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OZET

Tez calismasi geleneksel yontemlerle tiretilen yogurtlardan, ayni1 zamanda bitki,
yagmur suyu ve ¢iy damlalarindan yogurt tiretilerek, liretilen yogurtlarda dogal ortamda
bulunan laktik asit bakterilerinin izolasyonu, tanimlanmasi ve suslarin teknolojik
karakterizasyonlarini belirlemek amaciyla yapildi. Bu amag ile 100 adet geleneksel
yontemlerle iretilmis yogurt numunesi organoleptik 6zelliklerine bakilarak Ege ve
Marmara bolgelerinin kirsal alanlarindan toplandi. Dogal kaynaklardan yogurt
bakterilerinin izolasyonu i¢in farkli alanlardan toplanan 100 adet bitki, 100 adet yagmur
suyu ve 100 adet ¢iy damlasi siitiin pihtilagtirilmasi ve yogurt iiretimi i¢in kullanildi.
Toplanan numunelerden bitki 6rneklerinin 17, yagmur suyu drneklerinin 20, ¢iy damlasi
orneklerinin ise 18 tanesinin siitli pithtilastirdigl gézlendi.

Pihtinin sekillendigi 6rneklerde yogurt kivam ve tadinin olugmasi i¢in gerekli bakteri
sayisina (107-10° kob/g) inkubasyonun 12. saatten sonra ulasildig1 belirlendi. Duyusal
analizlerde 6rneklerin bir kisminin kabul edilebilir nitelige sahip oldugu saptandi. Temel
biyokimyasal testlerle tanimlanan izolatlarin, matriks ile desteklenmis lazer iyonizasyon
ucus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF) ile tanimlanmasi neticesinde, geleneksel
yontemlerle {iretilen yogurtlardan 27 adet, bitki kullanarak pihtilastirilan siitlerden 3 adet,
yagmur suyu ile pthtilastirilan siitlerden 8 adet ve ¢iy damlalari ile pihtilastirilan siitlerden
7 adet olmak tizere toplam 45 adet Lactobacillus delbrueckii susu izole edildi. Ayni
sekilde, geleneksel yontemlerle tiretilen yogurtlardan 42 adet, bitki kullanarak
pihtilagtirilan siitlerden 4 adet, yagmur suyu ile pihtilastirilan siitlerden 8 adet ve ¢iy
damlalari ile pihtilagtirilan siitlerden 12 adet olmak iizere toplam 66 adet Streptecoccus
thermophilus susu elde edilmistir.

Tanimlanan suslarin asidifikasyon, proteoliz, bakteriyoliz gibi teknolojik 6zellikleri ile
antibiyotik direnglilik profilleri de ¢calismanin bir pargasi olarak degerlendirildi. Suslarin
asidifikasyon ozellikleri; laktoz ile zenginlestirilmis tamponlu s1vi besiyerinde ve yagsiz
siit tozundan hazirlanmis ortamda 24 saat boyunca pH’daki degisim olarak dl¢iilmiistiir.
Geleneksel yogurt, bitki, yagmur suyu ve ¢iy damlasindan elde edilen suslarin yeniden
yapilandirilmis yagsiz siit tozunda zamana bagl olarak pH degeri ortalamalari
incelendiginde her iki yogurt bakterisi i¢in 2. saatler arasindaki farklilik istatistiki agidan

(p <0,01) 6nemli bulunmustur.



Suslarin proteolitik aktiviteleri ve laktoz kullanimlart FSD Agar (Fast Slow
Differention Agar) belirlendi. L. delbrueckii suslariin 17 tanesi (% 38) kuvvetli, 12 tanesi
(% 26) orta ve 16 tanesi (%37) zayif proteolitik aktivite gosterirken S. thermophilus
suslarinin 9 tanesi (% 14) kuvvetli, 26 tanesi (% 39) orta ve 31 tanesi (% 47) zayif
proteolitik aktivite gosterdi.

Baktyeriyolizis yogurt olusumunda asidifikasyonu kisitladigindan dolay1 yiiksek
bakteriyolitik 6zellige sahip suslar tercih edilmemektedir. Calismamizda suslarin
bakteriyolitik 6zellikleri tamponlanmis potasyum fosfat ortaminda tlirbidimetrik olarak
belirlendi. Bakteriyolizisin susa gore degiskenlik gosterdigi ve L. delbrueckii suslarinin 2.
saatin sonunda bakteriyolitik hiz olarak % 3 ile 35 arasinda degisen liz oran1 gosterdikleri
24 saatin sonunda 6lgiilen son bakteriyoliz noktasinin ise % 18 ile 95 arasinda degistigi
gozlendi. S. thermophilus suslarinin da benzer sekilde susa bagl degiskenlik gosterdigi ve
2 saatte % 3-42 oraninda bakteriyolitik hiz gosterdikleri saptandi. Bakteriyolizisin son
noktasi olarak ise laktobasillere nazaran nispeten daha diisiik bir seviyede kald1 ve % 16 ile
76 arasinda degistigi goriildii.

Suslarin antibiyotik direnglilik profilleri disk difiizyon yontemine gére belirlendi.

L. delbrueckii suslarinin tamami1 quinupristin/dalfopristin, tetrasiklin ve kloramfenikole
duyarlilik gosterdi. Sekiz susun tiim antibiyotiklere duyarli oldugu, 21 susun sadece bir
antibiyotige diren¢ gosterdigi ve ¢oklu direng profili olarak da 1 susun 7 adet antibiyotige
direngli oldugu belirlendi. S. thermophilus suslarinin 8 tanesinin kullanilan 14
antibiyotigin tamamina duyarl oldugu, 3 adedinin ise sadece 1 antibiyotige direngli oldugu
saptanmistir. Ayrica 45 susun gentamisine, 43 susun streptomisine, 40 susun eritromisine
direngli olduklar1 tespit edildi. Coklu antibiyotik direngliligi olarak degerlendirildiginde
31 adet (% 47) susun 6 ve daha iizeri antibiyotige direng gosterdigi saptanmistir.

Sonug olarak bu doktora tez ¢calismasinda geleneksel yontemlerle tiretilmis
yogurtlardan, bitkilerden direk olarak ya da yagmur suyu ve ¢iy damlalar1 gibi dogal
kaynaklardan L. delbrueckii ve S. thermophilus suslarinin izolasyonu ve identifikasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen suglarin siit endiistrisinde yogurt yapiminda starter kiiltiir
olarak kullanilabilirliklerine iliskin baz1 temel testler de gergeklestirilse de daha detayli
calismalar ile suglarin karakterizasyonunun ve yogurt fermantasyonuna iliskin
uygunluklarinin belirlenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Geleneksel yogurt, Lactobacillus delbrueckii, Streptococcus

thermophilus, bitki, yagmur suyu, ¢iy damlasi
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SUMMARY

Isolation, Identification And Characterization of Yoghurt Cultures From Traditionally
Poduced Yoghurts And Natural Plant Samples

The present Ph D thesis outlines the isolation and identification of lactic acid bacteria,
particularly yoghurt bacteria Lactobacillus delbrueckii and Streptococcus thermophilus
from natural environments such as traditionally produced homemade yogurts, plants
collected from the wild environment, rainwater washed plants and from dew drops in
spring time. For this aim, a total of 100 yoghurt samples were selected for their
organoleptic properties from villages in a relatively extended geographical area in
Marmara and Aegean regions. One hundred samples from each of plants, rainwater
washed plants and dew drops were also collected from the same regions. Thereafter, these
last samples were tested for their milk clotting properties after inoculation into pasteurized
milk. 17 of plants samples, 20 of rainwater samples and 18 of dew drops samples were
able to coagulate milk after incubation process.

In the samples where the clotting formed, the number of lactic acid bacteria reached to
desired level after 12 h incubation (10"-10° cfu / g), and typical yoghurt consistency and
taste were observed in some samples. Even, some of the samples exhibited acceptable
quality level by sensorial analyses. Isolated bacteria were then identified by basic
biochemical tests and matrix- assisted lazer ionization time of flight, mass spectrometry
(MALDITOF-MS) analysis and 45 isolates were confirmed as L. delbrueckii ssp. 27 of
isolates were from traditionally produced yoghurts, 3 from plants, 8 from rainwater washed
plants and 7 from drew drops. Moreover, 66 strains of S.thermophilus were identified by
the same technique, of which, 42 were from naturally produced yogurts, four from plants,
eight from rainwater washed plants and 12 from dew drops.

Some technologically important properties of strains such as acidification, proteolysis,
bacteriolysis as well as antibiotic resistance profiles were assessed as a part of the study.
Acidification the strains was measured as the change in pH in buffered medium and
reconstituted skim milk after incubation for 24 hours. Statistically important difference
was observed between lactobacillus and streptococcus strains in term of their acidification
at 2. h of incubation (p < 0.01).



Proteolytic activity and lactose utilization of the strains were determined on FSD Agar
(Fast Slow Differential Agar). Strong [17 lactobacillus (38 %), 9 streptecoccus (14 %)],
moderate [12 lactobacillus (26 %), 26 streptecoccus (39%)] and weak [16 lactobacillus
(37%), 31 streptecoccus (47%)] level of proteolytic activity were noted for strains.

Higher bacteriolytic property exhibiting strains are not preferred in yogurt production
because of the retardation of acidification which is the main step in yoghurt production.
Bacteriolysis which is a strain dependent character was measured turbidimetrically in
potassium phosphate buffer. The rate of bacteriolysis as measured at 2. h of incubation
was found to vary between 3 and 35% and its extend varied between 18 and 95% after 24 h
incubation for L. delbrueckii. For S. thermophilus, the rate varied between 3-42%, and the
extend varied betweenl16 and 76%. This provides evidence that lactobacilli have higher
bacteriolysis compared to streptococcus.

Antibiotic resistance profile of strains was determined by the disk diffusion method.

L. delbrueckii strains were susceptible to quinupristin / dalfopristin, tetracycline and
chloramphenicol and 21 strains were shoved resistance to only one antibiotic. On the other
hand, eight strains were sensitive to all tested antibiotics. One strain showing multi-drug
resistance profile was determined to be resistant to 7 different antibiotics. As for the
streptococcus strains, eight of which were sensitive to all tested antibiotics, and three were
resistant to only one antibiotic. The resistance to gentamicin (45 strains), streptomycin (43
strains) and erythromycin (40 strains) was very common among the strains. Interestingly,
multiple antibiotic resistances were also quite common and 31 strains (47%) showed
resistance to 6 or more antibiotics.

As aresult, L. delbrueckii and S. thermophilus have been isolated from a range of
natural sources such as traditionally produced yogurts, plants, rainwater washed plants and
dew drops. Some technologically important characters of the strains were also determined.
The probable use of these strains in dairy technology as starter requires some additional

tests and manufacturing trials.

Key Words: Traditional yogurt, Lactobacillus delbrueckii, Streptococcus thermophilus,

plant, rain water, dew drops
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GIRIS

Gogebe topluluklarin aveilik ve toplayiciliktan yavas yavas yerlesik diizene gegis
doneminde yabani hayvanlari evcillestirmeye baslamislardir. Bu siirecte yaklasik olarak
M.O 6000- 8000 yillar1 arasinda koyun, kegi, sigir ve manda gibi hayvanlarin
evcillestirildigi bildirilmektedir. Hayvanlarin evcillesmesi hayvansal iirlinlerin ¢esitliligini
arttirmistir. Hayvansal iiriinlerden siitiin besin olarak kullanilmasi ile beraber siitiin daha
uzun siire muhafaza edilmesi gerekliligi dogmustur. Bunun igin ilk dnce siit bir sekilde
kaynatilmistir.  Siitiin kaynatilmasi Siit yogunlugunda azalmaya, kazeinin denaturasyonuna
ve patojen bakterilerin yikimlanmasina neden olmustur. Sonugta o donem igerisinde etkili
bir muhafaza yontemi gelistirilmistir. Kismen igslem gormiis siitte bulunan sicakliga
direncli laktik asit bakterileri ve dogal kosullarla bulasan fermentatif bakterilerin etkisiyle
yogurt olusumu bagladig1 tahmin edilmektedir (1, 2).

Yogurdun olusumu ile ilgili bunun disinda bir¢ok olay anlatila gelmistir. Atalarimizin
taglarin altindan beyaz karinca yumurtalarini tagla ezerek siite kattigi ve yogurdun ilk defa
bu sekilde iiretildigi anlatilmigtir (1- 3).

Tezin ana fikrini de olusturan eski yoriik ve gogebe topluluklarda yogurdun iiretilmesi
ise bahar aylarinda 6zellikle, mart sonu, nisan, mayis aylarinda ya da hidirellez giiniinde
temiz bir tiilbentle sabah ¢iy tanelerinin toplanmasi ve bunlarin mayalanacak siite katilmasi
ile yogurdun elde edilmesidir. Ozellikle hidirellez giinii ¢iy damlasindan mayalanan
yogurdun damizlik olarak kullanilip bir y1l boyunca bu yogurttan siitlerin mayalandig:
bilinmektedir. Insanlar hidirellez giinii mayalanan yogurdun iyilestirici giicii olduguna ve
Kutsal olduguna inanmislardir. Giiniimiizde bunun en iyi 6rnegi Kiitahya'nin Tavsanl
ilgesine bagl yoriik kdylerinde bir yillik yogurt mayasi, hidirellez ve bu giinii takip eden
iki giin siiresince sabah ezani ile tan agarmasi arasindaki vakitte dogadaki bitkilerin
tizerinden toplanan ¢iy damlalari ile yogurt tiretimi yapilmaktadir. Ciy damlasindan yogurt
mayalanmasina benzer diger bir yontem ise bahar aylarindaki yeni filizlenen bitki
ortiistinden filizleri koparip mayalanacak siite katilmasi ile yogurdun elde edilmesidir (4,5).

Giliniimiizde ise yogurt liretiminde iki yontem kullanilmaktadir. Birincisi, starter
kiltiirlerin siite katildig1 modern siit teknolojisinde kullanilan yontemdir. Digeri ise
geleneksel olarak bir 6nceki yogurttan alinan mayanin yogurt yapilacak siite katilmasi ile
yiizyillardir yapilan mayalama metodudur (6). Ancak degisken son iiriinlerle sonuglanan

bu son metot standart iiriin almak zorunda olan siit endiistrinin ihtiyacina yanit
1



verememektedir. Siit endiistrisi boyle degisken bir sonugla karsi karsiya kalmamak igin ve
standart, ayni1 kalitede iiriin elde edebilmek amaci ile fizyolojik, biyokimyasal ve genetik
olarak tanimlanmus kiiltiir kullanimini tercih etmektedir. Bu kiiltlirlerin kullanildig1
yogurtlarda ise tiiketicinin istedigi gelencksel yogurt tat ve aromasi olusmamaktadir. Hem
endiistrinin ihtiya¢ duydugu tanimlanmis kiltiir kullanim1 saglamak hem de geleneksel
yogurt tadin1 gelistirmek i¢in birgok ¢alisma yapilmaktadir (7,8).

Geleneksel yogurt tiretimi yogurda islenecek siitiin orjinal hacminin yaklasik 1/3’{inii
kaybedinceye kadar kaynatilmasi, viicut sicakligina kadar sogutulmasi, bir 6nceki giinden
kalan bir par¢a yogurtla veya yogurdun sulandirilmis sekli ile mayalanmasi ve mayalanma
sicakliginda 2-6 saat gibi tam net olmayan ve kisisel tecriibe ve aroma olusumuna gore

inkubasyonun ardindan sogutulmasi islemlerinden olustugu bildirilmektedir (9,10).

Geleneksel Yogurt Uretimi

4

Siitiin 1/3 oraninda suyunu kaybedinceye kadar kaynatilmasi

|

Mayalama derecesine kadar sogutma (Viicut sicakligina )

}

Bir 6nceki yogurttan mayalama
Inkubasyon (sabit sicaklik ?)
Sogutma (+4 °C de)

Sekil-1: Geleneksel yogurt {iretim asamasi (9)

Geleneksel yontemlerle iiretilmis yogurtlar ile ilgili yapilan ¢alismalarda elde edilen

kimyasal analiz sonuglar1 tablo-1’de gosterilmistir.



Tablo-1: Geleneksel yogurtlarda kimyasal analiz degerleri (7- 10)

Kimyasal analiz Degerler

Ortalama kuru maddede | % 13,02+2,22

Yag orani % 3,88+1,95

Protein orani % 3,87+0,79

Titrasyon asitligi % 3,65+4,19,

Asetaldehit miktari 16,07+12,18 ppm

pH degeri 3,81+0,19

Lipoliz derecesi 4,1443,34 meq KOH/100g yag

Fabrikasyon tip yogurt iiretimi ise Tiirk Standardlar1 Enstitiisii yogurt standardina (TS
1330) gore; Inek siitii (TS 1018), koyun siitii (TS11044), manda siitii (TS11045), kegi siitii
(TS11046) veya karisimlarinin pastorize edilmesi veya pastorize siitiin (TS1019),
gerektiginde siit tozu ilavesiyle (TS1329) homojenize edilip veya edilmeden Lactobacillus
delbrueckii alttiir. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus’dan olusan yogurt kiiltiiriiniin
ilave edilmesi ve TS 10935’¢ uygun islemlerden sonra elde edilen mamiildiir (11).
Fabrikasyon tip yogurt iiretiminde aranan en 6nemli 6zellikler kivam-yapi, tat, aroma,
koku ve goriiniis olarak siralanabilir. Yogurdun kalitesini etkileyen faktorler arasinda; ham
maddenin kalitesi, toplam kuru madde, ham maddedeki protein igerigi, asitlik, katki
maddeleri, kullanilan starter kiiltiirlerin 6zellikleri ve inokiilasyon oranlar1 yer alir. Bu
kalite 6zelliklerini standart bir sekilde saglamak igin yogurt prosesi gelistirilmistir.
Fabrikasyon tip starter kiiltiir kullanilarak yapilan yogurt prosesi ise; 9 asamada
incelenebilir.

1. Standardizasyon: Siitiin yagi % 0.5- 4.5 kadar alinir.
2. On 1s1tma (30-35 °C de) kuru madde ayarlanmasi yapilir. Yagsiz kuru madde miktarmin
% 16'ya c¢ikarilmasi amaglanir. Yogurt iiretiminde kullanilacak siitiin yagsiz kuru madde

miktari, ¢esitli yontemlerle arttirilabilir.

Vakumla Suyun Azaltilmasi: Basing altinda vakumla gergeklesir. Yogurda islenecek siitlin
yogunlagtiricida genellikle suyun % 10- 25 arasinda ayrilmasi saglanir. Bu koyulastirma

islemi yogurdun kalitesi agisindan iyi sonug vermektedir.

Membran Filtrasyon ile Suyun Azaltilmasi: Hiper filtrasyon diisiik sicaklikta 3- 8 atm lik

basing uygulanir.



Siit Tozu veya Konsantre Siit ilavesi: Genellikle yogurt yapiminda % 1- 3 arasinda siit

tozu kullanilir. Kullanilan siit tozunun eriyebilme yetenegi dnemlidir.

Peyniralt: Suyu Tozu ilavesi: Tavsiye edilen miktar % 1- 2 oranindadir. Daha yiiksek

oranlarda kullanilirsa, tada olumsuz yonde etki yapmaktadir.

3. Homojenizasyon ile yag globiilleri 1- 2 pm. biiyiikliiglinde parcalanir. Bu islem siitiin
yiiksek basing altinda ¢ok kiictlik siibaplardan gegirilmesi sonucu yag globiil ¢caplarinin
kiigtiltiilmesi ve siitii daha standart hale getirme islemi olarak tanimlanabilir. Bu 10 Katina
kadar pargalanan yag globiilleri etrafindaki fosfolipit-protein kompleksinden olusan
membran kirilmakta buda yag globiillerinin etrafina daha ¢ok protein absorbe olmasini
saglamaktadir. Bu komleks yap1 yogurt olusumunda serum olusumunu azaltmaktadir (12).
4. Pastorizasyon 90- 95 °C de 5-10 dakika, 80-85 °Cde 30 dakika yapilir. Pastdrizasyon
derecelerinden daha ¢ok 85 °C de 30 dakika tercih edilmektedir. Pastdrizasyon ile patojen
bakterilerin yikimlanmasi, lipaz gibi enzimlerin inaktivasyonunu ve proteinlerin 6zellikle
B-laktoglobulin ve a-laktalbumin denaturasyonunu saglayarak daha yumusak, kremsi
kuvvetli bir pihtinin elde edilmesi amaglanmaktadir (7).

