZN551
5.4 ZN561
5.5 ZNb562 -

6. Ankara-Sincan 6.1 ZN641 7,662
6.2 ZN652 7651
6.3 ZN661 7672
6.4 ZN662 7682

7. Nevsehir-Gulsehir 7.1 - 7743
7.2 7752

8. Ankara-Altindag 8.1 ZN82 7861
8.2 7.862

9. Bolu-Goyniik 9.1 ZN961 -
9.2 ZN981 -

10. Mersin-Silifke 10.1 - 71051
10.2 71052
10.3 71061
10.4 71062
10.5 71081
10.6 71082

11. Corum-Sungurlu 11.1 ZN1151 71151
11.2 ZN1171 71152
11.3 ZN1181 71153
11.4 71161
11.5 71162
11.6 71171

- izolasyon gerceklestirilememigtir.
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Cizelge 2. Lactobacillus sp. ve Streptococcus sp. izolatlarinin API 50 CHL tanimlamasi ve % benzerligi
Table 2. Lactobacillus sp. and Streptococcus sp. of isolates API 50 CHL identification and % similarity

Kod API 50 CHL Tanimlama Benoz/((;rlik Kod ATEflfrglgII:: % Benzerlik
ZN171 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 88 715 S. thermophilus 87
ZN19 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 81 714 S. thermophilus 92
ZN141 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 73 718 S. thermophilus 95
ZN172 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 53 71171 S. thermophilus 82
ZN18 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 80 7173 S. thermophilus 72
ZN142 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 90 7171 S. thermophilus 79
ZN252 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 90 7272 S. thermophilus 83
ZN272 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 81 7682 S. thermophilus 67
ZN251 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 84 7752 S. thermophilus 88
ZN281 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 75 7743 S. thermophilus 80
ZN362 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 84 7861 S. thermophilus 91
ZN382 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 92 7.862 S. thermophilus 75
ZN342 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 71 71062 S. thermophilus 90
ZN361 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 90 71083 S. thermophilus 79
ZN461 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 96 7261 S. thermophilus 90
ZN442 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 55 7271 S. thermophilus 91
ZN551 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 79 7372 S. thermophilus 79
ZN561 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 81 7361 S. thermophilus 82
ZN562 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 82 7351 S. thermophilus 90
ZN543 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 93 7472 S. thermophilus 75
ZN451 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 83 7482 S. thermophilus 67
ZN662 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 94 7662 S. thermophilus 95
ZN661 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 86 7651 S. thermophilus 80
ZN652 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 55 7672 S. thermophilus 92
ZN641 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 70 71061 S. thermophilus 89
ZN82 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 67 71081 S. thermophilus 93
ZN981 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 97 71051 S. thermophilus 80

ZN1181 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 53 71162 S. thermophilus 89
ZN961 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 95 71161 S. thermophilus 71
ZN1151 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 76 71152 S. thermophilus 90
ZN1171 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 91 71151 S. thermophilus 85

71153 S. thermophilus 91
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Resim 2. API 50 CHL testi
Picture 2. API 50 CHL test

Molekiiler tanimlama

Biyokimyasal  olarak  tamimlamalari  yapilmig
numunelerden rastgele se¢ilen 4 laktobasil ve 4
streptokok  izolatimin  16S rDNA  molekiiler
tanimlamalar1 gerceklestirilmistir. Laktobasillerden
izole edilen DNA'nin saflik (ODs2so/2s0 nm) derecesi
1,72-1,90 araliginda, streptokoklarin DNA’sinin ise
1,72-1,85 araliginda tespit edilmistir. Orneklerin

DNA’larmin dizi analizi sonuclari BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) fonksiyonu ile NCBI
(National Center for Biotechnology Information) Gen
Bankasi’nda taranarak belirlenmistir. Calismada
kullanilan tim bakterilerin molekiiler tanimlamasi
sonucunda model suglara %99 oraninda benzerlik
gosterdigi  bulunmus ve sonucglar Cizelge 3'te
verilmigtir.

Cizelge 3. Bakterilerin 16S rDNA sekanslarinin NCBI Gen bankasi sonuglarina gére benzerlik oranlar ve saflik

dereceleri (ODszso/280 nm)

Table 3. Similarity rates and purity levels of 16S rDNA sequences of bacteria according to NCBI Genbank results

(0D260/280 nm)
Kod Izolat EMBL/GenBank % Benzerlik ODz260/280 nm
Numarasi
ZN281 L. delbrueckii subsp. bulgaricus HM218006.1 99 1.81
ZN382 L. delbrueckii subsp. bulgaricus HMO058989.1 99 1.76
ZN551 L. delbrueckii subsp. bulgaricus JX839763.1 99 1.72
ZN652 L. delbrueckii subsp. bulgaricus HMO058547.1 99 1.90
7173 S. thermophilus GU195647.1 99 1.72
7361 S. thermophilus HQ721278.1 99 1.74
7351 S. thermophilus HQ721251.1 99 1.83
71161 FEnterococcus faecium JN542513.1 99 1.85

Biyokimyasal yontemlerde, enzim substrat iligkisine
baghh olarak go6zlenen renk degisimi ya da gaz
olusumu ile elde edilen sonuclar tam ¢izelgeleri ile
karsilastirilmakta ve  bakteri tanimlamasi
gerceklestirilmektedir. Insan glici ve c¢alisma
alanindan tasarruf saglama, kisa strede hizli sonug
verme ve diisik maliyetli olma gibi 6nemli avantajlar
da bulunmaktadir. Ancak, API, Enterotube, Minitek,
Vitek gibi biyokimyasal tan1 yontemleri ¢ahgilacak
bakteri tiri hakkinda o6nemli Dbilgiler sunan
yontemler olsalar da, kiltirlerin
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identifikasyonlarinin daha dogru yapilabilmesi i¢in
bilgisayarlh otomatik okuyuculara ihtiyag
duyulmaktadir (Aras, 2011). Molekiiler tanimlama
teknikleri, bakterilerin hizli ve dogru bir sekilde
tanimlanmasinda yiksek bir potansiyel
gostermektedir. Bu tir yontemlerin, fenotipik olarak
yakindan iligkili olan ancak epidemiyolojik etkide
onemli farklhiliklar gosteren tiirlerin ve/veya alt
turlerin farklilagtirilmasi1 gibi 6nemli uygulama
alanlar: bulunmaktadir (Frey ve Nicolet, 1997). 16S
ribozomal RNA (rRNA) gen dizilemesi, bakteriler
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arasindaki filogenetik iligkilerin belirlenmesi i¢in
onemli bir ara¢ olarak hizmet etmekte ve bakteri
izolatlarinin tanimlanmasinda etkin olarak
kullanilmaktadir. Sekans tanmimlamasi, yavasg
biyliyen, olagandis1 ve gii¢ iireyen bakterilerin yani
sira geleneksel yontemlerle zayif bir gekilde
farklilagan bakteriler igin de kullanilan bir yéntemdir
(Patel, 2001). Molekiiler tamimlama teknikleri
potansiyel olarak bakteri turlerinin tespiti ve
tanimlanmasinin yani sira bir bakteri tirt igindeki
suglarin karsilastirilmasina da olanak tanimaktadir.
Calismada, hem biyokimyasal hem de molekiiler
tanimlama testleri gercgeklestirilen Lactobacillus sp.
ve Streptococcus sp. izolatlarinin, tanmimlama
sonuclarinin  birbirinden farklihik gésterdigi ve
molekiiler tanmimlama sonuglarimin L. delbrueckii
subsp. bulgaricus ve S. thermophilusa daha ylksek
oranda (%99) benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
Bu calismada tesadifen secilen 8 izolatin molekiiler
tanimlamasi yapilarak molekiiler tanimlamanin daha
dogru sonuglar verdigi ispatlanmigtir.