5. Inkiibasyon sicaklig1, yogurt olusumunu saglayacak L. delbrucekii alttiir.

bulgaricus ve S. thermophilus bakterilerinin tiremesi igin siit 43- 45 °C’ye kadar

sogutulur.

6. Yogurt kaplarina aktarim iki sekilde yapilir. Birincisinde siit istenilen biiyiikliikteki
kaplara aktarilip lizerine % 2 oraninda kiiltiir katilir. Bu yontem maliyeti yiliksek ve
donanim gerektirir ama standart kalitede yogurt iiretilir. Ikinci yontemde ise siit kazanina

yine % 2 oraninda kiiltiir katilir karistirtlir ve ardindan kaplara doldurulur.

7. Kiiltiir ilavesi; L. delbrueckii alttiir. bulgaricus ve S. thermophilus gibi iki laktik asit
bakterisi bulunur. Yogurt mayalamada bu bakterilerin 1: 1 oranda birlesiminden meydana
gelen saf kiiltiirler kullanilir. Bu bakteriler ig¢in optimum gelisme sicakligi 43- 46 °C
civarindadir (13).

8. Inkiibasyon 42- 43 °Cde 3- 4 saat ya da pH 4.3 icin gerekli asitligin olusumuna kadar
devam edilir. Siit starter kiiltiir inokiile edilmesinden sonra paketlenip inkiibasyona
birakilmasiyla SET tipi yani pthtinin kirilmadan paketlenmesi, starter kiiltiirle inokiilasyon
ve inkiibasyon sonrasinda pthtinin kirilip karistirilmasiyla da STIRRED tipi yogurt elde
edilmektedir (14- 16).


http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=2649&Itemid=271
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=2649&Itemid=271
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=2649&Itemid=271
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=2649&Itemid=271
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=2699&Itemid=274
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=13818:yourt-kueltuerue&catid=104:suet-ueruenleri-malzemeleri&Itemid=676

Tablo- 2: Fabrikasyon tip yogurtta kimyasal bilesim (6, 9)

Bilesim Miktar
Su % 80- 86
Kuru Madde % 14- 20
Yag % 2- 8
Protein % 4- 8
Siit Sekeri % 2-5
Mineral Maddeler % 0.8- 1.2
Asitlik 0.9

9. Sogutma pihtilasma siiresi tamamlandiktan sonra, mikroorganizmalarin aktivitesini
sonlandirmak amaci ile yogurt hizli bir sekilde 20 °C’nin altina sogutulmalidir. Yogurt
yaklagik 30- 45 dakika icerisinde 10 °C’ye kadar sogutulur. Sogutma islemi sonrasinda
yogurt satisa hazir hale gelir (17- 19).

Tablo- 3: Yag oranlarina gére yogurdun bilesimi

Bilesim Tam Yagh Yogurt Diisiik Yagh Yogurt
Protein 3.9 5.0
Yag 3.4 1.0
Karbonhidrat 4.9 6.5

Siit endiistrisinde yogurt kimyasal yapisina gore tam yagli veya diisiik yagl yogurt
olarak iiretilmektedir. Bu iki yogurda ait kimyasal 6zellikler tablo- 2 ve tablo- 3 de
gosterilmistir. Pazar ihtiyaglarina gore de meyveli yogurt, siizme ya da torba yogurdu, set
ve stirred yogurt gibi ¢ok az tiretim farkliliklari olan yogurtlar tiretilmektedir (7, 20).

Bu ¢alismada Tiirkiye’de Gliney Marmara’nin dag kdylerinde yasayan yasli kadinlarin
halk arasindaki ismi kuzukulagi (Rumex acetosella), gerdeme (Nasturtium officinale) gibi
bitkilerden yogurt elde ettikleri ve bu yogurtlari 6zellikle aroma farkligindan dolay: tercih
ettikleri bilinmektedir. Fakat diinyadaki bitkisel ¢esitliligi en fazla olan iilkelerden biri
olan iilkemizde, bitkisel 6rneklerde laktik asit bakterilerinin varligi tizerinde simdiye kadar
detayli calisma yapilmamistir. Yapilan 6n arastirmalarla edinilen bilgiler 1s18inda, bu tez
caligmasinin amaci, dogadaki bitkilerden 6zelikle bahar aylarindaki yagmur suyu ve ¢iy
damlasindan izole edilen yogurt kiiltiirlerinin ve ticari kiiltiirlerle bulasmamis geleneksel
yogurt drneklerinden kiiltiir izolasyonu, elde edilecek izolatlarin identifikasyonu ve
teknolojik nitelikleri agisindan karakterize edilmeleridir. Geleneksel yollarla tiretilen

yogurtlarda bulunan bakteriler ile dogadan izole edilenler degerlendirilecek ve gelecekteki
5



calismalar i¢in de kullanilabilecek genetik bir veri tabani olusturulacaktir. Ayni zamanda
calisma sonunda elde edilen suslar yoresel laktik asit bakteri ¢esitliliginin koruma altina
alinmasina da katkida bulunacaktir. Endiistriyel olarak, bu ¢alisma sonunda yogurt yapimi
icin uygun Ozellikte olan bakterilerden olusturulan kiiltiirlerin, siit endiistrisinde kullanimi1
icin temel olusturulmas: amaglanmaktadir. Halen starter kiiltlirlerini yurt digindan alan siit
ve siit lirlinleri endiistrisi i¢in, yerli kiiltiirlerin kullanim olanaklar1 dogacak ve tiiketicinin

arzuladigi tat ve aromaya kavusma imkani olusacaktir.



GENEL BiLGILER
Laktik Asit Bakterileri

Laktik Asit Bakterilerinin Siniflandirilmasi

Laktik asit bakterileri kavrami, 19. yiizyil ikinci yarisininin sonlarinda bilim ve
teknoloji gelismesiyle beraber dogmustur. Laktik asit fermantasyonu terimi Pasteur
tarafindan 1857 yilinda tanimlanmasinin ardindan saf kiiltiiriin ilk izolasyonu Bacterium
lactic ile 1873 de Lister tarafindan yapilmistir. Bu saf kiiltiiriin izolasyonunu takiben 1890
yillarinda Kiev de Weigman, Kopenhag da Storch tarafindan laktik asit bakterileri peynir
ve s1vi yogurt yapiminda kullanilmistir. O yillarda koliform bakterilerin siitli fermente
etme ve pihtilastiric1 yetenekleri ile laktik asit bakterilerine benzemelerine bagli olarak
sorunlar yasanmustir. Ancak 1901 yilinda Beijerinck tarafindan laktik asit bakterilerinin
Gram pozitif yapida hiicre duvarina sahip oldugunun rapor edilmesi bu iki grubun
birbirinden ayristirilmasina imkan saglamistir (21, 22).

Laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasi ilk olarak Orla-Jensen (1919) tarafindan
yapilmistir. Bu smiflandirmaya gore laktik asit bakterileri morfolojik yapilarina, katalaz
reaksiyonuna ve fermantasyon yetenekelerine gore; Betabacterium, Thermobacterium,
Streptobacterium, Streptococcus, Betacoccus, Microbacterium ve Tetracoccus olarak
siiflandirilmstir (23, 24).

Tablo- 4: Orla-Jensen (1919) gore laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasi

Nitrit
Cins Sekil Katalaz indirgeme Fermantasyon Simdiki Siniflandirma
Lactobacillus
Betabacterium Cubuk - - Hetero Weissella
Thermobacterium Cubuk - - Homo Lactobacillus
Lactobacillus
Streptobacterium Cubuk - - Homo Carnobacterium
Streptococcus
Streptococcus Kok - - Homo Enterococcus
Lactococcus
Vagococcus
Kok Leuconostoc
Betacoccus - - Hetero Oenococcus
Weissella
Microbacterium Cubuk + + Homo Brochothrix

Tablo- 4 incelendiginde Orla-Jensen (1919) siit endiistrisindeki dneme sahip laktobasil

ve streptokoklari tek bir 6zellikleri bakimindan ele alarak siniflandirdigi goriilmektedir
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(25). Streptokoklarin ilk olarak siiflandirilmasi 1937 de Sherman tarafindan yapilmistir.
Zorunlu anaeroplar ile Pneumococ’lar Sherman’a gore siniflandirma dis1 birakilmistir (24,
25). Fakiiltatif anaerobik streptokoklar ise dort guruba ayrilmistir. Tablo- 5’de
streptokoklarin siniflandirmasi gériilmektedir (26). Bu siniflandirmada bakterilerin
biyokimyasal 6zellikleri esas alinmistir. Shleifer ve Kilpper-Balz 1984- 1987 yillarinda
molekiiler karakterizasyonu temel olarak bu siniflandirmayi daha da gelistirmislerdir.
Molekiiler karakterizasyona gore streptokoklarin bazilari laktokok ve enterokok cinsi
olarak ayrilmistir (27, 28). Bundan daha eski yillarda 1933 de Lancefield streptokoklar
serolojik yapisinda var olan C maddesi farkliliklarina gére A, E ve N gruplarina ayirmustir.
Bu fakliliklar fizyolojik ve biyokimyasal testler ile dogrulamislardir. Cesitli
identifikasyon yontemleri gelismesine ragmen, laktik asit bakterileri identifikasyonda bu
giin bile ilk basamak olarak Sherman testleri kullanilmaktadir (7, 29).

Tablo- 5: Sherman’a gore streptokoklarin siniflandirilmasi (1937)

Pyojen Viridans Laktik Enterokok
Lancefield grubu A.B C,G N D(Q)
Hemoliz - -
Gelisme
10 °C - - + +
45 °C + + - +
pH 9.6 - - - +
60 °Cye 30 dak. dayanim - + d +
Metilen mavisi (O.1%) - - + +(-)

Bu klasik bakteri siniflandirilmasinda bakterilerin morfolojik yapisi ve biyokimyasal
ozellikleri temel alinmistir. Bu giin ise hiicre duvar1 kompozisyonu, yag asit tiretimi,
molekiiler karakterizasyonu 6zellikle de DNA’daki % G+ C orani, elektroforezde gen
ozellikleri, DNA hibridasyon ¢aligmalar1 ve yapilari, RNA ( rRNA) yapilar laktik asit

bakterilerinin siniflandirilmasinda degisiklerin olugmasiyla sonug¢lanmigtir (30, 31).



Laktik Asit Bakterilerinin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Laktik asit bakterileri; morfolojik yapist mikroskopta incelendiginde eni, boyu ve ¢ap1
arasinda kiiltiir kosullarina gore farkliliklar gosterdiginden morfolojik ayrimi tam olarak
yapilamamaktadir. Laktik asit bakterileri cins ve tiirlerine gore degismekle birlikte genel
olarak kok, diizgiin basil ve diizensiz basil olmak tizere ti¢ farkli sekilde goriilmektedir
(32). Streptococcus, Lactococcus ve Enterococcus cinsi ikili veya zincir seklinde
siralanmig ovoid hiicrelerden, Leuconostoc cinsi ikili, zincir seklinde siralanmig lentikiiler
hiicrelerden, Pediococcus grubu tetrat yapida dizilmis yuvarlak hiicrelerden olusmustur.
Lactobacillus grubunda bulunan tiirler; diizgiin basil tekli, ikili veya ¢ok uzun zincir
seklinde goriiniirlerken ortamin biotik ve abiotik kosulara bagl olarak zincir seklinde
goriilen basillerin boliinmiis veya spiral seklinde oldugu da goriilebilmektedir.
Streptobacterium grubu kiit kisa basillerden, Bifidobacterium tiirleri ise diizensiz basil
seklinde goriiliirler (33, 34). Laktik asit bakterileri Gram pozitif, spor olusturmayan,
mobilitesi peritrik flagellarinin bulundugu birkag grup disinda pek goriillmemektedir (35).
Laktik asit bakterileri diisiik guanin (G) ve sitozin (C) bazlarina sahip, katalaz ve oksidaz
negatif, fakiiltatif anaerop, aside dayanikli, homofermantatif ve heterofermantatif seker
fermantasyonu yapabilen, nitrat indirgen mikroorganizmalardir (36). Homofermantatif
laktik asit bakterileri fermantasyon sonucunda % 99 oraninda laktik asit, % 1 oraninda
diger maddelerden olustururken, heterofermantatif laktik asit bakterileri % 70 oraninda
laktik asit, % 30 oranin asetik asit, etil alkol ve karbondioksit olustururlar.
Homofermantatif laktik asit bakterilerinin baglica karbon kaynagi glikozdur ve biiyiik
oranda laktik asit olustururlarken, heterofermantatif laktik asit bakterileri glikozu laktat,
etanol ve karbondiokside pargalar (37). Bu mikroorganizmalar iireyebilmek i¢in
aminoasitlere, B grubu vitaminlere ayrica piirin ve pirimidin bazlarina ihtiya¢ duyarlar.
Bir¢ogu mezofilik olan bu mikroorganizmalar 5 °C’ nin altinda ve 45 °C gibi yiiksek
sicakliklarda tireyebilirler. Gelismesi i¢in 3.2 ve 9.6 gibi disiik ve yiiksek pH’da
tireyebilirler. Smiflandirmada yer alan tiirlerin bazilar1 zayif proteolitik ve lipolitik
yetenege sahiptirler (38). Laktik asit bakterileri cins diizeyinde siniflandirilmasi sekil-

2’de goriilmektedir.



Saflastirma ve Stok Kiiltiir

v
Morfolojik ve Biyokimyasal Testler

V
Gram Pozitif, Katalaz Negatif

Glikozdan Gaz Olusumu
Glioz (-) Glikoz (+)

< >

Homofermantatif Heterofermantatif

| !

— — < —

Cubuk Kok Cubuk Kok

_ M _
15 °C de gelisim _

I |

\/ Streptokok, Pediokok Betabacterium \/

Streptobacterium

Thermobacterium
Leuconostoc

Sekil- 2: Laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve cins diizeyinde tanimlanmasi (39)
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Yogurtta Kullanilan Laktik Asit Bakterileri

Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilus, Streptococcaceae sinifina ait bir bakteridir. S.
thermophilus ilk 6nce Streptococcus salivarus alttiir. thermophilus grubunda
smiflandirilmigsken, DNA profil ¢alismalari bu bakterinin S. salivarus alttiir.
thermophi/us 'undan fizyolojik 6zellikleri bakimindan birgok farkliliklarin oldugu

bulunmasi ile S. thermophilus yeni bir tiir olarak siniflandirilmistir (7).

L3 iy

Sekil- 3: S. thermophilus (10)

S. thermophilus laktik asit bakterileri grubuna ait termofilik Gram pozitif bakteridir.
Yogurtlarda, Italyan, isvicre tipi Mozzarella ve Emmantal peynirlerinde siitii fermente
ederek galaktozdan hizl asidifikasyon ile laktik asit {iretiminde gorevlidir. Bunun yaninda
birgok biyoteknolojik olayda seker metabozlimasi, proteolitik aktivite ve iireaz
aktivitesinde gorevlidir. Metabolik aktivitelerin sonunda biyojen amin (triamin, histamin,
kadaverin ve putresin) gibi toksik bilesiklerde iiretebilir.

Genel ozellikleri

e Gram pozitif

e Hareketsiz

e Kok: Oval 0.7- 0.9um biyiikligiinde ¢iftler halinde veya 10- 20 hiicreden olusan

uzun zincirli

e Homofermantatif L (+) laktik asit

e Fakiiltatif anaerob

e Katalaz negatif

e Gelisme sicakligi Optimum 40- 45 °C, minimum 20- 25 °C ve maksimum 50- 52

°C dir.
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e 60 °C de 30 dakika 1s1ya direnglidir
e 9 2 lik NaCl zay1f gelisir ya da gelismez
e G- C oranm % 37-40

S. thermophilus ayn1 zamanda fermantasyon asamasinda S. aureus ve L.
monocytogenes gibi patojen bakterilerin iiremesini kontrol eden antimikrobiyal maddeler
tiretmektedir. Antimikrobiyal madde iiretiminde ilk sirada thermophilin adinda bakteriosin
yer almaktadir.

S. thermophilus gelisme i¢in monosakkarit ve disakkarit karbonhidratlar: kullanir.
Sinirli sayilabilecek proteolitik aktiviteye sahiptir. Gelismesi ve lireyebilmesi igin serbest
aminoasitlere ihtiyaci vardir. Bu serbest aminoasitler glutamik asit, histidin, sistein,
metionin, valin, leusin, izoleusin, triptofan, arjinin ve tirozin grubu aminoasitlerdir. Fakat
bunlar siitte baglangicta sinirhidir. Siite uygulanan 1s1 islemi ve L. bulgaricus iiremeye
baglamasi serbest aminoasit miktari artmasi ile sonuglanmakta bu durumda

S. thermophilus tiremesi hizlanmaktadir (7, 40, 41).

Lactobacillus delbrueckii

Bu grup fermantatif 6zelliklerine gore kendi igerisinde;

1. Obligat homofermantatif,

2. Fakultatif heterofermantatif,

3. Obligat heterofermantatif

laktobasiller olmak {izere ii¢ gruba ayrilmaktadir. Birinci ve ikinci gruptaki birgok
laktobasil ve tigiincii gruptan pek azi gida fermantasyonunda dnemli rol oynamaktadir.
Ucgiincii grupta yer alan laktobasillerin cogu gidalarin bozulmasida énemli rol oynayan
mikroorganizmalardandir.

L. delbrueckii, obligat homofermantatif laktobasil grubu i¢inde yer almaktadir. Bu
grup da yer alan 4 tiir bulunmaktadir. Bunlar L. delbrueckii alttiir delbrueckii, L.
delbrueckii alttiir bulgaricus, L.delbrueckii alttiir lactis ve L. delbrueckii alttiir. inducus
dur. L. delbrueckii alttiir bulgaricus, L. delbrueckii alttiir lactis ile DNA lar1 %80 oraninda
benzemektedir (7, 21). Bu dort tiir i¢inde L. delbrueckii alttiir bulgaricus ve
alttlir indicus laktoz, glukoz, fruktoz ve mannoz sekerleri kullanirken,

L. delbrueckii alttiir lactis galaktoz, sukroz, maltoz, trehaloz ve diger karbonhidratlarida

kullanabilirler (42).
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Tablo- 6: Laktobasil cinsinin fenotipik karakterizasyonuna goére siniflandirma (21).

Grup 1

Grup2

Grup3

Obligat homofermantatif

Fakiiltatif heterofermantatif

Obligat
heterofermantatif

Lb.acidophilus

Lb.acetotolerans

Lb.brevis

Lb.amylophilus

Lb.agilis

Lb.buchneri

Lb.amylovorus

Lb.alimentarius

Lb.collinoides

Lb.aviarius subs.araffinosus
subs.aviarus

Lb.bifermentas

Lb.fermentum

Lb.crispatus

Lb.casei

Lb.fructivorans

Lb.delbrueckii subs. Bulgaricus

Lb.coryniformis subs.
Coryniformis

Lb.fructosus

Lb.delbrueckii subs.lactis Lb.coryniformis subs torguens | Lb.hilgardii
Lb.farciminis Lb.curvatus Lb.kefir
Lb.gallinarum Lb.graminis Lb.malefermentans
Lb.gasseri Lb.hamsteri Lb.oris
Lb.helveticus Lb.homohiochii Lb.panis
Lb.jensenii Lb.intestinalis Lb.parabuchneri
Lb.johnsonii Lb.murinus Lb.parakefir
Lb.kefiranofacies Lb.paracasei subs. paracasei Lb.pontis
Lb.kefirgranum Lb.paracasei subs.tolerans Lb.veuteri
Lb.mali Lb.paraplantarum Lb.sanfrancisco
Lb.ruminis Lb.pentosus Lb.suebicus
Lb.salivarus subs. Salicinus Lb.plantarum Lb.vaccinostercus
Lb.salivarus subs.salivarus Lb.rhamnosus Lb.vaginalis

Lb.sharpeae

Lb.sake

Genel ozellikleri

e Gram pozitif, hareketsiz

e Uclar1 yuvarlanmis ¢ubuk 2— 9um, tek yada 3— 4 hiicreden olusan zincir seklinde

] N\

Sekil- 4: L.bulgaricus

e Laktik asit D(-) % 1.8 oraninda

o Fakiiltatif anaerop oksijene karsi olduk¢a duyarli

e Katalaz negatif
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e Gelisme sicakligr Optimum 42- 43 °C, minimum 22 °C ve maksimum 50- 55 °C.
dir.

e Laktoz, fruktoz ve glikozu fermente eder

e G-C oran1 % 49- 51

e Gelisimi i¢in Ca pantotenat, niasin, riboflavin ve B komleks vitaminlerine ihtiyag

duymaktadir (7, 21, 43, 44).