Folat Uretimi
Folatin kimyasal olarak sentezlenmis formu olan folik

asidin yiksek oranda alinmasi, B12 vitamini
eksikliginin erken hematolojik belirtilerinin
maskelenmesi,  hepatik  dihidrofolat  rediiktaz

enziminin aktivitesinde degisiklik ve kanserin tegvik
edilmesi gibi olumsuz saglk sorunlarina neden
olabilmektedir (Bailey ve Ayling 2009; Baggott, ve
ark., 2012; Da Silva ve ark., 2016; Albano ve ark.,
2020). Yogurt, ayran, peynir gibi baz1 fermente siit
tiriinlerinde  laktik asit bakterilerinin  (LAB)
biyosenteziyle folat miktarinda artigs go6zlenmesi
sonucu folatin biyosentezine yo6nelik ¢aligmalara ilgi
artis gostermistir (LeBlanc ve ark., 2011).

Dogal folat formlari turetilebilen LAB, olumsuz
etkilere neden olmadan folat eksikligini 6nlemek ic¢in
gidalara dahil edilebilmektedir. Sentetik folik asitle
zenginlestirmeye alternatif olarak LAB tarafindan
uretilen folat, bagirsak patolojilerine karsi terapétik
ve anti-enflamatuar/anti-neoplastik  tedavilerde
tamamlayici olarak kullanilabilmektedir (Levit ve
ark., 2021).

Intraselliiler folat tiretim miktarimmn yiiksek ¢ikmasi
bakterinin metabolik aktivite etkinligi hakkinda bilgi
verirken, ekstraselliler folat miktarindaki artig
tiketilen gidalarin folat icerigi bakimindan zenginligi
hakkinda fikir vermektedir (Sybesma ve ark., 2003a).
Sybesma ve ark. (2003a), Leuconostoc lactis ve L.
paramesenteroides suglar1 ile gergeklestirdikleri
arastirmalarinda bakterilerin trettikleri total folat
miktarim1 43-45 pg/L olarak bildirmiglerdir. Laino ve
ark. (2012) Arjantin yogurtlarindan elde ettikleri 4
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
kiltirtiniin hticre i¢ci ve hiicre dig1 folat tretim
miktarlarin1 belirlemek amaciyla, folat icermeyen
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kiiltiir ortaminda (FACM) ve yagsiz siitte kiiltiirleri
gelistirmiglerdir. FACM ortaminda, suglarin hiicre igi
folat uretimlerinin 8,6-16,2 pg/L, hicre dis1 folat
uUretimlerinin ise 3,6-86,2 pg/LL arasinda degiskenlik
gosterdigi  bildirilmistir. Cucick ve ark. (2020)
Brezilya kegi sut triinlerinden elde ettikleri beg S.
thermophilus (34v, 170v, 268v, 36lv ve 341pc)
bakterisinin folat tretim miktarini belirlemigtir.
Analiz sonuglarina gore en iyi folat tireten bakteriler
sirasiyla S. thermophilus 34v (0,208 pg/mL) ve S
thermophilus 268v (0,167 pg/mL) olarak rapor
edilmigstir. Yogurttan izole edilen 4 Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermanii ve 4 P. freudenreichii
ssp. freudenreichii kullanildigr bagka bir ¢alismada
bakterilerin folat tUretimleri 21,2-31,9 pg/mL olarak
tespit edilmistir (Zahed ve ark., 2022). Liu ve ark.,
(2022) ¢ig inek siitiinden folat {reten alt1
Lactobacillus susu izole etmigler ve alt1 izolatin folat
veriminin 0,0055 ile 0,239 pg/mL arasinda degistigini
bildirmiglerdir. Elde edilen suslardan folat tretim
potansiyeli en yiksek olan izolatin Lactilactobacillus
sakei 1.Z217 (0,239 pg/mL) oldugunu bildirmislerdir.

Calismada, ti¢ farklh besiyeri tampon uygulamasinin
intraselliler ve  ekstraselliler folat Uretimi
uzerindeki etkisi incelenmigstir. L. delbrueckii subsp.
bulgaricus ve S. thermophilus suglarimin farkh
besiyerlerinde intraselliller ve ekstraselliiler folat
uretimleri Cizelge 4-7’de verilmistir.

MRS besiyerinde L. delbrueckii subsp. bulgaricus
suslar icin en yuksek intraselliler folat {iretiminin
ZN561 susunda potasyum fosfat tamponunda (83,3
png/l) en diigiik iiretimin ise sodyum asetat
tamponunda (6,9 pg/L) oldugu belirlenmistir (Cizelge
4). Ekstraselliller folat {iretimine bakildiginda
ZN1151 susu potasyum fosfat tamponunda (74,9
ng/L) en yiiksek degeri gosterirken, ZN961 susu
sodyum asetat tamponunda (1,1 pg/L) en diisiik
degeri gostermistir (Cizelge 6). S. thermophilus
suglarinda;  Elliker  besiyerinde en  yiksek
intraselliler ve ekstraselliler folat Uretimleri
sirasiyla Z482 ve 7862 suslarinda potasyum fosfat
tamponunda (103,8 ve 72,5 pg/L) belirlenirken, en
dustk folat tiretimi sirasiyla Z1161 susunda sodyum
fosfat tamponunda (7,9 pg/L) ve Z1051 susunda
sodyum asetat tamponunda (4,5 pg/L) bulunmustur
(Cizelge 5 ve 7).