Laktik Asit Bakterilerinde Identifikasyon Yéntemleri

Fenotipik Yontemler

Geleneksel fenotipik yontemler arasinda laktik asit bakterilerinin morfolojik yapt,
fizyolojik 6zellikleri, metabolik yap1 ve biyokimyasal 6zelliklerden yararlanilmaktadir.
Fenotipik 6zelliklerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in farkli pH, sicaklik, tuz konsantrasyonun da
gelisme ve glikozdan gaz tiretimi gibi fizyolojik testler cins identifikasyonunda
kullanilmaktadir. Karbonhidrat fermantasyonu gibi biyokimyasal testler AP1 CHL50 gibi
ticari amagli hazirlanms kitler fenotipik yontemler olarak kullanilmakta ve tiir bazinda
ayrimi saglayabilmektedir (45). Bu fenotipik yontemler bakteri identifikasyonunda
kullanilsa bile molekiiler teknikler kullanilmadan yapilan identifikasyon tiir bazinda
tanimlamada yeterli gelmemektedir. Laktik asit bakterilerinden yogurt bakterilerinin
fenotipik identifikasyonunda; hiicre morfolojileri, hiicre duvar 6zellikleri (Gram -, +),
katalaz testi, glikozdan gaz olusturma yetenegi, farkli sicaklik ( 10- 15- 45 °C de), tuz
konsantrasyonunda (% 2- 4- 6.5) ve pH (4.5- 6.5) derecelerinde iireme yetenekleri, sitrat
kullanimi1 ve karbonhidratlar1 fermente testleri ( L (+) arabinoz, D (+) galaktoz, laktoz,
maltoz, mannitoz, raffinoz, sukroz, D (-) salisilin, sorbitol, D (+) trehaloz, D (+) ksiloz,
gliserol , D (+) mannoz, D (-) riboz, melibiyoz, melesitoz, glukoz, fruktoz, ve rhamnoz )
uygulanmaktadir (46, 47).
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Tablo- 7: L. bulgaricus ve S. thermophilus. identifikasyon tablosu (48).

Fenotipik testler

L. bulgaricus

S. thermophilus

Hiicre morfolojisi

Basil

Kok

Gram Boyama testi

+

+

Katalaz test

10°C de tireme

15°C de tireme

45°C de iireme

% 2 NaCl iireme

% 4 NaCl tireme

%06,5 NaCl tireme

Glikozdan gaz

pH: 4,5

pH: 6,5

+ |+

sitrat kullanimi

L. delbrueckii alttiirlerinin biyokimyasal ayrimina iligkin tablo- 8’de bulunmaktadir.

Tablo- 8: Lactobacillus delbrueckii fenotipik ayristirilmasi (7)

Fenotipik testler

L.delbrueckii ssp.bulgaricus

L.delbrueckii ssp.lactis

L.delbrueckii ssp.delbrueckii

NHj; den arginin - A A
Celobiyos - A A
Galaktoz - A -
Laktoz + + -
Maltoz - + A
Mannitol - - -
Mannoz - + +
Mellibioz - - -
Raffinoz - +- -
Salisin - + -
Sukroz - + +
Trehaloz - + A
Fruktoz + + +
Glikoz + + +
Sorbitol - +- +/-
Esculin +- +- -

*(+) :%90 pozitif, (-) : %90 negatif, (A) 11-89% pozitif
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Laktik asit bakterilerinin identifikasyonu igin yapilan ¢alismalarin gogunda molekiiler
diizeyde yapilan identifikasyon yontemleri, yiiksek oranda tanimlama yapabilse bile,
klasik identifikasyon yontemleri ile beraber kullanilmistir. Bu fenotipik yontemlerde tiir
bazinda tanimlamada tek basina yeterli degidir. Bu amagla molekiiler yontemlerin

kullanilmasini zorunlu haline gelmistir (45).

Molekiiler Yontemler

Hiicrenin genetik yapisinin analizini temel alan yontemlerdir. DNA temelli yontemler,
kullanilan teknigin tipine bagli olarak mikroorganizmalarin Cins seviyesinden sus
seviyesine kadar tanimlanmasini saglamaktadir. Laktik asit bakterilerinin
identifikasyonunda kullanilan degisik molekiiler teknikler vardir.

Prokaryotlarda rRNA’y1 kodlayan 16S, 23S ve 5S olmak iizere 3 gen bolgesi
bulunmaktadir. Bunlar ara bolgelerle ayrilmakta ve sekansta, hem cins hem tiir
seviyesinde uzunluk agisindan ¢esitlilik gostermektedir. 16S ve 23S rRNA bolgeleri
yiiksek derecede korunmus dizileri igeren bolgelerdir. Bu bolgdlere 6zgii primerler
kullanilarak PZR islemi ger¢eklestirilerek sekanslama islemi neticesinde sonuca gidilebilir.

Bu bolgelerin yaninda bazi spesifik genlere 6zgii gelistirilmis primerler vasitasiyla da
tanimlamalar yapilabilmektedir.

DNA dizi analiziyle bakteriyel DNA’daki farkliliklarin ayrimi miimkiindiir. izolatlarin
ayrimi i¢in DNA sekanslamanin kullanilmasi en ideal yol olarak goériilmesine ragmen, her
izolatin tiim genomunun sekanslamasi pratik degildir. 16S rRNA sekanslarinin veri
bankalar1 olusturulmustur ve bu sekanslarin karsilagtirilmasi tanimlanmasina olanak
saglamamaktadir (49, 50).

Ayrica elde edilen izolatlarin tiir ve daha alt diizeyde sus seviyesinde de

tanimlanmasinda kullanilan farkli teknikler mevcuttur.

1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Temelli Olmayan Molekiiler Yontemler

a) Dalgal Alan Jel Elektroforezi (PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis)
Molekiiler tiplendirme yontemlerinin en basarilisi olarak kabul edilen yontemde siv1

veya kati besiyerinde iiretilen bakteriler, diisiik erime 1s1l1 agarozla karistirilip kiigiik

kaliplar i¢ine dokiilmektedir. Agaroz icine karistirilan bakteri hiicreleri, deterjan ve enzim

yardimiyla parcalanarak DNA izolasyonuna tabi tutulmaktadir. Liziz islemini takiben
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agaroz kaliplar1 iyice yikanarak veya diyalize edilerek protein ve karbonhidrat gibi
kontaminantlarin uzaklastiritlmasi saglanmaktadir. Kromozomal DNA agaroz jel iginde
tutulu kalmaktadir. Agaroz i¢indeki bakteriyel DNA nispeten az sayida ve biiyiik parcalar
olusturan bir restriksiyon enzimi ile kesime ugratilmaktadir. Kesime ugratilmis DNA
parcalar1 bulunan kaliplar, elektroforez uygulanacak jel i¢indeki uygun gukurlara
yerlestirilmekte ve belli araliklarla yonii degistirilen elektrik akimina tabi tutulmaktadir.
Bu tip bir elektrik akimi 10-800 kb’lik DNA fragmanlarinin net olarak ayirt edilmesini
saglamaktadir. Elektroforez sonucunda jel etidyum bromiirle boyanarak her bir izolata ait
bant profili goriiniir hale getirilmektedir. Bu bant profilleri bilgisayar programlari

yardimiyla degerlendirilerek suslarin birbiriyle iligkileri ortaya konulmaktadir.

b) Ribotiplendirme (Ribotyping):

Ribotiplendirmede total genomik DNA bir restriksiyon enzimi ile daha kiigiik
fragmentlere pargalanmakta ve bu pargalar jel elektroforeziyle birbirinden ayrilmaktadir.
Fragmentler jelden bir membrana transfer edilmekte ve ribozomal 16S ve 23S rRNA’y1
kodlayan genlerin korunmus bolgelerine spesifik isaretlenmis evrensel bir probla
hibridizasyona tabi tutulmaktadir. Hibridizasyondan sonra fragmentleri gostermek i¢in
problarin hibridize oldugu yerde probdaki isaret gozlenmektedir. Ribotip denilen bu
bantlar, referans bir tiir veri bankasiyla kargilagtirilarak izolatlarin tanimlanmasi i¢in
kullanilabilmektedir. Bu yontem laktik asit bakterilerinin tiir bazinda identifikasyonunda
en ¢ok kullanilan yontemlerdendir.
c¢) Plazmid Profil Analizleri:

Plazmid profilleri bakteriyel tiplendirme i¢in yardimci analizler olarak
kullanilmaktadir. Ayni tiire ait olan suslarin sahip olduklar1 plazmidlerin say1 ve
biiyiikliiklerindeki varyasyonlari olarak bilinen plazmid profili analizi, laktik asit
bakterilerin tiplendirilmesinde kullanilan bir yontemdir. Plazmid profilleri bakterilerin
fermantasyon asamasinda kaybolma ihtimalinin olmasindan dolay tiir bazl
identifikasyonda bu yontemde de problemler ile karsilagilmaktadir.

d) Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP: Restriction Fragment
Length Polymorphism):
Bu yontemde kromozomal DNA izole edilmekte ve restriksiyon enzimiyle muamele

edildikten sonra olusan fragmentlerin agaroz jelde ayrimi yapilmaktadir.
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2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Temelli Molekiiler Yontemler

Tiir ve tiir i¢i seviyede yliksek ayrim giicii tercih edildiginde PZR temelli molekiiler
parmak izi tekniklerinin daha yiiksek potansiyele sahip olduklari diistiniilmektedir.

a) Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RFLP-PZR):

Hizli bir yontemdir. Genomdaki hedef bolgeler, spesifik primerlerin kullanimiyla
cogaltilmakta ve daha sonra restriksiyon enzimiyle kesilmektedirler. Elde edilen
restriksiyon fragmentleri, agaroz jel elektroforezi neticesinde ayrilmakta ve
karsilastirilmaktadir. Bu yontemde hedef bolgenin 6nceden bilinmesi gerekmektedir. Bu
durum teknik ac¢isindan bir dezavantajdir. Bu nedenle genellikle evrensel primerler
kullanilmaktadir.

b) Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-PZR (RAPD: Randomly Amplified
Polymorphic DNA- PCR):

RAPD parmak izi analizi laktik asit bakterilerinin tiir i¢i ve tiirler arasi ayriminda son
zamanlarda oldukc¢a yaygin olarak kullanilan PZR-temelli bir tekniktir. RAPD markorleri,
kii¢iik (10 baz), %50’den ¢ok guanin ve sitozinden meydana gelmis, rastgele secilmis
primerler tarafindan PZR ile ¢ogaltilmis nispeten daha kisa DNA fragmentlerinden
(yaklasik 200-2000 baz ¢ifti uzunlugunda) olugsmaktadir. Bu yontemde bilinen 6zgiil bir
DNA bolgesini cogaltmak yerine, rastgele segilen bir veya daha fazla primerle DNA’daki
bir¢ok bolgenin cogaltilmas: gergeklesmektedir. Bu sistemle, genom dizisi hakkinda hicbir
sey bilinmeyen DNA’lar ¢alisilmaktadir. Primer baglanmasiyla, polimeraz enzimi 5’ —3’
yoniinde caligsarak DNA molekiillerini ¢gogaltilmakta ve bunlar agaroz jel veya
poliakrilamid jel elektroforezi ile birbirinden ayrilip uygun boyalarla boyanarak
izlenebilmektedir. Amplifikasyon sonucunda jel elektroforezinde gozlenen her bir izolata
ait bant profilleri birbirleriyle karsilastiritlmaktadir. Ayni bant profili gésteren izolatlar
filogenetik olarak iliskili seklinde yorumlanabilmektedir. Bant profilleri benzer olan
izolatlar yeni primerlerle tekrar test edilmeli veya diger tiplendirme yontemleriyle
calisgilmalidir. Laktik asit bakterileri tiirler aras1 ayriminda, bazi tiirlerin (Enterococci,
Pediococci ve Lactobacilli) tiir i¢i ayriminda ve gidalardan izole edilen suslarin genus

bazinda ayriminda basaril bir sekilde kullanilmaktadir.
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¢) Cogaltilmis Fragment Uzunluk Polimorfizmi (AFLP: Amplified Fragment Length
Polymorphism):

Genellikle birbirine yakin tiirlerin karakter analizlerinde kullanilan AFLP sonuglar1
giiniimiizde bakteriyel taksonomiyi agiklamakta ve sonuglart DNA-DNA hibridizasyonu
gibi teknikler ile desteklenmektedir. Laktik asit bakterilerinin tiir ve tiir igi tanimlamada en
¢ok kullanilan tekniktir.

d) Tekrarlanan Palindromlara dayali PZR (Rep-PZR: Repetitive Extragenic
Palindrome PCR):

Bakteri DNA’s1 igerisinde siirekli tekrarlayan elementler bulunmaktadir. Versalovic ve
arkadaslar1 1994°de, bakteriyel parmakizi i¢in bakteriyal genomlarin i¢inde bulunan bu
tekrarlanan DNA elementlerinin PZR ile amplifikasyonundan elde edilen spesifik bantlarin
incelenmesiyle yapilan bir tiplendirme yontemi tanimlamistir. Rep-PZR ¢ogu bakterinin
genomunda bir¢ok kopyasiin dogal olarak bulundugu, olduk¢a korunmus ve tekrarlanan
DNA sekanslarmin amplifikasyonu iizerine kurulmus bir genomik parmakizi teknigidir
e) PZR Ribotiplendirme
1.Cogaltilmis rDNA Geni Restriksiyon Analizi (ARDRA: Amplified rDNA
Restriction Analysis):

Temeli 16S rDNA bolgesinin ¢ogaltilmasi esasina dayanan PZR-RFLP esasli bir
yontem olan ARDRA’da 16S rDNA genleri evrensel primerler veya tiir spesifik primerler
kullanilarak 16S rDNA bdélgesi cogaltilmaktadir. Daha sonra yine spesifik restriksiyon
enzimlerin kullanimi ile amplifiye edilen bolgeler kesilmektedir. Sonugta olusan
fragmentler agaroz jelde goriintiilenerek karsilastirmali olarak siniflandirmaya tabi

tutulmaktadir.

MALDI-TOF MS (Kiitle Spektrometrisi)

Klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda mikroorganizmalarin rutin identifikasyonunda
MALDI-TOF MS teknolojisinin kullanimi1 yeni bir donemin kapilarini agmaktadir.
Geleneksel olarak kullanilan fenotipik identifikasyon ile birgok bakterinin kesin tanisi ¢ok
bliyiik bir oranda yapilabilmektedir, ancak bu yontemin maliyetleri ¢cok yiiksektir ve uzun
bir zaman gerekmektedir. Otomatizer (PCR) sistemler kullanildiginda bile identifikasyon
spektrumu kisitlidir, mikroorganizmanin Gram pozitif/negatif 6zellikleri,
Enterobacteriaceae, Neisseria, Haemophilus grubu gibi ayirimlarin dnceden belirlenmesi

gerekmektedir. Genotipik identifikasyon ise, 6zel baz1 mikroorganizmalarla sinirli kaldigi
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ve pahali oldugu i¢in rutin laboratuar ¢aligmalarina uygun degildir. Rutin klinik
mikrobiyoloji laboratuarlarinda MALDI-TOF MS teknolojisinin mikroorganizmalarin rutin
identifikasyonunda kullanilmaya baslanmasi devrim niteligindedir. Bu metodolojide,
mikroorganizmalarin protein yapilarinin kiitle spektrofotometresinde iyonizasyonu ve
Ol¢iilen m/z degerlerine gore elde edilen spektralarin grafiksel goriintiilerinin sistemin veri
tabanindaki referans organizmaya uyumuna gore mikroorganizmalarin cins ve tiirleri
identifiye edilmektedir. Bu teknoloji ile kat1 besiyerlerinde izole koloniler olusturarak
iiretilmis aerobik ve anaerobik bakteriler, mayalar ve mikobakteriler hem 1-2 saat gibi ¢cok
kisa bir siire iginde hem de ¢ok genis bir yelpazede cins ve ¢ok biiyiik cogunlukla tiir
diizeyinde dogru olarak identifiye edilebilmektedir (51, 52).

Laktik Asit Bakterilerinin Teknolojik ozellikleri

Laktik Asit Bakterilerinde Laktoz Fermantasyonu

Laktik asit bakterileri laktozu 6nce glikoz ve galaktoz olan monosakkaritlere
yikimlamaktadir. ikinci asamada glikoz ve galaktozun laktik aside doniisiimii gergeklesir.
Laktik asit bakterilerilnin elektron transport sistemleri yoktur. Enerjilerinin
karbonhidratlarin oksidasyonlari sirasinda fosforilasyon ile elde ederler. Laktik asit
bakterileri glikozu igerdikleri enzim sistemlerine gore Fruktoz difosfat (FDF) veya
Hekzos-monofosfat (HMF) yollarina gore katalize etmektedirler. Laktozu iki farkli yolla
katabolize ettiklerinden dolay1 son iriinlerde farkliliklar goriilmektedir. Bu farkliliklardan
dolay laktik asit bakterileri laktozu fermante etme 6zelliklerine gore baslica iki gruba
ayrilmaktadirlar. Bu gruplar; homofermantatif laktik asit bakterileri ve heterofermantatif
laktik asit bakterileridir. Homofermantatif laktik asit bakterileri fermantasyon sonucu % 99
oraninda laktik asit ve % 1 oraninda diger maddeler olustururken, heterofermantatif laktik
asit bakterileri, laktik asit, asetik asit, etanol ve karbondioksit gibi karigik son tiriinler
olustururlar (32).

Homofermantatif laktik asit bakterileri hekzoizomeraz (glikoz fosfat izimeraz) ve
aldolaz enzimine sahipken, fosfoketolaz enzimi igermezler. Glikoliz i¢in Embden-
Mayerhoff- Parnas metabolik yolunu izleyerek bir molekiil glikozdan iki molekiil laktik
asit Uretirler. Heterofermantatif laktik asit bakterileri ise heksoizomeraz ve aldolaz enzimi

yerine 6 karbonlu sekeri (hekzos), 5 karbonlu sekerlere (pentoz) doniistiiren ve bu esnada
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da aldehit ve diasetil gibi aroma bilesiklerinin olusmasini saglayan fosfoketolaz enzimine
sahiptirler. Bu gruba giren laktik asit bakterileri glikoz yikiminda EMP metabolik iz yolu
yerine fosfoketolaz glikolitik izyolunu kullanirlar. Sekil- 5” de laktik asit bakterilerinin
laktoz fermantasyonunda izledikleri iki yol gosterilmektedir (32, 40).