FACM Dbesiyerinde intraselliler folat uretimi L.
delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinda 8,5 ug/L
(ZN172)-88,5 g/l (ZN543) arasinda degisirken
(Cizelge 4), S. thermophilus suslarinda ise; 87,7 ug/L
(Z861)-9,5 g/l (Z682) araliginda degiskenlik
gostermistir (Cizelge 5). Ekstraselliiler folat {iretimi
ise L. delbrueckii subsp. bulgaricus suglarinda 2,9
ng/L (ZN562)-50,9 pg/L (ZN561 ve ZN1151) (Cizelge
6), S. thermophilus suslarinda 3,4 pg/L (Z351)-79,9
ng/L (Z651) (Cizelge 7) arahginda tespit edilmistir.
FACM besiyerinde potasyum fosfat tamponunun
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intraselliiller ve ekstraselliler folat tretimi i¢cin en
uygun tampon oldugu belirlenmisgtir.

L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S. thermophilus
suglarinin  yagsiz siit besiyerindeki en yiiksek
intraselliiler folat tiretimi ZN1181 (105,6 ng/L) ve
71162 (95,8 pg/L) suslarinda bulunmustur (Cizelge 4
ve 5). Ekstraselliiler folat iiretimlerine bakildiginda

ise; suslarin 66,3 ug/L (ZN641) ve 73,9 ng/L (Z272)
degerleri ile en yuksek hiicre digi1 folat tretim
yetenegi gosterdikleri tespit edilmistir. Yagsiz siit
besiyerinde potasyum fosfat tamponunun
intraselliiler ve ekstraselltler folat Gretimi igin en iyi
sonug veren tampon c¢ozeltisi oldugu belirlenmistir
(Cizelge 6 ve 7).

Cizelge 4. L. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin farkl besiyerlerinde (MRS. FACM ve yagsiz siit) ve farklh
tamponlarda (potasyum fosfat. sodyum fosfat ve sodyum asetat) intraselliiler folat {iretimleri (ug/L)

Table 4. L. delbrueckii subsp. bulgaricus strains in different media (MRS. FACM and skim milk) and buffers
(potassium phosphate. sodium phosphate and sodium acetate) intracellular folate production (ug/L)
MRS FACM Yagsiz siit
Bakteri Potasyum Sodyum Sodyum Potasyum Sodyum Sodyum Potasyum Sodyum Sodyum
Kodu Fosfat Fosfat Asetat Fosfat Fosfat Asetat Fosfat Fosfat Asetat
Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu
ZN171 78.5+4.6 2 17.5+0.4b 9.3+0.1 P 53.943.4 2 25.3+0.3P 21.8+0.9" 35.9+1.32 38.3+3.22 6.9+0.1be
ZN19 47.2+1.62 22.9+£0.6P 11.9+0.1 be 55.4+1.3 2 25.1+0.1" 29.9+1.1° 34.4+4.42 28.3+1.32 16.8+0.1 bc
ZN141 26.1+3.12 20.2+0.4 2 13.8+0.6" 55.3+4.3 2 25.6x1.1P 33.44+0.6P 49.244.12 43.4+1.02 16.6+0.1 b
ZN172 39.444.12 19.2+0.4" 9.6+£0.0" 8.5+4.62 23.7+0.9P 19.3+1.12 44.842.92 41.142.22 11.7+0.0bc
ZN18 25.742.42 19.1+0.7? 14.5+0.3" 51.9£5.3 2 18.8+0.6" 32.9+0.9 b 70.845.52 65.2+4.42 25.3+0.1 be
ZN142 54.5+6.12 18.7+0.3P 6.9+0.0" 62.44+0.1 2 28.2+1.2P 18.8+0.4 be 72.1+£3.72 17.4+0.1" 6.6+0.1 be
ZN252 11.7£0.4 2 18.2+0.3" 8.0+0.1bc 29.6+3.7 2 22.3+0.6 2 19.7+0.1° 38.2+0.62 51.8+2.2P 13.2+0.3 be
ZN272 35.4+6.52 21.7+0.4 2 11.1+0.1P 38.842.2 2 28.4+0.4" 18.9+0.4 b 24.9+1.52 23.9+4.62 7.6+0.3 b
ZN251 60.7+3.72 21.9+0.1P 10.9+0.1" 64.7¢1.12 22.9+£0.6P 15.9+0.4 be 75.1+2.42 61.4+1.9b 16.9+2.9be
ZN281 42.9+1.52 19.2+0.4" 14.3+£0.1 < 51.245.72 23.7+0.1P 21.5+0.6" 56.8+1.32 55.7+1.82 6.4+0.1bc
ZN362 22.143.72 17.7£0.62 10.0+0.0" 14.4+3.1 2 13.2+2.22 14.7+0.3 2 43.9£1.92 39.5+1.32 14.5+0.3b¢
ZN382 27.1+£1.92 23.240.32 12.4+0.1b< 32.942.9 2 27.240.32 21.9+1.9P 33.8+2.72 25.842.52 7.6+0.1 b
ZN342 20.0+0.62 17.8+0.3" 11.6+0.1bc 60.9+1.1 2 29.2+0.6" 24.6+0.0 b 51.3+4.12 18.6+0.6" 16.1+0.4b
ZN361 40.9+0.62 24.7+0.7" 8.940.0bc 27.6x1.22 27.4+0.92 22.940.6 b 48.8+1.62 45.5+3.52 8.5+0.0 b
ZN461 26.5+2.52 23.56+1.52 9.5+0.1be 28.1+£2.5 2 22.440.12 21.5+0.4" 52.2+1.32 47.6+1.82 6.2+0.1 be
ZN442 37.4+0.32 23.9+0.1P 12.1+0.0b< 19.3+1.12 19.0+1.62 19.6+0.0 10.9+1.22 14.5+0.7 2 15.9+0.6P
ZN451 27.2+0.3 2 22.44+0.,7P 10.3+0.1 b 18.1+3.4 2 25.1+0.3 2 12.7+0.4 b 34.3+0.3 2 29.84+2.12 8.5+1.1b¢
ZN551 54.2+4.62 27.9+1.3P 10.9+0.3 b 66.4+3.4 & 36.2+0.3P 21.240.1 b 86.7+4.62 63.7+6.5P 14.1+1.5b«c
ZN561 83.3+1.92 26.3+0.4P 8.940.0bc 72.944.4 2 34.3£1.5P 23.7+£0.3P 92.5+1.92 79.9+2.2P 25.0+0.4 be
ZN562 20.7+4.72 17.0£0.72 12.5+0.02 16.2+0.9 2 27.7£1.9b 21.940.1 be 29.2+1.22 26.2+1.92 21.3+0.0"
7ZN543 65.2+2.92 27.8+0.1P 14.7+0.1bc 88.5+7.12 27.7£0.6 P 23.5+0.3P 96.9+2.42 92.2+1.12 35.9+1.2bc
ZN662 24.8+1.22 18.3+0.0" 10.14+0.1bc 23.9+3.12 28.2+1.22 18.5+0.3 ¢ 60.9+4.32 18.7+0.7" 24.3+0.3b
ZN661 21.8+0.12 26.1+1.6" 11.9+0.0b< 20.44+0.2 a 18.9+1.12 19.5+0.1 2 61.7+1.82 58.9+2.82 17.6+0.1bec
ZN652 72.2+3.82 23.5+0.9? 10.7+0.3 b 68.9+0.9 a 18.1+0.0P 10.1+0.1 b 94.94+4.62 75.6+0.4P 14.9+0.1 b
ZN641 68.3+4.4 2 27.1+0.4 P 8.1+0.0be 69.84+2.9 a 25.4+0.6" 21.44+0.3V 68.5+0.7 2 65.8+0.92 26.7+0.0 b
7ZN82 63.4+1.82 20.9+0.4P 10.2+0.0b< 67.3+0.6 2 32.2+1.1° 18.9+0.1 be 33.1+£5.22 19.7+£1.32 27.1+£0.12
ZN981 66.5+2.92 19.7+0.3" 10.3+0.0bc 34.8+4.6 2 18.8+0.6" 21.8+0.3" 60.7+0.3 2 56.1+1.6P 30.8+0.7 be
ZN961 54.9+0.72 21.840.12 13.8+0.6b< 53.444.7 2 25.6£1.1P 20.6£1.1P 82.9+0.42 61.7+0.4P 11.3+0.3be
ZN1151 54.1+1.92 18.8+0.6P 14.4+0.0" 66.3+3.5 & 25.4+1.5Y 35.5+0.1 b 60.6+4.62 55.9+1.22 25.24+1.1bc
ZN1171 34.5+0.92 29.1+0.3a 11.9+0.1bc 53.9+2.7 a 33.9+1.9? 13.2+0.3 b 16.4+1.32 14.2+1.22 6.8+0.1bc
ZN1181 61.5+3.92 63.2+1.2a 15.9+0.1 be 71.7+£3.7 2 19.2+0.6P 36.1+2.2bc 105.6+1.92 66.4+1.3P 37.4+0.9bc