Yogurt bakterileri olarak isimlendirilen S. thermophilus ve L.delbruechii alttiir
bulgaricus her ikiside homofermantatif laktik asit bakterileridir. Laktozdan laktik asit
tiretirler. Laktozu hiicre i¢inde D- glukoz ve B-D- galaktoza hidrolize eden p-D-
galaktozidaz enzimine sahiptirler. Bunun disinda B-P-gal adl1 ikinci bir enzim
bulundururlar. Bunlardan p-D-galaktozidaz enzim aktivitesi daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu enzimlerin etkinligiyle laktoz hiicre i¢inde D-glukoz ve B-D galaktoza
daha sonra galaktoz 6P’ a ardindan da her iki bakteride bulunan laktat dehidrojenaz enzimi
etkisiyle piriivik asit tizerinde laktata doniistir. Laktik asitin ikinci karbon (C) atomunun
farkli baglaniglarina gore L (+), D (-) tiirde laktik asit formlar1 olusmaktadir. S.
thermophilus L (+), L. delbruechii alttiir bulgaricus ise D (-) formda laktik asit {iretirler.
Yogurt pthtisinin olusumu sirasinda olusan asiditenin etkisiyle kazeinat partikiillerinin
stabilizasyonu bozulur; kalsiyum ve fosfat kazein kompleksinden ayrilir ve % 82 den
fazlas1 ¢dziiniir duruma geger. Kazeinde olusan (+) yiiklii gruplar (NH3"), mevcut (-)
yiiklii gruplarla (-COQ") birleserek piht1 sekillenir (53).
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Sekil- 5: Homofermantatif laktik asit fermantasyonu (10)
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Laktik Asit Bakterilerinin Proteolitik Ozellikleri

Laktik asit bakterilerinin siite asilanmasindan sonra proteaz enzimlerinin etkisiyle
kazeinin polipeptid ve oligopeptidler {izerinden serbest aminoasitlere kadar proteinleri
pargalama olayina proteliz denir. Proteolitik aktivite, hem starter kiiltiirlerin asit olusturma
fonksiyonu hem de tiriiniin duyusal nitelikleri a¢isindan énemlidir. Laktik asit bakterileri
gelisebilmeleri igin ortamda bazi serbest aminoasitlerin bulunmasina gerek duymaktadirlar.
Streptococecus tiirleri, ekstraselliiler proteinaz enzimiyle 6zellikle hiicre zarina bitisik olan
kazeini peptitlere pargalayarak ihtiya¢ duyduklari serbest aminoasitleri olustururlar. Bu
peptitler, bakteri hiicresi tarafindan alinir ve intraselliiler olarak hidrolize edilirler. Laktik
asit bakterilerinde bulunan proteolitik enzimler peynir aromasinin ve peynirin elastik
kirilgan yapiya doniigsmesi i¢in gereklidir. Peynirde proteolitik aktivite ayni zamanda
ikincil floraninda gelismesini desteklemektedir. Tereyagi ve bazi {irtinlerin kokusunun
olusmasinda etkili oldugu goriilmiistiir. Proteolitik aktivitenin hizinda pH ve 1sinin etkili
oldugu goriilmiistiir (54).

Yogurta ise proteolitik aktivite bakterilerin logaritmik gelisme fazinda olusmaktadir.

S. thermophilus' un yalnizca endoselliiler enzim iirettigi, L. bulgaricus' un ise endoselliiler
ve az miktardada ekzoselliiler enzim ile proteolitik aktiviteyi ger¢eklestirmektedir.
Ekzoselliiler enzimlerle proteinlerin, kiigiik pargalara ayrilarak hiicre i¢ine daha fazla
serbest aminoasit girmesini saglamaktadir (55). Yapilan arastirmalarda, yogurt bakterileri
arasinda laktik asit iiretimi ve proteolitik aktivitenin cins, tiir ve alttiirler arasinda farklilik
gosterdigi belirlenmistir.

Yogurtta proteolitik aktivite belirli diizeyde olmast durumunda yogurdun yapi1 ve
kivamin diizeltigi, asit tiretimini tesvik ettigi ve yogurdun sindirilebilme 6zelligini
arttirdigi bildirilmektedir. Ayni1 zamanda bu iki bakteri arasindaki simbiotik iliskinin en
onemli basamagi proteolitik aktivitedir. S. thermophilus, proteince zengin ortam olan siitte
siurli proteolitik yetenege sahiptir. Bu bakteri nitrojen kaynagi olarak siitte dogal olarak
bulunan ve sicaklik uygulamasi nedeniyle ortama salinan serbest aminoasitlerinden
yararlanir. Ancak glutamik asit, histidin, sistin, metionin, valin ve 16sin gibi aminoasitler
stitte S. thermophilus’ un gelisimini saglayacak seviyede degildir. Bu eksikligi daha
kuvvetli proteolitik yetenegi olan L. bulgaricus giderir. L. bulgaricus, S. thermophilus’ un
farkli olarak kazeini 6zellikle 3-kazeini, partikiile bagli proteinaz enzim sistemi ile

polipeptitlere hidrolize etmektedir. Polipeptid ve oligopeptidler iizerinden proteolitik
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aktivite proteinlerin serbest aminoasitlere kadar pargalanarak S. thermophilus gelisimi igin
ihtiya¢ duydugu serbest aminoasit miktarini artirarak ve aroma olusumunu tesvik
etmektedir (56). Ancak protelitik aktivitesi yiiksek olan suslardan elde edilen yogurtlarda

ac1 tat olusumu gozlenmektedir (55, 57).

Laktik Asit Bakterilerinde Bakteriyoliz

Bakteriyel otoliz, bakterinin ¢evresel iskeletini olusturan ve bakteriye seklini veren
hiicre duvarinin ana bileseni olan peptidoglikan tabakasinin yine bakteri tarafindan tiretilen
hiicre i¢i endojen hidrolitik enzimler vasitasi ile yikimlanmasidir. Bu enzimler
peptidoglikan iizerinde bolgesel olarak gerceklestirdikleri ve hidroliz neticesinde agiga
cikardiklari serbest parcaciklara gore; B-N-asetilmuramidaz, -N-asetilglukozaminidaz, N-
asetilmuramil-L-alanin amidaz ve peptidazlar seklinde siniflandirilirlar. Laktik asit
bakterilerinde bakteriyoliz siit endiistrisinde hayati bir 6neme sahiptir. Bu bakterilerin
ozellikle peynirlerin olgunlagma siirecinde bakteriyoliz neticesinde agiga ¢ikan hiicre igi
enzimler olgunlagma siiresinin kisalmasini saglamakta ve istenen aromatik niteliklerin
gelisimini arttirmaktadir. Yogurtta ise yogurt bakterilerinin asir1 derecede ¢ogalmasini
engellemektedir (58, 59). Yogurt bakterilerinde bakteriyoliz orani ile yapilan ¢aligmada
yogurt kalitesi tizerine etkili oldugu goriilmiistiir. Yiiksek otoliz oranina sahip suslardan
elde edilen yogurtlarda laktik asit tiretimi, pithtilasma zamani, viskozite, su tutma
kapasitesi, aroma bilesiklerinin olusumu ve raf 6mrii gibi kalite niteliklerini az yada ¢ok
etkiledigi goriilmiistiir. Ozellikle yiiksek otoliz oranina sahip suslarda laktik asit iiretimi
negatif yonde etkilemekte ve bu durumda yogurtta pthtilasma zamaninin uzamasina neden
olmaktadir. Yogurt bakterilerinin bakteriyolizi su tutma kapasitesinde, viskositede ve
aroma bilesiklerinin olusumu iizerine ¢ok etkili olmadig1 gortilmiistiir. Yogurt 10- 15 °C
de muhafazasi sirasinda bakteriyoliz oraninda azalma goériilmistiir (60). Yapilan
caligmalarda diisiik bakteriyoliz oranina sahip yogurt bakterilerinin belirlenerek yogurt
endiistrisinde kullanilmas1 yogurt inkubasyon zamanin kisalmasina ve pihtilasmanin

istenilen diizeyde olusmasina olanak saglayacaktir (61).
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Laktik Asit Bakterilerinde Antibiyotik Direncligi

Antibiyotiklerin kesfi ile neredeyse es zamanli olarak, mikroorganizmalarin bu ilaglara
kars1 direng kazanabilecegi ve gerekli dnlemlerin alinmamasi durumunda mevcut
antibiyotiklerin enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde etkisini kaybedecegi, dolayisiyla
insanli@in antibiyotik dncesi donemle yeniden karsilasabilecegi 6ngoriilmiistiir. Bakteriler,
cevrelerinde meydana gelen degisikliklere hizli uyum saglayabilen canlilardir. Antibiyotik
direnci de bunun bir 6rnegidir. Bakteriler, fermante gida tiriinlerinin olugsmasinda kendi
genetik kapasitelerine (kromozomal) ilave olarak disaridan kazandigi 6zelliklerle de
(plazmit) etkili olmaktadir. Plazmitler, bir¢ok tekstiir olusturan énemli metabolitleri
kodlayan genleri tagiyabilmektedir. Aroma olusturan enzimlere i¢in gen tagirken ayrica
antibiyotiklere kars1 dire¢ olusturacak kodlarida tasir ve naklederler. Laktik asit
bakterilerinin bir¢ok tiirli dogal olarak plazmit tagirlar. Bu bakteriler gesitli gida
tirtinlerinde diger bakteriler ile karsilastiginda plazmid transferi ile potansiyel direng
tastyici ve aktarici olarak etki gosterirler (62).

Son 60 yildir biyosfere 1-10 milyon ton antibiyotik birakilmis oldugu tahmin
edilmektedir. Bu durum, direngli suslarin ortaya ¢ikmasinda gii¢lii bir bask1
olusturmaktadir. Diinyada, antibiyotiklere kars1 mikroorganizmalarin direnci insanda ve
veteriner ilaglarinda 6nemli bir problemdir. Genellikle, antibiyotik kullaniminin yayilimi
antibiyotik direnglerindeki artis i¢in temel risk faktorii oldugu kabul edilmektedir. Hiicre
duvari sentez inhibitorii yoniiyle laktobasiller genellikle penisilinlere (piperasilin ve
ampisilin) ve B-laktamaz inhibitorlerine duyarhdir, fakat oksasilin ve sefalosporin
(sefoksitin ve seftriakson) i¢in direnclidir. Cogu laktobasil genel olarak aminogliikosid’lere
(neomisin, kanamisin, streptomisin ve gentamisin) oldukg¢a direngli, tetrasiklin
klindamisin, eritromisin, kloramfenikol gibi protein sentezini inhibe eden antibiyotiklere
duyarhdir. Laktobasiller genellikle niikleik asit sentezini engelleyen enozasin, pefloksasin,
norfloksasin, nalidiksik asit, sulphamethaksazol, trimethoprin, co-trimoksazol ve
metronidazole direnglidir (39).

Cin’de yogurt ve sebzelerden izole edilen 53 laktik asit bakterisine streptomisin,
ampisilin, eritromisin, tetrasiklin ve vankomisin direnglikleri disk difiizyon testi
uygulanmis, laktik asit bakterilerinin tamaminin streptomisine, 37 tanesinin vankomisine, 7
tanesinin eritromisine ve tetrasikline ve 6 tanesinin ampisiline direngli olduklar1 rapor

edilmistir. Yine ayni ¢alismada izole edilen 9 tane S. thermophilus izolatinin tamaminin
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ampisilin, tetrasikline ve vankomisine direngli oldugu goriilmiistiir (63). Cin de yapilan
diger bir calismada Cin’nin gesitli bolgeleriden ev yapimi yogurtlardan 43 tane yogurt
bakterisi izole edilmis bunlardan 18 tanesi L. bulgaricus ve 23 tanesi S. thermophilus
olarak identfikasyonu yapilarak 11 antibiyotige kars1 direglilikleri bakilmistir. Sonug
olarak farkli oranlarda direnglilik saptanmistir (64). Hindistan’da yapilan ¢alismada L.
bulgaricus’un 31 susu sulfonamid, sulfametozaksol, kolimksin, trihorpim, polimiksin B,
neomisin nalidiksik asid, mikosatin’e diren¢ gostermistir. Streptomsin, oksasilin,
oleandomisin, novabiosin, furadantin ve kloksasiline kars1 duyarli olduklari, kanamisin ve
streptomisin duyarliliklar1 degisken L. plantarum L. casei, L. salivarus, L. leismanii, L.
acidophilus gibi ¢ogu tiirlerin vankomisine kars1 direng tagimakta olduklari goriilmiistiir
(65).

Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarda ise izole edilen tiim geleneksel siit iirtinlerinde
bulunan toplam 46 Lactobacillus tiirlerinin % 59’u vankomisine %27¢si siprofloksasine,
% 27’si gentamisine, % 11’1 eritromisine ve % 4’1 tetrasikline direng gosterdigi
saptanmustir. izole edilen Lactobacillus tiirlerinin hi¢birinde kloramfenikol, ampisilin,
nitrofurantoin ve rifampisin direncine rastlanmamuistir. izole edilen 10 adet Streptococcus
susunun % 40’1 vankomisine, % 30’unun siprofloksasine, % 20’sinin gentamisine ve %
10’unun eritromisin ve kloramfenikole karsi direngli oldugu saptanmistir (39). Tirkiye’de
yapilan bagka bir calismada ¢esitli koy ve kasabalardan toplanan yogurt 6rneklerinden 34
tane S. thermophilus identifiye edilmistir. S. thermophilus’un biiyiik bir cogunlugunun
gentamisine (% 79) penisiline G ( %64) direngli, kloramfenikole (% 94) ve tetrasikline (%

88) ise hassas olduklarini rapor etmislerdir (66).

Laktik Asit Bakterilerinde Bakteriofaj

Laktik asit bakterileri bir ¢ok gidanin fermantasyonunda aroma, asitlik gelisiminde ve
korunmasinda kullanilan bakterilerdir. Bu mikroorganizmalar Lactococcus lactis,
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve S. thermoplilus gibi en yaygin olarak peynir,
yogurt, tereyagi gibi gidalarin fermantasyonunda kullanilmaktadir. Bakteriofajlar homolog
veya heterolog reseptorleriyle bakteriye tutunan ve bakteri hiicresinin lizisine neden olan
viruslardir. Bakteriofaj sorunlari iilkemizde peynir iiretiminde sorun oldugu rapor
edilmemis olmasina ragmen, yogurt iiretiminde ciddi ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Yogurt asidifikasyonunda durma, yavaslama ve asetaldehit iiretiminde

azalmaya neden olduklar1 rapor edilmektedir. Buda siit endiistrisinde ciddi ekonomik
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kayiplarin dogmasina neden olmaktadir. Bu problemlerin 6niine gegilebilmesi i¢in tam bir
HACCP yo6netimi, kiiltiir radasyonu, faja direngli laktik asit bakterilerinin kullanimi ve
bakteriofaj identifikasyonlarinin yapilmasi gerekmektedir. Laktik asit bakterilerinin
bakteriofajlarinin bolgesel olarak farklik géstermesi ve molekiiler tan1 yontemleri yeni yeni
gelismesinden dolay: tam olarak identifikasyonu yapilamamistir. Diinyada ve lilkemizde
bu alanda yazilmis makaleler vardir (67- 69).

Cin’de yogurt 6rnekleriden 20 adet laktobasil susu izole edilmis izolatlara 16S rDNA
genine gore identifikasyon uygulanmustir. Identifikasyon sonuglarinda % 98 -99 oraninda
L. fermentum identifiye edilmistir. Bu 20 adet identifikasyonu yapilmis bakterinin 7
tanesinde lizojenik kaynakl bakteriofaj tespit edilmistir (70). Italya’da yapilan bir
caligmada mozzarella peynirlerinde izole edilen S. thermophilus’larin 26’sinda bakteriofa;
teshit edildigi rapor edilmistir (71). Fransa, Almanya ve Isvigre’de 1987 yilinda peynir ve
yogurtlardan izole edilen 345 adet ve Kiizey Amerika ve Avrupa’da 110 adet virulent S.
thermophilus bakteriofaj1 tesbit edilmistir (72). Ulkemizde ise 2005 yilinda geleneksel
yogurt ve ¢ig siitten izole edilen L. bulgaricus eksopolisakkarit tiretiminin yerli bakeriofaj
ve nisin kullanim ile aralarindaki oranlar karsilastirilmis ve sonugta bakteriofaj ve nisin
varliginin eksopolisakkarit tiretimi arasina direk bir baglanti oldugu goriilmiistiir (73).
Baska bir ¢aligmada dogal yollardan izole edilen 12 adet ve ticari olarak 1 adet
L. bulgaricus kendi tiiriine ait fajlarla test edilmis ve dogal yollardan izolen edilen 12 adet

susun tamami1 duyarli oldugu, ticari olarak kullanilan susun ise direngli oldugu goriilmiistiir
(67).

Laktik Asit Bakterilerinde Bakteriosin Uretimi

Gram pozitif bakterilerden olan Laktik asit bakterileri genel olarak Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc ve Streptococcus cinsini kapsamaktadir. Laktik asit
bakterilerinin olusturduklari protein yapisinda olan ve bakteriosinler olarak da tanimlanan
cesitli antimikrobiyel maddeler iiretmektedirler. Bu maddeler, mikroorganizmalar {izerine
oldiirticii etki yapmayan, sinirli sayidaki bakterilere etkili olan protein yapisinda,
antogonistik maddelerdir. Laktik asit bakterileri organik asitler, hidrojen peroksit, diasetil,
bakteriosin ve benzeri bilesikler iiretirler (74). Gidalarda bulunan bir¢ok mikroorganizma

organik asitlere karsi hassastir ve sonugta diisen pH’ya da direng gosterememektedir.
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Laktik asit bakterileri tarafindan aerobik gelisme esnasinda tiretilen H202 birgok
mikroorganizmanin vejetatif hiicreleri ve sporlar1 tizerinde 6ldiiriicii etkiye sahiptir. H202
antogonistik etkisi Staphylococcus aureus ve Pseudomonas spp.'de belirlenmistir.

Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen ve bakteriosin veya bakteriosin benzeri
metabolitler olarak isimlendirilen antimikrobiyal karakterli bu maddeler protein yapisinda
olup, genellikle kisa zincirli, kiigiik molekiil agirligina sahiptirler. Etki spektrumlar1 bazi
tirlerle sinirh olup, daha ¢ok Gram pozitif mikroorganizmalar tizerinde etkilidirler.

L. bulgaricus tarafindan tiretilen bulgarisin BB18 ve Enterococcus faecium tarafindan
tiretilen enterosin MH3 bakteriosinlerin Corynebacterium difterium, Clostridium difficile,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella typhimurum ve Candida
albicans tiirlerine kars: yiiksek antimikrobiyal etkisinin oldugu gériilmiistiir. Ozellikle
bulgarisin BB18 kuvvetli patojen olan Helicobacter pylori {izerinde yiiksek inhibitor
etkisinin oldugu rapor edilmistir (75). Yogurt ve bitkilerden izole edilen S. thermophilus
tarafindan tiretilen thermophilin 347 bakteriosinin Listeria monocytogenes, S. aureus ve
birkag laktik asit bakteri tizerine bakterisidial etkisi oldugu rapor edilmistir (76, 77).
Mogolistan’da yogurtlardan izole edilen E.faecium PC4,1 iirettigi enterosin bakteriosinin
listeria ve mantar tiirleri {izerinde antogonist etkisi oldugu rapor edilmistir (78).
Tiirkiye’de Aslim ve arkadaslar1 (79) tarafindan 2005 yapilan bir ¢alismada geleneksel
yontemlerle {iretilen yogurtlardan izole edilen L. bulgaricus, L. casei, L. plantarum, L.
acidophilus, L. brevis, L. fermentum, L. lactis ve L. helveticus laktik asit bakteri tiirlerinin
tamami S. aureus, E. coli, Yersinia enterocolitica kars1 antimikrobiyal etkilerin oldugunu

tespit etmislerdir.

Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen, diasetil, alkol ve COz2 gibi metabolitlerde
bazi mikroorganizmalar {izerine inhibitor etki gosterebilmektedir. Diasetil, diasetil (2,3-
biitandion) piriivattan sentezlenen laktik asit bakterilerinin en son metabolik tirtintidiir.
Diasetil tereyagt i¢in bilinen en iyi aroma maddesidir. Diasetilin mayalar ve Gram pozitif
bakteriler i¢cin 200 mg/ml diizeyinde laktik olmayan Gram pozitif bakteriler i¢cin 300 mg/ml
diizeyinde bakteriostatik etkisi oldugu goriilmiistiir. Reuterin, heterofermantatif L.reuterii
tiirii tarafindan olusturulan, diisiik molekiil agirliginda, yiiksek ¢oziiniirliikte bir maddedir.
Salmonella, Shigella, Clostridium, Staphylococcus, Listeria, Candida ve Trypanosoma

cinsleri tizerinde antogonist etkili oldugu rapor edilmistir (80).
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Laktik Asit Bakterilerinin Dogal Ortamlari ve Kullanildig1 Uriinler

Laktik asit bakterileri su ve toprakta ¢ok az bulunmakta, siit, et, hububat ve sebzeler ile
bitki artiklarinda, memelilerin agiz, bagirsak ve vagina florasinda bulunmaktadir (81).
Streptococcus tiirleri; insan, hayvan ve kuslarda rastlanabilir. Streptococcus’lardan N ve D
serolojik gruplarina ait belirli tiirler, bitkilerde bulunmaktadir. Bitkilerdeki Streptococcus
tiirlerinin ¢ogu saprofit, geri kalanlar ise patojen 6zellik gostermektedirler.

Lactobacillus tiirleri daha gok insan, hayvan ve bitkilerde ve bunlarin bulundugu ortamda
bulunmaktadirlar. Ozellikle insan ve hayvanlarin bagirsaklara adapte olmus tiirleri
vardir (82). Genellikle antimikrobiyel etkileri oldugu, dis plaklarinin olusumunu
engelledigi, L. acidofilus 'un fungal kaynakli vaginitis olusumunu engelledigi ve
bagirsaklarda patojen mikroorganizmalar {izerine baskilayici etkisinin oldugu yapilan
caligmalarda ortaya konmustur (83). Pediococcus tiirleri bitkilerde bulunurlar ayni
zamanda diger laktik asit bakterileri gibi dogal fermantasyona ugramis bitkisel ve
haysansal tirtinlerde de bulunmaktadirlar (1, 3, 83).

Laktik asit bakterileri bulundugu dogal ortamlarin disinda bir¢ok gidanin
fermantasyonunda da 6nemli rol oynarlar. Siit iriinlerinde (peynir, yogurt, tereyag, kefir,
kimiz vs.) bulunan laktik asit bakterileri tiriinlere kendine has aroma, koku ve yapi
kazandirmaktadir. Ornegin tereyaginda olusturduklari metabolitler sonucu 6zellikle de
diasetil ile yayik yaginin aromasini Ve kokusunun olusmasini saglamaktadir. Ayrica bu
bakterilerin olusturdugu metabolitler ve bakteriosin yardimiyla bazi patojenlerin
inhibisyonu da saglanmaktadir. Ornegin, kefir florasini olusturan maya ve laktik asit
bakterilerinin enterobakteriler ve bazi patojen bakteriler lizerine inhibitor etkileri oldugu
rapor edilmistir. Urettikleri laktik asitle iiriiniin pH’sim diisiirerek mikroorganizmalarin
tiremesini engelleyerek bozulmanin 6niine gegerler. Yogurtta bulunan laktik asit
bakterilerinin kolesterol diisiiriicii etkileri oldugu saptanmigtir. Yogurtta iiretilen laktik asit
ve yogurdun sahip oldugu diger antibakteriyel maddeler, kalin bagirsakta indol ve skatol
gibi fenolik bilesikler iireterek canli dokuya zarar veren ve hatta kanser baslangicina neden
olan bakterilere kars1 engelleyici, bagisiklik sistemini giiclendirici, viicudu koruyucu ve
kadinlarda hamilelik siiresince ve sonrasinda kan basincini diizenleyici etkisi oldugu
belirtilmektedir. Bozada baskin olarak bulunan laktik asit bakterileri mayalarla sinerjik bir
iliski icersindedir. Tarhana iiretiminde ise kullanilan maya (ilave edilen veya spontan

olarak gelisen) ve yogurt florasindan kaynaklanan (S. thermophilus ve L. bulgaricus)
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mikroorganizmalarin geligmesi sonucu meydana gelen laktik asit, etil alkol, COz ile iiriine

0zgl tat ve aroma saglamaktadir. Geleneksel Tiirk igecegi olan salgam tiretiminde

kullanilan, igerisinde laktik asit bakterilerini de barindig1 eksi maya (L. sanfranciscensis, L.

pontis, L. brevis, L. plantarum, L. alimentarius, L. fructivorans, L. reuteri, L. fermentum ve

Saccharomyces cerevisiae ve az miktarda Saccharomyces exiguous, Candida krusei ve

Candida milleri) dir. Fermantasyonun salgamin kirmizi renginin olusumunda da etkili

oldugu goriilmiistiir. Tursularda bulunan laktik asit bakterisi L. plantarum’dur. Tursu

yapiminda salamura konsantrasyonu bu mikroorganizmaya gore ayarlanmaktadir. Tursu

tiretiminde kontrollii bir fermantasyon saglanabilmesi i¢in L. plantarum’un starter kiiltiir

olarak kullanilmas1 gerekmektedir. Laktik asit bakterilerinin fermantasyonda kullanildig:

tirtinler ve etkileri tablo- 9°da gosterilmistir (84).

Tablo- 9: Laktik asit bakterilerinin kullanildig: Girinler

Uriin LAB tiirii Islevi
Peynir | Lactococcus lactis, S. thermophilus, S.cremoris) Asidifikasyon
L. helveticus ve L. delbrueckii, L. casei Aroma
L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus, L. curvatus,
Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus, L. dextranicum L.
Mesenteroides
Yogurt | S.thermophillus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus L. lactis Asidifikasyon
ssp. lactis, E. faecium, Aroma
E. durans, L. delbrueckii ssp. lactis
Tereyag: | S. thermophilus, Streptococcus sp., Asidifikasyon
L.delbrueckii ssp. bulgaricus, L. casei ssp. casel Aroma
L. paracasei ssp. paracasei, E. faecium
L.pseudomesenteroides (L. mesenteroides ssp.
dextranicum), L. gelidum (L. mesenteroides ssp.
mesenteroides), Weissella paramesenteroides (L.
paramesenteroides)
Kefir | L. bulgaricus, L. lactis, S. durans L. cellobiosis, S. avium, L. Asidifikasyon
cremoris, L. kefir, L. kefiranofaciens Aroma
L. kefirgranum, L. parakefir, L.brevis, L. plantarum
L. helveticus, L. acidophilus, L. delbrueckii, L. rhamnousus, L.
casei, L. paracasei, L. fructivorans, L. hilgardi, L. fermentum,
L. viridescens, Lactococcus lactis subsp. cremoris, S.
thermophilus, Leuconostoc spp.
Kmz | L. bulgaricus, L. Acidophilus Alkol
Fermantasyonu
Asidifikasyon
Aroma
Sucuk | L. plantarum, L. curvatus, L. pentosus, L. fermentum, L. Asidifikasyon

brevis, P. pentosaceus, P. acidilactici, Lc. lactis subsp. lactis,

Aroma
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L. mesenteroides subsp. mesenteroides/dextranicum, Leuc.
lactis, Lactobacillus spp, L. sake, L. viridescens, L. agilis, L.
carnis, L. casei subs. Rhamnosus

Pastirma | L. pentosus ve L. Sakei Asidifikasyon
Aroma
Boza | L. paramesenteroides, L. mesenteroides subsp. Asidifikasyon

mesenteroides, L. mesenteroides subsp. dextranicum, O. oeni | Aroma
L. coryniformis, L. confusus, L. sanfrancisco
L.fermentum

Tarhana | S. thermophilus ve L. Bulgaricus Aroma
Salgam | L. sanfranciscensis, L. pontis, L. brevis, L. plantarum, L. Aroma, Renk
alimentarius olusumu
L. fructivorans, L. reuteri, L. Fermentum
Tursu | E. faecalis, L. mesenteroides, L. brevis Asidifikasyon

(L.pentoaceticus), L.plantarum, P.pentosaceus

Yogurt Starter Kiiltiirleri

Binlerce yil 6nce mikrobiyal olarak bilinmemesine ragmen yogurt, Orta Asya da
evlerde bireysel olarak yapilan bir tiriindtir. Bilimin ilerlemesiyle birlikte geleneksel
yogurdun yapilabilmesi i¢in Gram pozitif ¢gubuk ve yuvarlak morfolojiye sahip
S.thermophilus ve L. bulgaricus adi verilen laktik asit bakterilerinin gerekliligi ortaya
konmustur (85). Yogurt set tipi ve stirred tipi yogurt olarak tiretimektedir. Set tipi
yogurtlarda ambalajlarda inkubasyon yapilir ve piht1 jel par¢alanmaz, stired tip yogurtlarda
ise fermantasyon biiyiik kazanlarda yapilir ve piht1 jel par¢alanarak porsiyonlara boliiniir.
Stired tipi yogurtlar pihtisi pargalandigindan piiriizsiiz ve yapiskan karakterdedir (86).
Siitiin yogurda doniigmesi sirasinda birgok fiziksel, kimyasal, biyokimyasal reaksiyonlar
olugsmaktadir. Bu reaksiyonlar yogurt bakterileri olan S. thermophilus ve L.bulgaricus 'un
laktoz, protein ve yag gibi besin maddelerini fermente etmeleri ile olugsmaktadir.
Fermantasyon reaksiyonlarini dort ana baglikta toplanmaktadir. Bunlar karbonhidrat
metabolizmasi, proteolizis, lipolizis ve tat ve ¢esni maddelerinin olusumudur (6, 86).

Karbonhidrat metabolizmasinda ilk asama laktozu yogurt bakterileri olan S.
thermophilus ve L. bulgaricus‘un hiicre i¢ine tasinmasi ile baslamaktadir. Bu asamada
katalizor olarak fosfotransferaz enzimi gorevlidir. Bakteri hiicresi Laktozu B-D
galaktosidaz enzimi ile glikoz ve galaktoza pargalamaktadir (87). B-D- galaktosidaz
enzimi L. bulgaricus ve S. thermophilus bakterilerinde mevcut olan laktoz fosfattan glikoz
ve galaktoz—6-fosfat meydana getirir (88). Olusan glikoz Embden Meyerhof parnas
glikolitik reaksiyon zincirine girerek once piiriivik asit meydana gelmektedir. Olusan
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Pirtivik asit, laktat dehidrojenaz enzimi yardimiyla laktik aside doniismektedir. Olusan
laktik asit siit pH’sin1 6.7 den 6 daha sonra 6.0 da 5.0 en son olarakta 5.0 — 4.6 altiya
diisiirmektedir. pH nin 4.6’ya diismesi kazein misellerinin izoelektirik noktasini bozarak
proteinlerin koagule olmasina ve yogurt pihtisinin olusumuna neden olmaktadir (89).
Ayrica laktik asit yogurtta tipik aromatik ve ¢esninin olusumunuda saglamaktadir.
Yogurtta laktik asit D (-), L (+) ve DL (-+) olmak tizere {i¢ formda bulmaktadir. S.
thermophilus L (+) tiretirken, L. bulgaricus D (-) ve DL(-+) laktik asit tiretmektedir.
Yogurt olusurken L (+), D (-) laktik asit iiretiminden daha hizli olmaktadir. Laktik asit
miktar ve oranlar1 yogurdun inkubasyon sicaklig1 ve siiresi, kullanilan starter kiiltiir

oranina ve yogurdun muhafaza siiresi ve sartlarina bagli olarak degisir (6, 89, 90).

Tablo- 10: Laktik asit bakterilerinin sentezledikleri laktik asit konfigilirasyonlar1

Homofermantatif | Laktik asit konfigiirasyonu | Heterofermantatif | Laktik asit

konfigiirasyonu

Laktobasiller
L. acidophilus DL L. brevis DL
L. bulgaricus D(-) L.buchneri DL
L. casei DL(+) L. cellobiosus DL
L. coryniformis DL L. confosus DL
L. curvatus DL L. coprophilus DL
L. delbrueckii DL L. hilgardii DL
L. jugurti D(-) L. fermentum DL
L. helveticus DL L. sanfrancisco DL
L. jensenii D(-) L. trichodes DL
L. lactis D(-) L.viridescens DL
L. leichmannii D(-)
L. plantarum DL
L. salivarus L(+)
Pediokoklar Leukonostoklar
P.acidilactici DL Leu.mesenteroides D(-)
P.cerevisiae DL Leu.paramesenteroides D(-)
P.pentosaceus DL Leu.lactis D(-)

Leu.gelidum D(-)
Streptokoklar Leu.carnosum D(-)
Str.bovis D(-)
S. thermophilus D(-)
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Laktokoklar

L.lactis alttiir lactis D(-) Karnobakteriler
L.lactis alttiir cremoris D(-) C.divergens
L.lactis alttiir diacetylactis C.mobile

L.lactis alttiir hordniae C.gallinarum
L.garvieae C.piscicola
L.plantarum

L.raffinolactis
Vagokoklar

V. fluvialis
V.salmoninarum

Siit fermantasyonunda bakterilerin proteolitik aktiviteleri onemlidir. Yogurt
bakterilerinin proteolitik aktiviteleri zayif olmasina karsin siit fermantasyonunda énemli
derecede etki gostermektedir. Ornegin; Probiyotik bakteriler ( L. acidophilus ve
Bifidobacterium spp.) yogurt olusumunda insan sagligi i¢in daha yararli bilesikler
olusturmalarina ragmen probiyotik bakterilerinin proteolitik 6zellikleri zayif oldugundan
fermentasyon siiresinin uzamasina neden olmaktadir. Bu durum siit endiistrisinde
probiyotiklerin tek basina kullanim alanlarini kisitlamaktadir (6, 91). L.bulgaricus un, S.
thermophilus ‘a gore proteolitik aktivitesi daha kuvvetlidir. Bundan dolay1 yogurt
starterlerinde bulunan L.bulgaricus, S. thermophilus oraninin 1: 1 olmasi proteolitik
aktivite tizerine olduk¢a onemlidir (92). Yogurt starterlerindeki oran 2:1 oldugunda serbest
aminoasit miktarinda artmalar goriilmistiir. Bu etki yogurda kontamine olan proteolitik
yetenege sahip bakterilerle birlikte daha da artarak istenmeyen aci tat ve aroma olusumuna
neden olmaktadir (93, 94).

Yogurt olusumu sirasinda L.bulgaricus, S. thermophilus’un sahip olduklar1 endo
lipoprotein lipaz enzimin etkisiyle siitteki yag molekiillerinin pargalayarak yag asitlerine
doniismektedir. Sekonder reaksiyon sonucunda yag asitlerinin oksidasyonu olay1
gerceklesmektedir. Lipoliz olay1 yogurt fermantasyonunun ilk asamalarinda ¢ok yiiksek
degildir ama yogurdun depolanmaya baglamasi ile beraber yogurttaki siit yagi azalirken

serbest yag asiti miktar1 giderek artmaktadir. Bu durum tablo- 11°de goriilmektedir.
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Tablo-11: Yogurt muhafazasi Sirasinda yag ve yag asit miktarinin degismesi

Muhafaza Siiresi (saat)

2 6 21
Siityag1 4.05 3.96 3.91
Serbest yag asitleri(meq NaOH/100g) 200 220 260

Lipoliz olay1 hizina siite uygulanan 1s1 islemi, homojenizasyon, yogurt starter bakterilerin
orani 1: 1 (L. bulgaricus’ un lipolitik etkisi daha fazladir) ve yogurta kontamine olmus
psikrotrof bakteri miktarina gore degismektedir. Lipoliz ve oksidasyon sonucunda
aldehitler, az miktarda keton, alkol ve hidrokarbon bilesikleri olusarak yogurt tadinda
metalik ve karbonik bilesiklerin olusumuna neden olmaktadir (95). Aromatik olarak
yiiksek kalitede bir yogurt elde edebilmek i¢in birkag faktdr onemlidir. Bunlar; siit
kaynagi ve kalitesi, starter kiiltiir 6zellikleri ve orani, inkubasyon sartlaridir. Bu faktorler
aroma olusmunu etkilemektedir (96).

Arastirmada yogurtta bir ¢cok aroma bilesiginin oldugu ortaya konmustur. Bu aroma
bilesikleri; karbonil bilesikler, organik asitler, alkol ve esterlerdir. Karbonik bilesikler
igerisinde ilk siray1 asetaldehit almaktadir. Asetaldehitin bir kilogram yogurtta 23- 40 mg
bulunmasi (23- 40 mg/kg) ya da en az 8- 10 mg/kg oraninda bulunmasi yogurt tadinin
olusmasi i¢in yeterlidir. Asetaldehit olusumunda S. thermophilus ve L. bulgaricus her
ikiside sorumludur. Fakat L. bulgaricus 'un daha fazla asetaldehit tirettigi rapor edilmistir.
Diger karbonil bilesikler diasetil, aseton ve asetoindir. Tereyagina kendine has aromasini
veren diasetil yogurt da bulunur. Diasetil konsantrasyonunun yogurtta artmasi durumunda
asetaldehit miktarmi azaltmaktadir. Istenilen tat ve aromanin olusmasi i¢in az miktarda
(0.9 mg/kq) diasetil olusmasi yeterlidir. Aseton ve asetoin miktalari ise 0.3- 0.4 mg/kg
miktarlar yeterlidir. Yogurdun kendine has tadinin olusmasi i¢in bu karbonil bilesiklerinin
belli bir oranda ve dengede olmasi olduk¢a 6nemlidir.

Organik asitlerden laktik asit ugucu olmamasindan dolay1 aroma bilesiklerinin
olusumunda oldukg¢a 6nemlidir. Yogurt fermantasyonunda laktozun % 20- 40 lik oran1
laktik aside ¢evrilmektedir. Bu da yogurtta yaklasik % 0.9 laktik asit olusuna denk
gelmektedir. Ayni zamanda laktik asit olusum miktar1 karbonil bilesiklerin olusumunu
etkilediginden aroma olusumunda 6nemini daha da arttirmaktadir. Laktik asitle birlikte
yogurt fermantasyonunda 6nemli miktarda asetik asit ve daha az olarak da uzun zincirli

asitler olusmaktadir.
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Alkol ve esterler grubunda birinci sirada etanol yer almaktadir. Glikoz geri doniistimii
ve aminoasitlerin pargalanmasi sirasinda olusur. Yogurt igerisinde 0.2- 9.9 mg/kg oraninda
bulunur. Yogurtta diisiik konsantrasyonda ester gruplarinda daha ¢ok etil ester bulunur.

Etil ester, etil alkol ve asitlerin esterifikasyon reaksiyonu sonucunda olusmaktadir (96, 97).