+! Standart sapma seklinde sunulmustur.
abc Ayni stitunda farkl harflerle ifade edilen degerler Tukey testine gére P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemlidir.

L. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarimin folat
tiretiminde farklh besiyerleri ve tampon uygulamalar
arasinda farkliligin olup olmadigini tespit etmek
amaciyla Tukey’s testi uygulanmigtir. Bir¢ok sus i¢in
tamponlar arasinda anlaml bir farkhilik gézlenmistir
(p<0,05). Ancak, intraselliiler folat iiretiminde MRS
besiyerinde ZN562 susunda (Cizelge 4), FACM
besiyerinde ZN172, ZN362, ZN442 ve ZN661
suglarinda (Cizelge 6) anlamhi bir farklihga
rastlanilmamigtir. Yagsiz stit besiyerinde
intraselliiler folat tUretim c¢alismalarinda tim
suglarda tampon uygulamalarinda anlamli bir fark
gozlenmistir (p<0,05) (Cizelge 7). Ekstraselliiler folat
uretiminde ise MRS besiyerinde ZN18, ZN451 ve
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ZN1171 suslarinda (Cizelge 4), FACM besiyerinde
ZN19, ZN18, ZN252, ZN281, ZN442, ZN551 ve ZN661
suslarinda  (Cizelge 6) anlamli bir farklihga
rastlanilmamigtir. FACM besiyerinde intraselliiler
folat tiretiminde Z1153 susu harig, ekstraselliiler folat
uretiminde 1ise Z18 susu hari¢ tim suslarin
besiyerlerinde  uygulanan tamponlar arasinda
anlaml bir farklihik oldugu gézlenmistir (p<0,05).
Yagsiz siit besiyerinde ise ZN981 susunda (Cizelge 7)
tamponlar arasinda anlamli  bir fark tespit
edilememistir (p<0,05).

Calismada en yuksek folat tiretim kapasitesi gésteren
L. delbrueckii subsp. bulgaricus 7ZN1181 susunun
(105,6 nug/L) Sybesma ve ark. (2003a) (45 pg/L), Laifio
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ve ark. (2020) (86,2 pg/L) calismalarinda
kullandiklarn1 en yiksek folat turetimine sahip
bakterilerden daha yiiksek degerde tiretim yetenegi
gosterdigi belirlenirken, Cucick ve ark. (2020) (31,9
pg/mL) , Liu ve ark. (2022) (239 pg/L), ve Zahed ve
ark. (2022) (208 pg/l)’min  calismalarinda
kullandiklar1 bakterilerin folat miktarindan daha

diustik degerde Uretim sergiledigi tespit edilmigtir.
Folat tretim miktarindaki farkhiligin kullanilan
mikroorganizmalarin ve izolasyon kaynaklarinin ayni
olmamasi, farklh besiyeri ve tampon c¢ozeltilerin
kullanilmasi gibi gelisme kosullarina baglh olarak
degiskenlik géstermis olabilecegi diisiniilmektedir.

Cizelge 5. S. thermophilus suglarinin farkl besiyerlerinde (Elliker. FACM ve yagsiz siit) ve farkli tamponlarda
(potasyum fosfat. sodyum fosfat ve sodyum asetat) intraselliiler folat tiretimleri (ug/L)

Table 6. S. thermophilus strains in different media (Elliker. FACM and skim milk) and buffers (potassium
phosphate. sodium phosphate and sodium acetate) intracellular folate production (ug/L)

Elliker FACM Yagsiz siit

Bakteri Potasyum Sodyum Sodyum Potasyum Sodyum Sodyum Potasyum Sodyum Sodyum

Kodu Fosfat Fosfat Asetat Fosfat Fosfat Asetat Fosfat Fosfat Asetat
Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu
715 24.4+3.7 2 27.5+£0.6 2 10.9+0.3 b 30.9+7.4 2 41.8+4.4 2 14.6+0.1 ¢ 25.6+4.4 b 63.1+4.4 2 36.2+0.4¢
714 75.440.4 2 18.4+2.1b 11.7+0.1 be 82.24+2.8 2 20.9£0.9 > 13.140.7 be 26.3+1.2 b 40.5+0.7 2 25.5+1.8¢
718 54.44+6.6 37.2+1.1P 11.1+£0.3 b 54.0+£0.2 2 47.843.8 2 16.6+0.3 b 41.1+0.77P 47.840.3 2 12.7+£1.9bc
7173 30.2+1.52 19.1+£0.7? 10.5+0.1 be 48.3+1.3 2 18.2+0.3 12.5+0.4 b< 38.7+1.57P 67.2+1.82 21.1+0.6bc
7171 48.6+1.6 2 45.1+44.3 2 11.840.4 b 51.4+2.4 2 27.8+£2.7" 16.3+0.6 b 77.8+0.7 2 47.1+£2.71 23.1+0.9 b
7272 58.8+1.12 25.1+£0.1P 13.1+0.3 be 60.6+1.12 35.5+0.1 P 17.941.2 be 78.5+0.0 a 37.9+1.5P 15.2+0.9be
7261 50.9+0.3 2 26.3+£3.7P 11.5+0.1 be 48.7+1.9 2 32.1+1.6 P 17.740.0 be 43.1+3.9P 60.5+0.6 2 35.1+0.1¢
7271 58.8+3.2 2 21.9+0.6° 10.6+0.4 be 43.7+0.3 2 30.7+1.1P 15.740.3 be 73.3£1.52 40.9+0.1 P 18.442.2be
7372 71.842.92 21.9+0.1P 11.6+0.7 be 70.3+0.1 2 22.9+0.6 » 16.5+0.2 b 61.6+£0.9 2 61.5+2.2 2 32.5+0.6bc
7361 29.746.3 2 50.9£1.82 14.1+£0.9 be 34.4+1.6° 48.1+0.9 19.4+1.2 be 19.9+4.70 59.1+1.8 24.1+1.2bc
7351 52.3+3.12 17.740.4 2 10.7+0.1 be 50.4+£3.9 2 26.7£1.2° 16.7+0.1 b 61.3+0.0 ® 70.7£0.7 2 29.8+0.4 be
7472 44.9+0.4 2 31.5+0.1P 13.1£0.7 be 41.5+1.82 29.9+0.1° 17.6+£0.7 b 65.6+0.4 2 28.3+1.3 7P 24.9+3.2P
7482 103.8+1.1 2 33.9+0.6 P 14.5+0.3 be 70.2+1.1a 38.4+1.6P 17.340.6 be 80.1+4.9 2 43.6+0.7P 29.2+2.2bc
7662 56.9+1.3 2 32.1+0.6 b 11.14+0.1 be 59.5+1.3 a 31.4+1.8P 15.340.3 be 38.7+0.3 2 33.6+2.2 2 19.9+1.5bc
7651 34.3+2.4 2 36.4+0.4 2 10.6+2.4 be 32.2+1.12 23.6+1.1° 12.6+1.2 be 32.8+0.1 2 24.56+0.9 b 20.9+0.6"
7672 72.3+1.6 2 10.5+0.6 2 13.9+0.6 b< 62.5+3.2 19.0+0.2 P 17.2+0.3 b 50.5+0.6 a 40.7+3.2 b 25.94+0.1bc
7682 48.2+0.6 a 31.2+1.9°% 10.7+0.1 be 9.5+2.4 1 48.7+4.8 2 16.8+0.5 ¢ 68.1+2.1 a 69.9+0.4 a 21.7+2.5bc
7752 71.9+2.8 2 15.2+1.9 2 10.3+0.1 be 79.2+1.6 2 18.8+0.6 P 14.9+0.1 P 91.6+0.9 a 17.1+0.1 P 30.1+1.3Pc
7743 61.5+2.12 21.9+£1.82 14.9+7.2 be 55.943.2 2 20.7+1.6 > 19.8+0.4 b 79.142.9 2 26.7+2.7 " 21.1+0.7 be
7861 82.6+2.7 2 25.1+0.6 » 11.6+0.3 b 87.7£0.4 2 26.3+0.1 " 14.3+0.4 be 58.2+0.1 2 26.2+0.4 » 19.6+0.1 be
7.862 76.944.3 2 27.1+£1.27 14.4+0.6 b 71.1+£2.1 2 34.4+£1.5°P 19.440.6 be 74.1+£2.9 a 79.9+2.2 2 17.1+1.1be
71062 74.3+2.8 2 32.7+1.1b 16.6+0.9 be 59.1+0.9 a 40.7£3.1 b 19.4+1.1 be 63.8+2.7 a 64.14+2.4 2 18.2+0.3 be
71083 55.7+2.2 a 33.3+0.4 ® 11.8+0.7 be 48.5+0.3 a 22.1+1.9 P 19.5+0.3 b 84.24+3.7 a 27.8+4.9V 17.6+3.8bc
71061 53.6+1.1a 17.6+2.2 2 11.9+0.3 be 9.6+2.12 26.5+1.6 P 22.9+0.4 b 56.7+2.1 a 31.1+1.6P 19.5+1.9b«
71081 70.5+1.6 2 37.3+0.4 ® 11.2+0.4 be 52.7+1.12 18.2+1.2 b 15.5+0.3 b 63.5+2.4 a 24.94+0.4b 22.1+3.4)
71051 36.8+1.12 24.9+0.2 b 14.9+1.3 be 69.8+0.4 2 17.5+1.6 > 18.1+0.9 b 46.3+0.7 2 38.4+0.7" 22.3+2.5b¢
71161 48.1+3.4 2 7.9+0.9 b 17.2+£1.2% 33.8+2.7 2 12.4+0.1 " 12.5£1.6} 60.1+1.3 2 6.4+0.3" 21.6+0.3 b
71152 37.7+1.12 28.1+0.0 b 10.7+£1.2 be 68.8+0.6 2 27.8+0.7b 14.5+0.9 be 40.7+1.8 2 30.7+0.3 P 32.8+0.1"
Z1171 56.8+0.4 a 19.5+0.9 b 12.2+0.3 be 53.8+1.6 2 20.8+0.4 b 25.1+0.3 b 74.24+2.7 a 34.9+0.9b 37.9+0.6P
71151 37.94+0.1 a 30.6+1.5" 12.2+0.3 be 68.4+4.1 a 33.5+1.5"% 17.7+0.9 be 44.5+1.8 a 31.6+£0.7P 19.7+0.3 b
71153 62.1+1.1a 40.6+0.4 28.1+0.9 be 38.1+2.1 a 37.3+1.52 31.8+0.7 a 25.2+1.8 a 11.7+0.2P 23.1+0.9¢
71162 69.5+4.72 8.9+0.41 29.8+1.1be 74.7+1.52 15.7+0.6> 17.9+1.1% 95.8+1.92 6.3+0.6" 19.941.5be

+! Standart sapma seklinde sunulmustur.

abe Aym stitunda farkh harflerle ifade edilen degerler Tukey testine gore P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak énemlidir.