Yogurt Starter Kiiltiirleri Arasindaki iliski

Yogurt, L.bulgaricus ve S. thermophilus un siitte fermente olmasiyla olusan insan
sagligina yararli bir gida maddesidir (98). Yogurt yapilacak siite katilan 1: 1 oraninda
Laktik asit bakterileri ilk 6nce zayif proteoliz yetenegine sahip S. thermophilus
fermantasyonunun baslangicinda ortamda dominanttir. S. thermophilus gelisimi i¢in
gerekli azot kaynagini siitte dogal olarak bulunan 1s1 islemi ile miktar1 daha da artan serbest
aminoasitlerden karsilanir. L. bulgaricus’ dan 6nce gelismeye baslayarak ortamdaki
oksijeni kullanir. Laktozu fermente ederek gelistirdigi laktik asit yaninda, olusturdugu
formik asit ve tireden, iireaz ile meydana getirdigi az miktardaki karbondioksit ile L.
bulgaricus’ un gelisimini uyarmaktadir. Serbest aminoasit miktar1 S. thermophilus
tamaminin gelismesi i¢in yeterli olmadigindan gerekli olan serbest aminoasit
L.bulgaricus 'un ortamda iiremeye baslamasiyla karsilanir. L. bulgaricus tarafindan agiga
cikarilan serbest aminoasitleri igeren oligopeptitler S. thermophilus gelisimini tesvik
etmektedir. S. thermophilus ilk basta tiremesiyle olusan az mikardaki asit ortam L.
bulgaricus tiremesini hizlandirir. Proteolitik aktivite her iki bakterinin birbiri i¢in gerekli
serbest aminoasit miktarinin olusumunu saglamaktadir. S.thermophilus tarafindan iiretilen
peptitler, piirin ve piirimidinler okzalik asit, fumarik asit, formik asit, piirivik asit ve CO:
gibi metabolitler ise L. bulgaricus’un gelisimine yardimci olmaktadir. Devam eden asit
tiretimi, yogurt pH’ sini1 4.6 ya kadar diistiriir. Simbiyotik yasamin sonucu olarak, her iki
bakterinin de laktozu laktik aside kadar metabolize etmesiyle fermantasyon 3- 4 saat iginde
tamamlanmaktadir. Fermantasyon sonucunda ortama salinan metabolitler ile yogurdun tat,

aroma veyogurt kivamini olusmaktadir (39, 99, 100).
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GEREC VE YONTEM
Laktik Asit Bakterilerinin izole Edildigi Numunelerin Toplanmasi

Geleneksel Yontemlerle Uretilen Yogurtlarin Toplanmasi

Yogurdun geneksel olarak {iretildigi kirsal alanlarda hayvancilikla ugrasan ve kendi
yogurtlarini1 kendi yapan ¢ift¢ilerle birebir goriisiilerek ve organoleptik 6zellikleri de
kontrol edilerek yogurt numuneleri toplanmistir. Bu numunelerin toplanmasinda; Ege ve
Marmara bolgelerindeki farkli illerin merkez ve ilgelerine uzak endiistriyel iiretime ulagma
imkani kisith olan ayrica kendi hayvanlarindan elde ettikleri siitii kendi geleneksel

tekniklerine gére mayalayan ¢iftcilerin segilmesine 6zen gosterilmistir.

Bitki, Yagmur Suyu ve Ciy Damlalarimin Toplanmasi

Dogadaki gesitli bitkilerde ve gida kaynaklarinda laktik asit bakterilerinin izolasyonlari
yapabilmek amaciyla birgok kaynak kullanilmistir (101, 102). Tez ¢alismamizda dogadaki
laktik asit bakterilerin izolasyonu i¢in {i¢ farkli yontem kullanildi. Bu yontemlerden
birincisi yesil yaprakli, yogurt bakterilerini barindirmast muhtemel saglikli, kimyasal
ilaglara maruz kalmamis en az 15 cm boyundaki yesil bitkilerden gerdeme ( Nasturtium
officinale), kuzu kulagi (Rumex acetosella),bugday hasili (Triticum), arpa hasili (Hordeum
vulgare), ¢im (Lolium), turp otu (Sinapis arvensis ) ve agaglarin filizlerinden leylandi
(Cupressocyparis), akasya (Robinia pseudoacacia) gibi agaglardan yogurt yapilmak iizere
ornek alinmustir. Bitki 6rnekleri kontaminasyonu engellemek i¢in dikkatli bir sekilde
koparilarak steril kavonozlara yerlestirilmis ve ayni giin i¢erisinde laboratuara taginmigtir
(23). Ikinci yontemde 6zelikle mart nisan aylarida bitkilerden siiziilen yagmur sulari steril
kavonozlara biriktirilmistir. Ugiincii yontem de ise Anadolu’nun cesitli ydrelerinde hala
uygulanmakta olan kuru bir tiilbent yardimiyla ¢iy damlalarinin toplanmasi test edilmistir.
Bu amagla, bahar aylarinda 6zellikle de yesilligin artmaya bagladigi nisan ayinda bugday
ve arpa ekini ile baz1 aga¢ yapraklarindan, daha dnce otoklavlanarak (121 °C de 15d.)
sterilize edilmis kuru bir tiilbent hijyenik kurallar ¢er¢evesinde sabahin erken saatlerinde
¢ly damlalarina temas ettirilmistir. Yeterince 1slandig1 kanaat edilen tiilbent daha sonra
steril kavanozlar ile laboratuara tasinmistir. Dogadaki laktik asit bakterilerini toplamak

amaciyla uygulanan bu yontemlerden toplamda 100 adet 6rnek alinmistir.
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Bitki, Yagmur Suyu ve Ciy Damlalar1 Orneklerinin Siit ile inkube Edilmesi

Laboratuara taginan numuneler ayn1 giin i¢inde zaman ge¢irmeden analize alinmustir.
Bu amagla Susurluk ilgesi Gobel kasabasinda Cinar ailesine ait ¢iftlikten antibiyotik
kullanilmayan saglikli hayvanlardan elde edildigi onaylanan siitler 93- 94 C° de 10 dakika
boyunca 1sitilmis ve sonrasinda 42- 45 °C ye sogutulmustur. Icinde daha 6nce toplanmis
bitki yapraklar1 bulunan kavanozlar, uygun sicakliga sogutulmus siitler ile doldurulmus ve
etlivde inkubasyona alinmigtir.

Ciy damlalariyla 1slatilmis tiilbentlerde ayn1 sekilde lizerine sogutulmus siit ilave
edilerek etiivde inkubasyona alinmistir.

Yagmur damlalarin da ise 30 ml dolayindaki yagmur suyu, 100 ml sogutulmus siit ile
karistirilmis ve inkube edilmistir.

Inkubasyon ii¢c basamakl olarak gerceklestirilmistir.

e Birinci asamada numuneler 42- 44 °C de 24 saat inkube edilmistir.

e ikinci asamada ise birinci inkubasyon sonrasi pihtilasma gdsteren numuneler
yeniden %2 oraninda siit ile karigtirilip yeniden 42- 44 °C de 24 saat inkube
edilmistir. Bu asamada bazi 6rneklerin 24 saat sonunda pihtilasma
gostermedigi saptanmistir. Bu numunelerde yeterli ve istenen mikroorganizma
bulunmadig varsayimi ¢ikarilmistir.

e Son basamakta ise 2. inkubasyondaki pthtidan % 10 oraninda alinmis ve 42- 44
°C de 8 saat inkubasyona birakilmistir.

Istenen kivamin sekillendigi bu numunelerde zamana bagl olarak laktik asit
sayilarindaki degisiklikler ile toplam aerop bakteri sayisi, toplam maya kiif sayisi, koliform
sayist ve Stafilokok sayilarida analiz edilmistir. Tablo- 12’de numunelerin toplandig1 bolge
ile hangi kaynaktan alindiklar1 ayrica, 3. inkubasyon sonrasi yogurtlasan pihtilardaki pH
degerleri ve Soxhelet Henkel asitlik degeri olarak ulastiklar asitlik dereceleri verilmistir
(103).
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Tablo- 12: Yogurt 6rneklerinin kaynagi, toplandigi bolgeler ve iiretilen yogurtlarin 3.
inkubasyon sonunda ulastiklari pH, SH Degerleri

Numunenin kaynagi No Numunenin toplandig: bolge pH SH
Geleneksel yogurt 1 Mugla 4.4 42
Geleneksel yogurt 2 Siit kuaz 4,3 41
Geleneksel yogurt 3 Karabulut 3,97 45
Geleneksel yogurt 4 Sénmez 4 43
Geleneksel yogurt 5 Derekdy (kepsut) 3,98 46
Geleneksel yogurt 6 Derekoy (kepsut) 4,33 43
Geleneksel yogurt 7 Derekdy (kepsut) 3,95 48
Geleneksel yogurt 8 Katranci (kepsut ) 3,8 49
Geleneksel yogurt 9 Katranci (kepsut 3,97 42
Geleneksel yogurt 10 Bakacak (Ivrindi) 3,7 48
Geleneksel yogurt 11 Bakacak (Ivrindi) 3,96 45
Geleneksel yogurt 12 Bakacak (Ivrindi) 3,82 42
Geleneksel yogurt 13 Akyar (Bigadic) 4,01 41
Geleneksel yogurt 14 Akyar (Bigadic) 4,11 46
Geleneksel yogurt 15 Biiyiikdagdere (sindirgt) 3,87 48
Geleneksel yogurt 16 Biiyiikdagdere (sindirgn) 3,91 45
Geleneksel yogurt 17 Biiyiikdagdere (sindirgn) 3,95 42
Geleneksel yogurt 18 Dagkadi( Karacabey) 3,62 49
Geleneksel yogurt 19 Ulubat( Karacabey) 4,13 43
Geleneksel yogurt 20 Tirkmeneli( Balikesir ) 3,8 42
Geleneksel yogurt 21 Ovabayindir (Balikesir) 4 40
Geleneksel yogurt 22 Ovabayindir (Balikesir) 3,95 46
Geleneksel yogurt 23 Afyon 4,05 44
Geleneksel yogurt 24 Afyon 3,9 43
Geleneksel yogurt 25 Afyon 4 42
Geleneksel yogurt 26 Usak 4,0 42
Geleneksel yogurt 27 Usak 3,91 46
Geleneksel yogurt 28 Usak 4,08 44
Geleneksel yogurt 29 Kusakaya(Edremit) 3,88 48
Geleneksel yogurt 30 Kuskaya (Edremit) 3,7 49
Geleneksel yogurt 31 Kuskaya (Edremit) 3,9 45
Geleneksel yogurt 32 Cakirdere (havran) 3,85 46
Geleneksel yogurt 33 Cakirdere(havran) 3,75 49
Geleneksel yogurt 34 Can (Canakkale) 3,97 3,8
Geleneksel yogurt 35 Can (Canakkale) 3,95 43
Geleneksel yogurt 36 Can (Canakkale) 3,92 43
Geleneksel yogurt 37 Bayramic (Canakkale) 3,96 43
Geleneksel yogurt 38 Bayrami¢ (Canakkale) 4,09 45
Geleneksel yogurt 39 Tire (Izmir) 4,10 44
Geleneksel yogurt 40 Tire (Izmir) 3,88 46
Geleneksel yogurt 41 Tire (Izmir) 3,86 46
Geleneksel yogurt 42 Odemis (Izmir) 4,10 4.6
Geleneksel yogurt 43 Odemis (1zmir) 38 47
Geleneksel yogurt 44 Odemis (Izmir) 3,76 48
Geleneksel yogurt 45 Kozalakli (aydin ) 4,15 42
Geleneksel yogurt 46 Kozalakli (aydm ) 4 43
Geleneksel yogurt 47 Kozalakli (aydm ) 3,93 41
Geleneksel yogurt 48 Bandirma (Balikesir) 3,95 46
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Geleneksel yogurt 49 Bandirma (Balikesir) 4,13 42
Geleneksel yogurt 50 Bandirma (Balikesir) 4,19 44
Geleneksel yogurt 51 Akyar (Bigadic) 3,78 45
Geleneksel yogurt 52 Tiirkmeneli( Balikesir ) 4,02 42)
Geleneksel yogurt 53 Kusakaya(Edremit) 3,87 48
Geleneksel yogurt 54 Can (Canakkale) 4.13 44
Geleneksel yogurt 55 Bayrami¢ (Canakkale) 4 43
Geleneksel yogurt 56 Tire (Izmir) 4,58 40
Geleneksel yogurt 57.1 | Kozalakli (aydin ) 3,98 44
Ciy Damlalari 57 Derekoy (kepsut) 4,0 43
Ciy Damlalari 58 Derekdy (kepsut) 3,98 48
Ciy Damlalar1 59 Akyar (Bigadic) 4,16 45
Ciy Damlalar1 60 Tiirkmeneli( Balikesir ) 3,94 49
Ciy Damlalari 61 Kusakaya(Edremit) 4,23 42
Ciy Damlalari 62 Can (Canakkale) 3,84 48
Ciy Damlalar1 63 Bayrami¢ (Canakkale) 3,60 50
Ciy Damlalar1 64 Tire (Izmir) 4,10 43
Ciy Damlalari 65 Kozalakli (aydin ) 4,19 42
Ciy Damlalari 66 Bandirma (Balikesir) 4,13 41
Ciy Damlalar1 67 Kemalpasa (Bursa) 3,61 51
Ciy Damlalar1 68 Susurluk (Balikesir) 4,59 46
Ciy Damlalari 69 Bakacak (Balikesir) 4,55 46
Ciy Damlalari 70 Tahtakuslar (Balikesir) 4,47 45
Ciy Damlalar1 71 Giiven ¢etmi (Balikesir) 5,83 38
Ciy Damlalar1 72 Bayirdir (izmir) 5 39
Ciy Damlalari 73 Selendi (Manisa) 4,48 45
Ciy Damlalari 74 Kinik (Manisa) 5,2 37
Ciy Damlalar1 75 Usak 4,6 43
Ciy Damlalar1 76 Hacikara (Bursa) 4,5 44
Bitkiler 77 Dursunbey (Balikesir) 4,1 42
Bitkiler 78 Balikesir 3,85 41
Bitkiler 79 Balikesir 4.6 40
Bitkiler 80 Bandirma( Balikesir ) 4,8 40
Bitkiler 81 Susurluk (Balikesir) 4,55 43
Bitkiler 82 [zmir 4,40 44
Bitkiler 83 Tire(Izmir) 4,48 42
Bitkiler 84 Selendi(Manisa) 4,47 41
Bitkiler 85 Kusadas1 (aydm ) 4,43 44
Bitkiler 86 Ivrindi (Balikesir) 4,45 42
Bitkiler 87 Balikesir 4,88 40
Bitkiler 88 Bursa 4,43 44
Yagmur Damlalari 89 Avcilar (Istanbul) 4,49 43
Yagmur Damlalar1 90 Erdek(Balikesir) 4,50 45
Yagmur Damlalar1 91 Balya (Balikesir) 4,48 43
Yagmur Damlalart 92 Bandirma (Balikesir) 451 46
Yagmur Damlalari 93 Usak 4,62 43
Yagmur Damlalari 94 Manisa 4,53 43
Yagmur Damlalar1 95 Susurluk ( Balikesir) 4,60 44
Yagmur Damlalar1 96 Salihli (Manisa) 4,69 44
Yagmur Damlalari 97 Dursunbey (Balikesir) 4,33 46
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Yagmur Damlalar1 98 Burhaniye (Balikesir) 4,29 45
Yagmur Damlalart 99 Oren (Balikesir) 4,52 44
Yagmur Damlalar1 100 | Gomeg (Balikesir) 451 46
Yagmur Damlalari 101 Susurluk 4,22 42
Yagmur Damlalar1 102 | Susurluk 4,19 43
Yagmur Damlalar1 103 | Balikesir 4,57 45
Yagmur Damlalar1 104 Balikesir 4,37 43
Yagmur Damlalar1 105 Kepsut 4,87 48
Yagmur Damlalar1 106 | Kepsut 4,29 42
Yagmur Damlalari 107 Bandirma 4,57 44
Yagmur Damlalar1 108 Bandirma 4,45 43
Bitkiler 109 | Biga (Canakkale) 4,95 38
Bitkiler 110 | Can ( Canakkale) 4,51 45
Bitkiler 111 | Canakkale 4,53 43
Bitkiler 112 | Canakkale 4,52 42
Bitkiler 113 | Lapseki (Canakkale) 4,51 42

*Birbirinden bagimsiz {li¢ farkli 6l¢iimiin aritmetik ortalamasi alinmistir.
Mikrobiyolojik Analizler

Uretilen Yogurt Numunelerinden Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Ucgiincii inkubasyon sonucunda olusan pihtidan laktik asit bakterilerini izole etmek
maksadiyla numunelerden 10 g’lik porsiyonlar alindi ve 90 ml % 0,1°lik TPS igerisinde 2
dakika siireyle stomacherde (Seward stomacher, model 400 circulator) homojenize edildi.
Hazirlanan homojenat seri diliisyonlar1 (15 cm cam tiiplerin) (10™'- 10®) hazirlandi (104).

Laktobasillerin izolasyonu i¢in MRS Agar (Merck 1,10660) kullanilmistir. Bu amagla,
MRS Agar (Merck 1,10660) 121 °C’de 15 dak. 2 atm sterilize edildikten sonra
ultrafiltasyon ile sterilize edilmis laktoz (% 5) ile 1/10 oraninda zenginlestirildi. MRS
agara tireme kontrolii ve sterilizasyon kontrolii yapildiktan sonra uygun diliisyonlardan,
kolonilerin daha net belli olmasi agisindan yayma plak teknigine gore ekimleri yapilmistir.
Plaklar anaerobik olarak (Merck Anaerogen Kit ) 42 °C’de 48 saat siireyle inkiibasyona
birakild1 ve siire sonunda MRS agar’da iireyen agik sari renkli koloniler Lactobacillus spp.
stipheli koloniler olarak degerlendirilmistir. Siipheli koloniler % 20 lik gliserol igerisinde

-22 °C’de korumak ve ileriki islemler i¢in muhafaza edilmistir (105- 107).
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Sekil- 7: a) MRS-fruktoz agar b) MRS-maltoz agar da laktobasillerin koloni morfolojisi (108)

Streptokoklarin izolasyonunu i¢in M17 Agar (Merck1.15108) kullanilmistir. M17
Agar (Merck 1.15108) 121 °C’de 15 dak. steril edildikten sonra ultrafiltrasyon ile sterilize
edilmis laktoz (% 5) ile 1/10 oraninda zenginlestirildi. M17 agara iireme kontrolii ve
strelizasyon kontrolil yapildiktan sonra uygun diliisyonlardan, kolonilerin daha net belli
olmast agisindan yayma plak teknigine gore ekimleri yapilmistir. Plaklar anaerobik olarak
(Merck Anaerogen Kit ) 42 °C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi ve bu siire sonunda
tireyen agik sar1 renkli koloniler Streptococcus spp. stipheli koloniler olarak
degerlendirildi. Siipheli koloniler % 20 lik gliserol igerisinde -22 °C’de korunmak ve daha

sonraki islemler i¢in muhafaza edilmistir (105- 107).
izolatlarin Identifikasyonu

Biyokimyasal Testler

Laktik asit bakterilerinin idenfikasyonunda temel nitelikte olan; hiicre morfolojisi,
Gram boyama yontemi, katalaz testi, farkli sicaklik derecelerinde tireyebilme ( 10 °C, 15
°C, 45 °C) farkli tuz konsantrasyonlarinda tireyebilme ( % 2.4 ve 6.5 NaCl
konsantrasyonlarinda), farkli pH derecelerinde iireyebilme ( 4.5- 6.5 ), glikozdan gaz

olusturma ve sitrat kullanim 6zelliklerine bakilmistir (47, 109).
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Tablo- 13: Laktobasil ve streptokoklarin ayrimindaki temel biyokimyasal testler (48).

Testler

L.delbrueckii ssp. bulgaricus

S. thermophilus

Hiicre morfolojisi

Basil

Kok

Gram test

+

Katalaz test

10°C de tireme

15°C de tlireme

45°C de iireme

+|+]
+

% 2 NaCl iireme

% 4 NaCl iireme + - -

%06,5 NaCl tireme

Glikozdan gaz

pH: 4,5

+ |+
+ |+

pH: 6,5

Sitrat kullanimi

Gram boyama ve katalaz testi MRS ve M 17 Agarda lireyen tipik koloniler iizerine
yapildi (110, 111). Gram pozitif, katalaz negatif ve mikroskopta morfolojik olarak uygun
yapisal 0zellik gosteren koloniler diger testlere tabi tutuldular.

Farkli sicakliklarda ( 10 °C, 15 °C ve 45 °C de), tuz konsantrasyonunda (% 2, 4, 6.5
NaCl’de ) ve pH (4.5, 6.5) iireme testleri laktobasiller icin MRS s1v1 besiyerinde
streptokoklar icin M17 s1v1 besiyerinde gerceklestirildi (21, 112, 113).

Sitrat fermantasyonu igin izolatlar tiip i¢inde yatik Simmons Citrate Agar ( Merck

1.02501) besiyerine (4- 5 ml, pH 6.9 ve yesil renkte) besiyerine ekimler yapildi (112).