SONUC ve ONERILER

LAB'nin fermente triinlerde folat konsantrasyonunu
artirmadaki roli yaygin olarak rapor edilmektedir
(Laifio ve ark., 2012, Da Silva ve ark., 2016; Zhang ve
ark., 2020). LAB arasinda S. thermophilus, susa bagh
olarak fermantasyon sirasinda buylk miktarlarda
folat tretme kabiliyeti gosteren oOnemli starter
kiiltiirlerden  birisidir (Laifio ve ark., 2012;
Albuquerque ve ark., 2019). LAB tarafindan iiretilen
folatin, gida igleme sirasinda kullanilmasiyla daha
saghkhh gida trinlerinin elde edildigi bildirilmistir
(Rad ve ark., 2016; Meucci ve ark., 2018). Cogu LAB,
bir¢ok vitamin i¢in oksotrofik olmasina karsin bazi
suglarin B grubu vitaminleri sentezleme yetenegi

bulunmaktadir. Bu durum LAB ile fermente edilmis
gidalarin  tiiketilmesinin 6nemini arttirmaktadir
(Albuquerque ve ark., 2019).

Bu arastirmada, yerel gida kaynaklarindan (yogurt)
elde edilen L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S.
thermophilus suglarinin farkli besiyeri ve tampon
uygulamalarinin hiicre i¢gi ve hiicre dis1 folat
Uretimine etkisi incelenmigtir. Ayrica kullanmilan
besiyerleri ve tampon c¢ozeltiler arasinda anlamli bir
farklilk  olup  olmadig1  istatistiksel  olarak
incelenmisgtir. Yapilan literatir taramalari
neticesinde yuksek folat tiretimine sahip probiyotik
mikroorganizmalarin tiiketimiyle digaridan folik asit
takviyesine gerek duyulmadan folat eksikliginin
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dogal yollarla gideriminin mumkin olabilecegi hastaliklarin olusumunun engellenmesi agisindan
belirlenmistir (Laifio ve ark., 2019; Fayemi ve ark., gida uygulamalarinda tercih edilebilecegi, ayrica
2023). S. thermophilus ve L. delbrueckii subsp. starter 6zellikleri detayli olarak belirlendikten sonra
bulgaricus bakterileri arasindan yuksek folat tretim yogurt yapiminda alternatif starter kultir olarak
yetenegi gosteren suslarin, canlinin metabolik kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

faaliyetlerini  yerine  getirebilmesi ve  cesitli

Cizelge 6. L. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarimin farkli besiyerlerinde (MRS. FACM ve yagsiz siit) ve farkh
tamponlarda (potasyum fosfat. sodyum fosfat ve sodyum asetat) ekstraselliiler folat tiretimleri (ug/L)
Table 6. L. delbrueckii subsp. bulgaricus strains in different media (MRS. FACM and skim milk) and in different

buffers (potassium phosphate. sodium phosphate and sodium acetate) extracellular folate production

(ug/L)
Bakteri Elliker FACM Yagsiz siit
Kodu Potasyum Sodyum Sodyum Potasyum Sodyum Sodyum Potasyum Sodyum Sodyum
Fosfat Fosfat Asetat Fosfat Fosfat Asetat Fosfat Fosfat Asetat
Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu
ZN171 30.9+1.62 18.2+0.0" 7.240.5be 11.6+0.5 2 28.2+1.1P 23.1+1.8P 40.5+1.7a 21.5+0.9P 1.9 +1.1be
ZN19 9.7+0.6 2 9.240.12 3.3+0.2bc 21.942.12 20.5+£1.7 2 17.7£0.0 2 16.1+0.52 13.6+£0.22 2.4+1.3bc
ZN141 12.7£0.0 2 15.6+£0.5" 1.5+0.1b< 33.0+0.5 2 28.4+£2.92 12.9+1.9bc 32.7+1.52 17.9+0.6" 1.140.2bc
ZN172 2.940.12 14.7+0.8? 6.7+0.2bc 28.9+3.9 23.9+2.1 2 15.5+0.5" 19.7+£0.62 7.240.0P 1.6+£0.6P<
ZN18 7.6£3.32 8.6£1.42 2.1+0.22 12.3£3.3 2 13.9£1.52 16.8+0.2 2 17.9+1.42 8.2+0.2P 1.54+0.9b<
ZN142 37.7+0.3 2 35.4+1.8 2 1.940.1be 46.0£1.5 2 24.4+0.6P 21.3+0.8P 40.5+1.12 8.2+1.3) 0.9+0.1be
ZN252 16.2+0.1 2 20.44+2.1 2 4.24+1.0bc 25.442.1 2 25.940.1 2 24.04£0.1 2 3.0+1.82 4.7+¢0.12 1.1+0.32
ZN272 29.3£1.6 2 31.5+1.7a 3.6+0.3 be 34.0+0.6 2 23.7+0.6P 22.3+0.1P 38.24+1.42 7.1+0.1b 0.3+0.2bc
ZN251 22.3+1.4 2 26.7+0.8b 3.3+0.2be 42.443.9 2 26.8+1.1P 16.5+0.6b< 30.9+0.52 7.3£0.9b 1.3+0.1b<
ZN281 8.5+1.82 8.9+0.22 1.2+0.0b< 21.5+0.2 2 19.3£0.3 2 19.5+1.12 17.5+¢2.12 6.6+0.3" 2.1+0.8"
ZN362 22.7+£1.92 20.5+1.6 3.9+0.0bc 31.1+1.32 28.0+0.5 2 4.9+0.1bc 8.3+1.32 8.0+0.82 2.1+0.1bc
ZN382 36.1£1.12 30.5+£6.2 2 5.3+1.7be 10.5+1.1 2 23.9£1.4b 18.1+0.1bc 14.4+0.62 7.1+0.3P 2.7+0.5bc
ZN342 29.5+1.1 2 21.5+2.3P 4.8+0.3be 45.9£0.5 2 29.5+0.5P 21.940.3 b 15.9+1.1a 8.8+0.2" 2.4+0.3 b
ZN361 22.3£0.6 2 20.7£2.3 2 1.6+0.1 b 13.6+0.9 2 19.8+0.5" 19.1+0.3" 10.2+0.12 7.6+1.62 1.240.0 b
ZN461 8.7+0.6 2 8.2+0.6 2 2.3+0.1 be 33.7+1.1a 25.7+£0.1P 16.3+2.1 b 16.5+0.72 9.1+0.7a 1.5+0.1 b
ZN442 13.1+0.6 2 14.8+0.8 2 5.5+0.1 b 18.9+7.2 2 22.7+2.3 2 22.7+1.1 2 25.3+3.12 10.6+1.52 2.9+0.8bc
ZN451 46.1+0.2 2 46.4+4.2 2 36.0+1.42 45,9+2.5 a 26.8+0.6" 16.5+0.9 b 27.0+£0.52 11.8+1.6P 14.6+0.2P
ZN551 42.3+0.2 2 31.1+6.9 a 4.9+0.0bc 38.5+4.9 a 27.7+3.6 2 25.6+0.8 2 14.9+3.42 6.8+0.32 2.4+0.6"
ZN561 58.2+0.6 = 44.3+0.8P 6.7+0.0be 50.9+2.6 2 30.5+0.8P 24.9+0.0° 61.44+0.72 10.8+1.3" 1.7+0.5b<
ZN562 11.3£2.2 2 23.4+1.1P 5.0£0.2 b 2.940.7 2 24.0£1.1P 26.2+0.6" 3.7£1.4P 8.2+0.32 2.2+0.2¢
ZN543 47.4+0.5 2 33.3+0.1P 3.6+0.3 be 48.8+0.7 2 27.1+1.1b 20.940.0 b 39.8+1.8% 8.9+0.1" 2.0+0.2be
ZN662 10.7+0.6 2 9.5+0.3 2 5.7£0.7 be 30.4+2.3 2 29.5+0.0 2 24.2+0.9b 19.3+0.82 8.7+0.3" 3.5+1.4be
ZN661 19.9+0.5 2 18.7+1.3 2 4.7+£0.9bc 22.8+2.2 2 20.4+0.1 2 21.8+0.6 12.1+1.32 7.6£1.62 2.6x£1.4P
ZN652 45.9+0.2 38.5+3.1 2 8.3+0.7bc 46.3+1.9 2 21.0+0.7P 23.9+0.1P 45.3+2.72 11.1+1.3P 4.7+0.1"
ZN641 70.2+0.9 a 39.3+2.9P 5.3+0.6 b 38.8+1.0 a 24.2+0.8P 18.9+0.1 b 66.3+0.3 2 9.2+1.3% 3.2+0.6 b
ZN82 28.4+4.1 2 15.8+0.5b 6.6+0.1" 49.3+0.2 2 27.3£0.1P 29.4+0.6 b 27.9£0.92 15.2+0.3" 4.5+1.1bc
ZN981 41.0£2.52 31.146.9 2 4.440.3bc 40.74£0.6 2 27.7+£3.6P 21.6+£0.1P 27.440.12 10.2+1.5a 3.7+0.12
ZN961 14.9£1.3 2 13.7+1.6" 1.1+0.1 b 29.741.62 20.6£1.3P 21.1+£0.1P 23.940.22 8.9+1.5b 0.940.1 be
ZN1151 74.9+£0.7 a 27.8+0.6" 1.6+0.5b< 50.9+1.1 23.6+0.6" 14.0+0.2 bc 29.1+0.2 2 12.3+0.6P 0.9+0.1 be
ZN1171 33.2+0.6 2 30.1+3.4 a 33.6+1.8 2 21.6+0.8 2 26.8+0.1P 17.2+0.2bc 19.8+1.1a 6.5+0.6" 6.3+0.9"
ZN1181 44,7+2.7 2 33.1+0.6" 1.8+0.1b< 37.7+1.6 a 37.8+5.1 a 16.7+0.3 bc 36.9+2.52 40.6+0.7 2 1.0+£0.2 b

+! Standart sapma seklinde sunulmustur.
abc Ayni stitunda farkl harflerle ifade edilen degerler Tukey testine gére P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemlidir.

TESEKKUR yapilmasi, malzemelerin temin edilmesiZehranur
Bu calisma, Gazi Universitesi Fen Bilimleri Yiksekdag: Fikir/Kavram, planlama ve tasarim,
Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda, 2014 yilinda  kaynak saglama, denetleme ve damgmanlik
tamamlanan  “Geleneksel Yontemlerle Yapilan Berat Cinar Acar: Literatiir taramasi, makalenin
Yogurtlardan Izole Edilen Lactobacillus delbrueckii yazimi, istatistiksel analizlerin yiritilmesi

subsp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus

Tiirlerinde Folat Uretimi” isimli yiuksek lisans Cikar Catigmasi Beyani

tezinden tlretilmigtir. Ayrica, calismamiz Gazi
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
Birimi tarafindan 05/2013-07 kodlu proje ile
desteklenmisgtir.

Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢gikar
catigsmasi olmadigini beyan ederler.

Aragtirma ve Yayin Etigi Karar

Yazarlar bu calismanin arastirma ve yayin etigine

Aragtirmacilarin Katk: Oran1 Beyan Ozeti N
uygun olarak yapildigin1 beyan ederler.