MALDI-TOF MS Teknigiyle Identifikasyon

MALDI-TOF MS yéntemi rutin laboratuvarlarda kullanilan biyokimyasal
reaksiyonlarin incelenmesi esasina dayanan sistemlerden farkli olarak calismaktadir.
Otomatize sistemlerde mikroorganizmaya ait ¢esitli biyokimyasal 6zellikleri incelenerek
identifikasyon yapilmaktadir. MALDI-TOF MS yénteminde mikroorganizmaya ait protein
profili incelenmektedir. Bu sistem ¢alismasi sirasinda kendisine ait kalibrasyon kontrolii
(myoglobin), pozitif kontroller bir Gram negatif (6rn. E.coli), bir Gram pozitif (6rn. S.
aureus) referans sus ve bir de negatif kontrol olarakta distile su kullanilmaktadir (113,
114).
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Sekil- 8: MALDI-TOF MS tekniginin calisma semasinin gériintiisii

time of fight (m/z) (TOF)

MALDI-TOF MS yénteminde MRS Agarda 24 saat iireyen logaritmik faz sonundaki
stipheli laktobasil kolonileri ile M17 Agarda 24 tireyen siipheli streptokok kolonileri
alinarak cihazin ‘target” adi verilen metal plakasi tizerindeki belirlenmis alanlara
yerlestirilip kurutulur. Ardindan 1 pl matriks her bir 6rnek iizerine eklenerek tekrar havada
kurutmaya birakilir. Matriks soliisyonu igerisinde % 50 ‘acetonitrile’ ve
%2,5¢trifluoroacetic acid’ i¢ginde doymus ‘a-cyano-4-hydro- xycinnamic acid’
bulunmaktadir. Ornekler hazirlandiktan sonra target olarak isimlendirilen plak ‘Bruker
Autoflex 11l MALDI-TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany)’cihazina yliklenir ve islem baglatilir. 4.000-10.000 Da kiitle araliginda 20
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Hz’lik bir lazer vurus siklig1 ile lineer pozitif iyon modeli olarak elde edilen spektrum
otomatik olarak kaydedilir. Her bir spektrum igin 6rnek alanina yapilan 100 kisa asamada
600 uygun vurus elde edilir. Kullanilan programa 6zel ayarlanmis lazer atiglar1 yardimi ile
matriks 15181 emer ve 0rnegin molekiilleri iyonize hale gecip cihazin tiipii igerisinde
molekiil agirligina gére ugmaya baslar. Dijital hale ¢evrilen veriler TOF (time of flight-
ucus zamani) olusturmak tizere biriktirilir ve cihaz i¢erisinde bulunan bir detektor yardimi

ile saptanir (113- 114).

Geleneksel Yontemlere Gore Uretilen Yogurtlarin Mikrobiyolojik Analizleri

Elde edilen yogurt 6rneklerinin 1 ve 2 numarali olani bitkilerden, 3, 4 ve 5 numarali
olanlar yagmur suyundan ve 6, 7, 8, 9 ve 10 numarali olanlar ise ¢iy damlasindan
pihtilastirilmasi sonucunda elde edilmistir. Geleneksel yontemlerle iiretilen yogurtlarda 1,
7, 14 giinleri arasinda +4 °C de buzdolabi ortaminda muhafaza siiresince; Laktobasil,
streptokok, toplam aerobik mezofil canli sayisi, stafilokok, maya-kiif sayimi ve koliform
sayilari tesbit etmek i¢in her bir yogurt numunesinden 10 g porsiyonlar alindi ve 90 ml %
0.1’lik peptonlu su icerisinde 2 dakika siireyle stomacherde (Seward stomacher, model 400
circulator) homojenize edildi. Hazirlanan homojenat kullanilmak suretiyle 6rneklerin seri
diliisyonlar1 (10™ - 10®) hazirlandi (104).

Toplam aerobik mezofil bakteri sayimi i¢in diliisyonlardan 0,1 ml alinarak Plate Count
Agar’a (Merck 1.05463) yayma plak teknigine gore ekileri yapimis ve 30 °C de 48- 72 saat
inkubasyondan sonra koloniler sayilmigtir (115).

Laktobasil, streptokok sayilari sirasiyla MRS ve M 17 besiyerinde yontem modifiye
edilerek yapildi (105- 107).

Maya- kiif sayimi i¢cin Rose Bengal Chloramphenicol Agar (Merck 1.00467)
kullanilmistir. Hazirlanan seri dilusyonlardan 0,1 ml yayma plak teknigine gore ekimleri
yapilmis 25 °C’de 5 giin siireyle inkubasyona birakilmig olusan biitiin koloniler sayilmigtir
(116).

Stafilokok spp. sayimi i¢in Baird-Parker Agar (Merck 1.05406) kullanilmistir.
Hazirlanan seri dilusyonlardan 0,1 ml yayma plak teknigine gore ekimleri yapilmis 37
°C’de 24- 48 saat siireyle inkubasyona birakilmis olusan siyah renkli koloniler sayilmistir
(117).
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Koliform mikroorganizma i¢in MPN teknigine gore {i¢lii tiip yontemi kulanilmigtir.
Mac Conkey sivi besiyerine (Merck 1.05396) 10 *diliisyona kadar ekimleri yapilmis 35 °C
de 48 saat inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon sonucunda durham tiipciiklerinde olusan

gaz ve bulanikliga gére EMS tablosundan degerler okunmustur (118).
Geleneksel Yontemlere Gore Uretilen Yogurtlarin Duyusal Analizleri

Duyusal analiz i¢in secilen 15 kisilik grup egitime tabi tutularak yogurt hakkinda
deneyimleri arttirilmustir. Uretilmis yogurtlarin 1, 7, 14 giinleri arasnda +4 °C de
buzdolab1 ortaminda muhafaza siiresince gelisen ozellikleri degerlendirilmistir. Duyusal
analizler asagidaki tablo- 14’e bagl kalarak yapilmistir. Panelistlerin verdigi notlarin

ortalama degerleri alinmigtir (119).

Tablo- 14: Duyusal degerlendirme tablosu (119)

Goriiniiy

Temiz, parlak, siit renginde, serum ayrilmasi olmamus, ¢atlak ve gaz kabarcigi bulunmayan, homojen 5
Temiz, siit renginde, serum ayrilmasi olmamus, ¢atlak ve gaz kabarcig1 bulunmayan 4
Temiz, mat grimsi, az sayida ¢atlak ve az sayida serum ayrilmis 3
Siit renginden farkli degisik renk meydana gelmesi, ¢ok sayida catlak, gaz kabarcigt bulunan,- 2
serumu ayrilmig gozle goriilebilen her tiirlii yabanci madde bulunan 1
Kivam

Kagsikla alinan kesitte dolgun kivamda, diizgiin yapida, homojen, karistirildiktan sonra koyu bir akicilik,
serumu hemen ayrilmayan, dille damak arasinda kolay dagilmayan 5
Alnan kesitte dolgun kivamda, diizgiin yapida, homojen, karistirildiktan sonra koyu bir akicilik,

serumu az ayrilan, dille damak arasinda en az dagilan, dolgun yapida homojen 4
Alman kesitte akicilig1 az, hafif piitiirlii yapida, karistirildiktan sonra akici ve serumu hemen ayrilan,

agiza alindiginda dagilan, hafif piitiirlii 3
Alman kesitte ¢ok akici, homojen olmayan ve piitiirlii, karistirildiktan sonra ¢ok akici hemen ve fazla
miktarda serumu ayrilan, dipte tortu bulunduran, dille damak arasinda tutulamayan, akici, homojen
olmayan 1-2
Koku

Kendine has hos kokuda 4-5
Kendine has olmayan veya yabanci koku ihtiva eden 3
Kendine has olmayan, alkolsii, yanik veya yabanct koku ihtiva eden 1-2
Tat

Kendine has hafif eksimsi tatta olan 5
Hafif eksimsi veya hafif tatlimsi 4
Eksimsi, hafif acimst, hafif kiifiimsii, hafif sabunumsu ya da hafif yanik tadda olan ve benzeri tad igeren3
Asirt derecede eksimsi, acimsi, kiifiimsii, sabunumsu yanik tatta olan ve benzeri yabanci tat iceren 1-2
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Asitlik ve pH Ol¢iimii

Elde edilen yogurtlarin 1, 7, 14 giinleri arasinda +4 °C de buzdolab1 ortaminda
mubhafaza siiresince degisen asitlikleri Soxhelet Henkel (SH) ve pH degerleri (Sartorius pH

meter) ig paralelli olarak 6l¢iilmiis ortalamasi alinmistir (103).

Suslarin Teknolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Glikoliz Yeteneklerinin Belirlenmesi

MALDI-TOF analizleri sonucunda molekiiler olarak L. delbrueckii spp. ve S.
thermophilus tanimlanan suslarin glikolitik metabolik aktivitelerinin belirlenmesi hem
besiyerinde hemde yagsiz siit tozundan hazirlanmis rekonstitiie siitte test edilmistir. Bu

amagla suslar MRS ve M 17 siv1 besiyerinde canlandirilmistir.

a) Besiyerinde Glikolizisin Belirlenmesi

L. delbrueckii spp . ve S. thermophilus suslarinin asidifikasyon yetenekleri belirlemek
amaci i¢in steril laktoz (% 5), % 1 oraninda zenginlestirilmis 10 ml MRS ve M17 sivi
besiyeri igeren tiirplere ekimleri yapilarak 42 °C de zamana bagl olarak belirlenmistir. Bu
maksatla logaritmik fazdaki kiiltiirlerden % 2 oraninda ekilmistir. inkubasyonu izleyen 2.

4. 6. 8. ve 24. saatlerde pH’lan olgiilerek degisiklikler kaydedilmistir (120).

b) Yagsiz Siit Tozundan Hazirlanan Yeniden Yapilandirilmis Siitte Glikolizisin

Belirlenmesi

Siitlin tampon yetenegi besiyerine gore daha diisiiktiir. MRS ve M17 siv1 besiyerinde
tireyen logaritmik fazin sonundaki suslar 110 °C de 10 dakika sterilize edilmis rekonstitiie
stite ekilerek (110 g yagsiz siit/1 It saf su) 42 °C de inkubasyona birakilmistir.
Inkubasyonu izleyen 2. 4. 6. 8. ve 24. saatlerde pH’lar1 dl¢iilerek kaydedilmistir (103, 119,
121).
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Fast-Slow Differential Agar’da Bakterilerin Proteolitik Aktivite ve Laktoz

Kullanimlarinin Degerlendirilmesi

FSDA’nin hazirlanmas:

Besiyeri A ve B kompenentlerindan olugsmaktadir. Bu kompenantlar terazide ayr1 ayr
tartilarak hazirlanip otoklav edildikten sonra birlestirilerek 50 °C de petri kutularina
dokilmustir.

A Komponent: 6 gr Agar agar
9,5 gr Sodyum gliserofosfat
0,5 gr Baktolismus
275 ml distile su
B Komponent: 50 gr Siit tozu
225ml distile su

FSDA besiyeri ortamina ekim i¢in petriler dort esit parcaya boliindii ve 6ze yardimiyla
ekimler yapildi. S. thermophilus igin petri kaplar1 anaerobik jar igerisinde 42 °C 24 saat
inkubasyona birakildi. L. delbrueckii spp. i¢in petri kaplar1 anaerobik jar igerisinde 42 °C
48 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonrasinda proteaz pozitif (prt +) suslar 1,3 mm
capli, beyaz renkli ve ¢evresinde pembe asidifikasyon haleleri seklinde koloniler
olustururken proteaz negatif (prt -) suslar 0,2- 0,5 mm ¢apli saydam bir goriiniiste
gelismistir (113, 120).

Suslarm Bakteriyolitik Ozelliklerinin Belirlenmesi

MRS ve M17 siv1 besiyerinde gece boyu logaritmik fazin sonunda tireyen
mikroorganizmalar 1,5 ml steril ependorf tiiplere aktarilmis ve 8000 rpm 5 dak. santrifiij
edilmistir. Santrifiijden sonra listte kalan besiyeri dikkatli bir sekilde dokiilmiis dipte kalan
bakteri peleti steril 4 °C de ki saf su ile yikanmigtir. Bu sayede bakterilerin bulundugu
ortamdan besin maddeleri kalintilari ve metabolitler arindirilmigtir.  Dipteki bakteri payeti
tizerine pH 7’ye ayarlanmig 100 mM konsantrasyondaki steril potasyum fosfot tamponu
(KH2POa4) eklenmis ve optik dansitesi 650 nanometerde (OD650nm) 0.40-0.70 nm degerine
ayarlanmistir. Bakteriyoliz 45 °C de 0, 2, 24. saatlerde optik dansitedeki azalma olarak
degerlendirilmistir (122). Hiicre bakteriyolizi asagida verilen formiile gére

degerlendirilmistir (123).
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(Ao: Baslangi¢ degeri, At: Belirlenen siire sonunda ulasilan deger )

Yogurt Bakterilerinin Antibiyotik Direncliliklerinin Belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin antibiyotiklere kars1 direncini saptamak i¢in Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI- 2012)’niin 6nerileri dogrultusunda disk diffiizyon
teknigi ile gerceklestirildi. Canlandirilmis suslar 0.5 McFarland tiirbidite standardina
getirilmis ve her sustan ayr1 ayri olmak iizere 0.2 ml alinarak % 1 oraninda % 5 lik
laktozla zenginlestirilmis MUELLER HILTON (Merck 1.05437) agara steril ekiivyon
yardimiyla inokule edildi. 14 farkli antibiyotik diski (Quinipristin/Dalfopristin 15 pg,
Tetrasiklin 30 pg, Klindamisin 2 pg, Vankomisin 30 pg, Sefotaxime 30 pg, Linezolid 30
ng, Kloramfenikol 30 pg, Penisilim 101U, Siprofloksasin 5 pg, Ampisilin 10 pg,
Gentamisin 10 pg, Kanamisin 30 pg, Eritromisin 15 ug ve Streptomisin 300 ug)
merkezleri arasinda en az 24 mm olacak sekilde yerlestirilmistir. Antibiyotik diskleri
yerlestirilmis petri kaplar1 anaerobik jar igerisinde 37 °C de 24 saat inkubasyona
birakilmistir. Inkubasyondan sonra, inhibisyon zon ¢aplar1 dlciilerek sonuclar kaydedildi
ve CLSI’niin 6nerilerine gore duyarli, orta derecede duyarl ya da direngli olarak
degerlendirildi. Kontrol susu olarak S.aureus ATCC® 25923 kullanildi ve uygulanan zon
capi kriterleri tablo- 15°de verilmistir (124, 125).

Tablo- 15: CLSI gore S. aureus ATCC® 25923 zon ¢aplari

Antibiyotik >R | >S
Quunipristin/Dalfopristin 15 pg, 15 16-18 19
Tetrasiklin 30 pg, 14 15-18 19
Klindamisin 2 pg, 14 15-20 21
Vankomisin 30 ug, 2 4-8 15
Sefotaxime 30 ug, 14 15-22 23
Linezolid 30 pg, 20 - 21
Kloramfenikol 30 pg, 12 13-17 18
Penisilim 101U, 28 - 29
Siprofloksasin 5 ug, 15 16-20 21
Ampisilin 10 pg, g 28 - 29
Gentamisin 10 pg, 12 13-14 15
Kanamisin 30 pg, 13 14-17 18
Eritromisin 15 pg, 13 13-17 18
Streptomisin 10 pg 14 14-21 22

* R: direncli, I: orta duyarli, S: duyarh
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BULGULAR
Bitkiler, Yagmur ve Ciy Damlalar ile Siitiin Pithtilagtiriimasi

Siitiin asidifikasyonu neticesinde pihtilastirilmasi ile 6zellikle laktik asit bakterisi
igermesi beklenen 100’er adet bitki, yagmur ve ¢iy damlasi 6rnegi yiiksek 1sida pastorize
edilen siite inokiile edilerek siitiin pihtilasmasi i¢in inkiibe edildi. Bitki 6érneklerinin 17,
yagmur suyu drneklerinin 20 ve ¢iy damlasi drneklerinin 18 tanesi inkubasyon siiresi
sonunda siitte pihtilagma saglayarak yogurdun kivam ve tadina yakin bir yap1 olusturdu.
Elde edilen iiriinlere ait pH ve SH degerleri Materyal ve Metot kisminda tablo- 12°de
gosterildi. Bitki, yagmur ve ¢iy damlalarindan mayalanan siitlerde 24 saatlik inkubasyon
stiresince pH’da, aerop koloni sayisinda, laktobasil ve streptokok sayilar1 tablo- 16°da

verilmigtir.

Tablo- 16: Siitiin bitki, yagmur ve ¢iy damlalari ile pihtilastirilmasi ile olusan {irtiniin pH,
toplam canli, laktobasil ve streptokok sayilarinda zamana bagli degisim (kob/g)

Inkiibasyon siiresi (saat)
Bitki 1 3 6 12 24
pH (6,65) 6.86 6.78 6.12 4.86 4.34
Toplam canl 9.8.10° 5.5.10° 3.2.10° 1.4.10° 2.1.10°
Laktobasil 2.4.10° 1.2.10° 2.5.10° 2.6.10° 2.4.10°
Streptokok 1.7.10° 1.7.10° 2.10° 8.7.10° 3.10°
Yagmur Suyu
pH 6.77 6.76 5.86 476 431
Toplam canli 3.1.10° 1.10° 2.1.10° 7.2.10° 1.4.107
Laktobasil 7.2.10° 2.10° 3.7.10° 8.7.10’ 1.4.10°
Streptokok 5.7.10" 5.10° 4.10° 3.7.10' 4.6.10°
Ciy Damlasi
pH 6.76 6.83 6,21 4,74 4.32
Toplam canli 1.6.10° 6.10° 2.5.10° 4.1.10° 2.107
Laktobasil 5.8.10° 1.4.10° 8.7.10° 1.4.10° 1.5.10°
Streptokok 1.1.10° 2.4.10° 6.8.10° 3.8.10’ 4.8.10°

*Birbirinden bagimsiz tli¢ farkli 6l¢limiin aritmetik ortalamasi alinmistir.

pH degerindeki degisiklikler degerlendirildiginde her {i¢ numunenin ilk 6 saatte
belirgin bir degisme gostermedigi ancak 6. saatten sonra pH’nin belirgin bir sekilde
diismeye bagladigi, 12. saatten itibaren pH: 5’in altina, yogurdun pihtilastig1 degere

diistiigii goriilmektedir.
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Aerobik koloni sayisi, laktobasil ve streptokok sayilarinda zamana bagli olarak siirekli
bir artig goriildii. Bu artisin 6zellikle ilk saatlerde daha yiiksek oldugu gozlendi (Sekil- 9).

Laktobasil ve streptokok sayilarinin 12.saatte istenen sayilara ulastig1 saptandi.
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Sekil- 9: Siitiin bitki, yagmur ve ¢iy damlalari ile pihtilastirilmasi esnasinda 24 saatlik
saatlik inkubasyon ile pH (#), laktobasil (m) ve streptokok ( A ) sayilarindaki degisimler

Dogal Kaynaklardan Pihtilastirilan Siitlerin Depolanma Siirecinde pH ve Asitlik
Degisimi, Mikrobiyolojik Duyusal Nitelikleri

Bitki, yagmur ve ¢iy damlalarindan pihtilastirilan 10 farkli numunenin asitlik, pH,
toplam canli, laktobasil, streptokok, maya ve kiif, koliforrm ve stafilokok sayilar1 14
giinliik depolama siirecinde tespit edildi. Depolamanin 1, 7 ve 14 giinlerindeki pH ve SH

degerleri tablo- 17°de verilmistir.
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Tablo- 17: Siitiin bitki, yagmur ve ¢iy damlalari ile pthtilastirilmis numunelerin depolama
stirecinde pH ve asitlik (SH) degisimi

Numune Numarasi 1.glin 7.glin 14.giin

Kaynagi pH SH pH SH pH SH
1 Bitki 4.76 34 4.53 36 4.12 43
2 Bitki 4.15 38 3.94 39 3.54 46
3 Yagmur 4.68 24 4.48 29 4.27 35
4 Yagmur 4.36 31 4.09 36 3.87 45
5 Yagmur 4.49 30 4.00 37 3.99 42
6 Yagmur 4.42 29 4.18 41 4.06 41
7 Ciy 4.22 30 4.05 37 3.93 40
8 Ciy 4.39 38 4.35 43 4.14 44
9 Ciy 4.04 30 4.00 32 3.89 37
10 Ciy 4.44 32 4.05 37 3.91 39

*Birbirinden bagimsiz li¢ farkli 6l¢timiin aritmetik ortalams1 alinmustir.