Meryem Nur Zeydanli: Literatir taramasi, deneylerin
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Cizelge 7. S. thermophilus suglarinin farkl besiyerlerinde (Elliker. FACM ve yagsiz siit) ve farkli tamponlarda
(potasyum fosfat. sodyum fosfat ve sodyum asetat) ekstraselliiler folat iiretimleri (ug/L)
Table 7. S. thermophilus strains in different media (Elliker. FACM and skim milk) and in different buffers
(potassium phosphate. sodium phosphate and sodium acetate) extracellular folate production (ug/L)

Elliker FACM Yagsiz siit
Bakteri Potasyum Sodyum Sodyum Potasyum Sodyum Sodyum Potasyum Sodyum Sodyum
Kodu Fosfat Fosfat Asetat Fosfat Fosfat Asetat Fosfat Fosfat Asetat
Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu
715 44.7+0.6 2 11.7+1.4% 6.1+1.6bc 11.9+0.32 9.5+0.52 16.1+1.3 b 29.4+0.62 6.7+0.7b 6.4+0.7"
714 53.6+0.9 2 11.3+1.7b 5.4+1.4b 49.1+£2.57 8.8+0.6" 15.5+0.9 be 50.2+0.02 6.2+0.1" 4.9+0.9"
718 12.6+0.2 2 7.9+0.3P 4.8+0.0b< 9.9+0.82 10.5+3.22 8.9+3.92 18.7+0.32 6.2+0.2P 4.7+0.5b
7173 38.3+1.52 28.2+1.6P 8.1+0.6 b 27.0+1.62 22.5+0.22 12.940.2be 46.8+0.62 8.1+0.2% 5.5+0.6
7171 32.7+1.32 12.6+0.2P 10.1+2.5P 6.6+1.12 10.9+0.5P 13.9+0.7P 27.0+0.7 2 8.5+0.5P 5.9+0.5b
7272 48.9+3.52 46.6+2.12 5.3+0.5bc 52.7+0.82 25.0+0.1P 15.14+0.1bc 73.9+6.42 8.1+0.2% 3.9+0.2%
7261 25.540.12 21.2+0.9b 4.8+0.0bc 64.5+0.52 25.9+0.1P 12.7+0.8 b 70.1+£2.72 6.5+0.2" 6.1+0.5"
7271 8.44+0.2" 54.6+3.82 5.6+1.1¢ 19.1+£2.92 19.6+£0.62 14.34+0.2bc 53.2+0.52 7.1£0.0P 4.7+0.3"
7372 49.943.52 28.2+1.5P 5.7+0.1be 52.5+0.62 28.4+1.4V 16.2+£0.2b< 58.6+3.82 6.1+0.1" 4.8+0.8"
7361 36.1+0.82 9.5+0.6" 9.2+0.1° 3.5+0.62 12.9+0.6" 11.4+0.3Y 3.6+0.52 6.6+0.1" 5.9+0.7"
7351 7.6+1.7P 31.9+0.92 7.5+£0.3¢ 3.4+1.42 27.2+0.7P 14.9+0.5b< 42.842.22 6.5+0.9" 4.4+1.3P
7472 28.8+0.3P 40.8+9.12 5.8+0.6¢ 47.7+1.12 22.8+0.6P 10.1£1.7 b 40.1+0.3 2 8.3+0.7" 4.4+0.6"
7482 55.7+2.12 17.2+1.8P 9.240.8bc 55.4+1.12 10.8+0.5" 13.2+0.5bc 57.3+2.92 7.3£0.2P 6.9+0.3"
7662 64.5+1.32 36.9+3.9b 5.7+0.1 be 39.8+0.3= 27.0+1.0P 10.241.4 be 49.7+0.82 7.8+0.1b 6.4+0.3"
7651 13.3+1.7} 21.4+0.52 6.8+0.6 b 79.9+0.2a 37.2+4.2° 11.8+0.8b« 15.8+0.11 7.2+0.3b 6.3+0.6"
7672 57.4£0.12 12.5+£2.2° 8.7+0.1" 47.5+1.52 11.5+£2.10 15.1+1.1° 54.0£0.52 11.4+0.5" 3.9+0.6 b
7682 3.0+0.8P 25.6+0.32 5.4+1.4% 42.2+0.22 11.8+1.4% 14.4+£0.5" 59.944.12 9.9+0.2P 6.3+0.6"
7752 55.4+1.52 10.9+0.8? 5.8+0.5bc 65.0+£0.12 12.3+0.9? 9.4+1.1" 60.7+0.92 9.4+0.5" 6.3+0.5"
7743 56.9+3.9a 6.7+1.5P 5.1+0.7b 57.0+1.3a 9.1+0.1" 6.9+0.5" 56.6+3.14 6.5+0.2 6.5+1.3"
7861 52.3+2.42 43.2+2.6° 9.440.6 b 15.2+1.7" 29.9+0.32 19.3+0.8¢ 44.2+3.62 7.5+0.3b 7.8£0.1P
7862 72.5+2.9a 44.6+1.5" 6.440.7 be 61.6+0.94 30.5+0.8P 5.940.5 be 51.3+£0.0= 6.1+0.1" 4.7+1.4P
71062 56.7+2.22 27.0+1.1° 5.8+0.8bc 51.9+0.82 25.9+0.1P 9.5+0.3bc 51.0+0.22 6.7+0.3" 4.841.1b
71083 37.7£1.12 6.1+0.1" 4.8+0.5" 5.7+0.62 9.9+0.3P 16.5+£0.2b< 38.4+0.12 7.240.0P 6.7+0.7"
71061 33.9£0.32 24.8+0.7P 6.5+0.7be 12.6+£0.52 24.1+1.0P 16.6+£0.3 b 4.2+0.62 8.5+0.7P 6.1+0.1"
71081 37.6+0.84 25.3+0.5P 8.3+0.6 b 64.1+2.62 15.2+2.6" 16.8+0.8b< 40.1+4.12 11.4+1.1b 5.5+0.1b
71051 53.3+0.7a 9.3+0.9?b 4.5+0.9bc 28.3+1.12 16.1+0.7" 6.3+1.6bc 28.2+0.32 7.7+1.83) 4.4+0.6"
71161 4.6+£0.52 8.9+0.22 6.2+0.32 26.1+1.52 14.6+0.2> 5.940.7 be 31.8+0.7a 34.9+1.72 5.3+0.3 be
71152 53.0+1.64 27.4+2.3b 6.1+0.1 be 67.8+1.82 23.3+0.3P 13.7+0.5be 59.4+2.62 9.7+0.1% 4.7+0.5"
Z1171 36.4+0.3 2 20.3+1.2P 6.5+1.3bc 61.6+0.12 12.1+0.8P 9.9+0.8P 60.0+1.82 7.6+0.6P 3.5+0.3"
71151 55.4+1.12 28.6+1.3P 5.3+0.5b¢ 57.1+1.12 23.4+1.4Y 15.3+0.3 b 51.7+0.62 6.8+0.5" 4.1+1.3%
71153 53.2+0.92 10.4+0.2P 9.4+0.6bc 54.3+2.32 11.9+0.6P 7.2+0.2P 28.1+0.52 29.24+0.52 4.9+0.3bc
71162 50.6+0.02 7.8+0.1b 7.3+1.8P 56.3+0.14 17.8+0.6" 6.5+0.5be 62.5+3.12 25.2+0.9P 5.9+0.8 b
+ Standart sapma seklinde sunulmustur.
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