Depolama siiresince pH’nin diismeye, asitliginde yavasta olsa artmaya devam ettigi
saptanmigtir. Tablo- 17 incelendiginde muhafazinin 1. giiniinde pH’nin istenilen 4.04-
4.76 seviyesine kadar azaldig1 ve 14. giinlin sonuna kadar numunelerinin tamaminda pH’da
azalma egiliminin devam ettigi goriildii. Bazi1 6rneklerde pH’ nin 2 haftanin sonunda 3.5
degerine kadar diistligii saptand.

Tablo- 18°de 1, 7 ve 14. giinlerde bitki, yagmur ve ¢iy damlasi numunelerinden
pihtilastirilan siitlerde zamana bagli olarak toplam maya ve kiif, koliform bakteri (¢coklu
tiip yontemi, EMS) stafilokok, toplam aerobik bakteri sayisi, laktobasil ve streptokok
sayilarindaki degisiklikler verilmistir. Muhafazanin 1. giiniinde 10 adet numuneye ait pH
degerleri 4.04-4.76 arasinda degisirken, toplam canl sayilari 1.54 10% ve 8.2 10° kob/g,
Lactobacillus spp. sayilar1 1.45 10 -2.9 10® kob/g, Streptococcus ssp. sayilart 1.78 10°- 3.7
10° kob/ g arasinda degisti. Muhafazanin 7. giinlinde ise pH degerleri 3.94- 4.53 arasinda
degisirken, toplam canli sayilar1 1.92 10® — 6.8 10° kob/g, Lactobacillus ssp. sayilar1 5.05
10" — 2.9 10% kob/g, Streptococcus spp. sayilar1 4.12 10% — 4.12 10® kob/g arasinda degisti.
Muhatazanin 14. giiniide ise pH degerleri 3.54- 4.27 arasinda degisirken, toplam canli
sayilar1 4.3 10" - 7.12 10® kob/g, Lactobacillus ssp. sayilar1 2.37 10" — 6.5 10° kob/g,
Streptococcus spp. sayilari 5.6 107- 4.7 10° kob/ g araliginda degisime ugradigi saptandi.
Lactobacilus spp. ve Streprecocccus spp. sayilarinin yogurt standartlarina uygun ( > 10°
kob/g) oldugu, pH degerlerinin de standart yogurtlarda istenilen pH degerinde oldugu

saptandi.
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Tablo- 18: Siitiin bitki, yagmur ve ¢iy damlalari ile pthtilagtirilmis numunelerin zaman bagl olarak mikrobiyal yapisindaki degisimler

1. Giin 7. Giin 14, Giin
Toplam Koliform Stap.spp Toplam Laktobasil Streptokok Toplam Koliform Stap.spp Toplam Laktobasil Streptokok Toplam Koliform Stap.spp Toplam Laktobasil Streptokok
g maya kiif sayisi kob/g aerobik maya kiif sayisi kob/g aerobik maya kiif sayist kob/g aerobik
g kob/g EMS/g Bakteri kob/g EMS/g Bakteri kob/g EMS/g Bakteri
>
@ sayisi sayisi sayisi
1 | i | 2.1.10%| 3den | 1410° | 28.10° | 825.10" | 2,3.10° | 7.7.10* | 3den | 110? | 3210° | 9.10" | 7,25.10" | 6.8.10° | 3den - 7,12.10° | 9,5.107 | 2,64.10°
az az az
2 | Bitki 2.10° 43 - 8,2.10% | 2,5.10° | 3,7.10° | 47.10°| 43 - 4,37.10° | 2,9.10° | 4,12.10° | 4.9.10° | 3den - 6,9.10° | 3,58.10° | 4,57.10°
az
3 | vagmur | 330" | 43 - 1,71.10° | 3,1.10" | 1,8.10° | 3.7.10°| 75 15 | 19210 | 9,7.10" | 9,6.10" | 4.7.10° | 150 - 2,48.10° | 1,84.10° | 9,03.10’
4 | Yagmur | 2:810° [ 1100 - 2,36.10° | 1,62.10° | 2,07.10" | 4,7.10* | 1100 - 2,42.10° | 6,45.10" | 1,61.10° | 5.3.10° | 210 - 2,84.10° | 1,29.10° | 1,75.10°
5 | yagmur | 240" | 1100 - 2,6.10° | 1,12.10° | 1,78.10" | 4,3.10° | 1100 - 2,71.10° | 1,36.10° | 8,72.10" | 5.7.10° - - 2,98.10° | 1,66.10° | 1,37.10°
6 | yagmur | 1L810° | 93 |06.10°|52310° | 29.10° | 6.10" |3.7.10°| 150 - 6,8.10° | 1,1.10° | 4,12.10" | 7.9.10° | 150 - 7,5.10° | 2,37.10" | 6,5.10°
7 | ciy 3,5.10° | 3den - 1,73.10% | 5,75.10" | 2,8.10° | 4.3.10* | 3den - 2,02.10° | 505107 | 9,6.10" | 6.1.10* | 3den - 2,52.10° | 4,85.10" | 5,6.10°
az az az
8 | ciy 9,7.10° | 1100 - 3.10° | 1,35.10° | 1,72.10" | 4.1.10° | 1100 2,1.10° | 9,81.10" | 8,7.10’ - - - 4,3.10" | 55.10" | 4,7.10°
9 | ciy 3,4.10° | 3den - 4,9.10° | 1,45.107 | 5,06.10" | 4.6.10° | 3den - 4,4.10° | 621107 | 9,9.10" | 7.2.10% | 3den - 6,93.10° | 2,97.10° | 4,54.10°
az az az
10 | ciy 1,7.10° | 1100 - | 154.10° | 1,71.10° | 3,07.10" | 6.4.10 | 1100 - 49.10° | 2,62.10° | 3.10° |27.10°| - - | 637.10° | 65.10° | 1,84.10°
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Muhafazanin 1. giiniine ait kiif-maya sayilar1 2.4 10° — 9.7 10° kob/g arasinda
degisirken, muhafazanin 7.giiniinde 4.3 10° — 4.1 10° kob/g ve muhafazanin 14. giiniinde
ise 5.7 10% — 4.9 10° kob/g arasinda degisti.

Y ogurt numunelerinde muhafazanin 1.giiniinde 1 ve 6 numarali numunelerde S. aureus
(1.4 10°- 0.6 10%) degeri belirlendi. S.aureus kontaminasyon sonucunda bulagmis
olabilir. Muhafazanin 14. giiniinde ise numunelerde S. aureus’a tesbit edilmedi. S.
aureus’un 7. ve 14. giinlerde 1 ve 6 nolu numunelerde Barid Parker agarda tipik koloni
olusturmamasi, laktik asit bakterilerinin iirettigi muhtemel antimikrobiyal maddelerle
aciklanabilir (84).

Koliform sayilar1 ise muhafazanin 1. giiniinde < 3 — 1100 EMS/g, muhafazanin 7.
gliniide < 3- 1100 EMS/g, muhafazanin 14.giiniinde ise < 3— 210 EMS/g olarak degisim
gosterdi. Yagmur suyundan elde edilen 1, 7 ve 9 numarali numunelerde koliform sayist
< 3 EMS/g olarak kaydedildi. Koliform bakteriler; bitki ve ¢iy damlasinin yiizeyinde
bulunmasina bagli olarak bulagmis olabilir. Muhafazanin son giinii olan 14. giinde yapilan
analizlerde koliform saysinda azalma kaydedildi. Meydana gelen koliform sayisindaki
azalma laktik asit bakterilerinin liretmis oldugu antimikrobiyal maddelerden
kaynaklanabilir (84).

Farkl1 dogal kaynaklardan elde edilen muhtemel laktik asit bakterileri ile pihtilastirilan
tirtinlerin duyusal niteliklerine iliskin puanlama tablosu asagida verilmistir (Tablo- 19).
Tabloda +4 C’de 14 giin boyunca muhafaza edilen iiriinlerin goriiniis, kivam, koku ve tat
gibi 6zellikleri egitim almis 15 adet panelist tarafindan degerlendirilmistir. Degerler,

panelistlerin herbir liriine verdikleri puanin aritmetik ortalamasi olarak verilmistir.
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Tablo- 19: Siitiin; bitki, yagmur ve ¢iy damlalari ile pihtilastirilmis numunelerin duyusal
analiz sonuglari

Numune Numarasi 1. GUN 7.GUN 14.GUN

Kaynagi 00| Kivam | Kok Tat (’;;” Kvam | Koku | Tat | 90" Kwem | Koku Tat

1 | Bitki 4 4 2 3 4 3 2 2 1 1 1 1
2 | Bitki 4 3 3 2 2 1 1 1 1 1 1 1
3 | Yagmur 5 5 5 5 5 5 4 4 3 2 3 2
4 | Yagmur 5 4 5 4 4 3 4 3 3 2 1 1
5 | Yagmur 5 5 5 5 5 5 5 4 4 3 2 1
6 | Yagmur 4 3 2 4 4 4 3 2 1 1 1 1
7 | Ciy 1 1 3 2 1 1 1 1 1 1 1 1
8 | Ciy 3 3 3 3 3 2 2 3 1 1 1 1
9 | Bitki 5 5 5 5 4 3 4 4 2 2 3 2
10 | Ciy 4 4 3 3 3 3 2 2 1 1 1 1
11 | Ciy 5 4 4 5 4 4 4 4 1 1 1 1
12 | Bitki 5 5 5 5 5 5 5 5 3 3 3 3
13 | Bitki 4 4 3 3 3 3 2 2 2 1 1 1
14 | Bitki 5 5 5 5 4 4 4 3 1 1 1 1
15 | Bitki 5 4 3 3 4 3 2 2 1 1 1 1
16 | Bitki 5 4 2 2 3 4 2 1 1 1 1 1
17 | Bitki 5 5 5 5 4 4 3 2 1 1 1 1
18 | Bitki 5 5 5 5 5 5 5 5 1 1 1 1
19 | Ciy 3 3 2 2 3 3 2 2 1 1 1 1
20 | Ciy 5 4 2 2 4 2 2 1 1 1 1 1

Tablo- 19 incelendiginde 3, 5, 9, 12, 14, 17, 18 numarali 6rnekler birinci giin
panelistlerden en yiiksek puani aldigi saptandi. Bunlardan 3 ve 5 numarali numuneler
Bandirma yagmur suyundan, 9 ile 17 leylandi agaclar1 yapraklarindan 12, 14 ve 18 bugday
hasili kullanilarak iiretildi. Orneklerin bir haftalik muhafaza siiresince organoleptik
ozelliklerininde fazla bir degiskenlik sekillenmedigi goriildii. Muhafaza siiresinin sonu
olan 14. glinde yapilan analizlerde ise goriiniis, kivam, koku ve tat gibi 6zelliklerin
bozuldugu gézlendi. Orneklerden en hizli pH diismesi 7 numarali 6rnekte rastlandi. Ayni
ornekte ¢cok hizli bir pH diisiisiine bagli olarak serum ¢ikisininda fazla oldugu bunun
sonucuda duyusal niteliklerde bozulmalar gériindii. Numunelerinin tamaminda muhafaza
stiresinin son giinli olan 14. giinde duyusal 6zellikler yoniinden en diisiik notu aldiklar

gozlendi.
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Yogurt Bakterilerinin izolasyonu ve Identifikasyonu

MRS agar ve M 17 agarda iireyen laktik asit bakterileri koloni morfolojisine gore
identifikasyonlar1 yapildi. MRS agar iireyen agik sar1 renkli koloniler Lactobacillus spp.
stipheli koloniler olarak degerlendirildi. M17 agarda iireyen agik sar1 saydam biiyiik ve
dagilgan koloniler Streptococcus spp. siipheli koloniler olarak degerlendirildi. Siipheli
kolonilerden 6ze ile MRS agar ve M17 agara tek koloni diisiirme teknigine gore ¢izerek
ekimleri yapildi. Sherman test, Gram boyama, katalaz testi ve mikroskopta 100 imersiyon
objetifinde morfolojik olarak tanimlandiktan sonra elde edilen koloniler MALDI-TOF MS
yontemine gore idetifikasyonlar1 yapilmak iizere Diizen Laboratuarlari/Ankara’ya
gonderildi. MALDI-TOF MS kiitle spektrometresine gore elde edilen identifikasyon
sonuglar1 agagida tablo- 20, 21°de verildi.
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Tablo- 20: MALDI-TOF MS kiitle

Sonuglari

spektrometresinde Lactobacil spp. Identifikasyon

Isi derecelerinde iireme | Tuz kons. iireme Farkli | Farkl
pH | pH
No  Numune Kaynagi Maldi-tof identifikasyon Morfolojisi |Gram Katalaz | 10 °C 15°C |45°C %2 | %4 |%65 | 45 6,5 G. gaz
1 G.yogurt Lactabacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
2 G.yogurt Lactabacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + - - + + -
3 Bitki Lactabacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
4 Bitki Lactabacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + R
5 G.yogurt Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + B
8 G.yogurt Lactabacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
9 G.yogurt Lactabacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
10 G.yogurt Lactabacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
11 G.yogurt Lactabacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
19 Ciy Damlasi Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + R
28 Bitki Lactabacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + R
42 G.yogurt Lactobacilus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
44 Yagmur Lactobacilus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
51 G.yogurt Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
58 Ciy Damlas1 Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
59 Ciy Damlas1 Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
63 Ciy Damlas1 Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
68 Ciy Damlasi Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
71 Ciy Damlasi Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
75 Ciy Damlasi Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
78 G.yogurt Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
79 G.yogurt Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
81 Yagmur Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
95 G.yogurt Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
96 G.yogurt Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
97 G.yogurt Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
98 G.yogurt Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
99 G.yogurt Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
100 G.yogurt Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
101 G.yogurt Lactobacillus delbrueckii Basil, (+) - - - + + - - + + -
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102

G.yogurt

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

103

G.yogurt

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

104

G.yogurt

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

105

G.yogurt

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

106

G.yogurt

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

107

G.yogurt

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

108

G.yogurt

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

109

G.yogurt

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

110

G.yogurt

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

111

Yagmur

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

112

Yagmur

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

113

Yagmur

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

114

Yagmur

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

115

Yagmur

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

116

Yagmur

Lactobacillus delbrueckii

Basil, (+)

F |||+

|||+ +

|+ ||| |||+ ]|+

|||+
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Sekil- 10: Lactobacillus spp. siipeli izolatlarin MALDI-TOF MS teknigine gore
identifikasyon sonuglari

MRS agarda tipik koloni veren 113 izolattan MALDI-TOF MS teknigine gore
identifikasyonda % 39.8’i (45 tane) L.delbrueckii, % 19.4°0i (22 tane) L. plantarum, %
10.6’s1 (12 tane) L.fermentum ve P.acidilacti, % 1.7°si (2 tane) L.acidophylus ve L.casei,
% 0.88’si (1 tane) paraplantarum/plantarum, P.adilacatici, L.paraplantarum, S.sorbinus,

C.farmeni ve B.subtulis olarak tanimlanda.
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Sekil- 11: Geleneksel yogurtlardan elde edilen izolatlarin MALDI-TOF MS teknigine gore
identifikasyon sonuglar1
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Herbir susun izole edildigi ortama gore degerlendirme yapildiginda (Sekil-11)
geleneksel yontemlerle iiretilen yogurt 6rnekleri izolatlarinin % 60°1 L. delbrueckii, %
13.3’1 L. fermentum, % 11.1°i P. acidilacti, % 6.6’s1 L. plantarum, % 2.2’si L. casei, L.

acidophylus, C. farmeri ve B.subtilis olarak tanimlandi.
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Sekil- 12: Bitkilerden elde edilen izolatlarn MALDI-TOF MS teknigine gore
identifikasyon sonuglar1

Bitki drneklerinden pihtilastirilan siit 6rneklerinden elde edilen izolatlardan; % 12°si L.
delbrueckii, % 56’s1 L. plantarum, % 28’1 L. paraplantarum/plantarum ve % 4’

P. acidilacti olarak tanimland1 (Seki- 12).

Sekil- 13: Yagmur damlasindan elde edilen izolatlarin MALDI-TOF MS teknigine gore
identifikasyon sonuglar1
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Yagmur 6rneklerinden iiretilen numunelerinden elde edilen izolatlarin, % 38.09°u
L. delbrueckii, % 19.04’i P. acidilactici % 14.28’1 L. fermentum, % 9.5’1 L. plantarum ve

% 4.76’siin L. paraplantarum, L. acidophilus, S. sorbinus olarak tanimland1 (Sekil- 13).
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Sekil- 14: Ciy damlasindan elde edilen izolatlarin MALDI-TOF MS teknigine gore
identifikasyon sonuglar1

Ciy damlasi orneklerinden elde edilen izolatlarin, % 36.81 L. delbrueckii, % 15.78i L.
fermentum, L. plantarum ve L. paraplantarum/plantarum, % 10.52’si P. acidilacti ve %

5.26 ‘s1 L. casei, olarak tanimlandi (Sekil- 14).
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Tablo- 21: MALDI-TOF MS Kiitle Spektrometresinde Streptococ

spp. Identifikasyon Sonuglari Ist derecelerinde tireme T?;eljggs' F?,ﬁh F;ﬁh
No  |Numune kaynagi Maldi-tof identifikasyon Morfolojisi | Gram [Katalaz [10°C [15°C [45°C %2 %4 | %6,5 4,5 6,5 |G.gaz

24 Bitki S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
35 Bitki S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
36 Bitki S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
40 Bitki S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
59 Ciy Damlas1 | S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
60 Ciy Damlas1 | S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
61 Ciy Damlas1 | S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
62 Ciy Damlas1 | S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
63 Ciy Damlas1 | S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
64 G.yogurt S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
65 G.yogurt S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
66 G.yogurt S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
67 Ciy Damlas1 | S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
68 Ciy Damlas1 | S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
69 Ciy Damlas1 | S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
70 Ciy Damlas1 | S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
71 Ciy Damlas1 | S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
72 G.yogurt S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
73 G.yogurt S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
74 Ciy Damlas1 | S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
75 Ciy Damlas1 | S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
76 G.yogurt S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
77 Yagmur S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
78 G.yogurt S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
79 G.yogurt S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
80 Yagmur S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
81 Yagmur S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
82 Yagmur S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
83 Yagmur S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
84 G.yogurt S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
85 G.yogurt S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
86 G.yogurt S. thermophilus Kok, (+) - - - + - - - + + -
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87

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

88

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

89

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

90

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

91

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

92

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

93

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

94

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

95

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

96

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

97

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

99

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

100

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

101

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

102

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

103

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

104

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

105

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

106

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

107

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

108

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

109

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

110

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

111

Yagmur

. thermophilus

Kok, (+)

112

Yagmur

. thermophilus

Kok, (+)

113

Yagmur

. thermophilus

Kok, (+)

114

Yagmur

. thermophilus

Kok, (+)

116

Yagmur

. thermophilus

Kok, (+)

117

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

118

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

119

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

120

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

121

G.yogurt

. thermophilus

Kok, (+)

122

G.yogurt

N ININININILVILVININIOIVIVIVINIOVIVILVILVININIVILVILVIINIVIVII!VInIVI;In;

. thermophilus

Kok, (+)

R IR R I R A R R R R R R R R R R I A R A R A R A I R R A R A R

R IR R I R A R R R R R R R R R R I A R A R A R A I R R A R A R

R I A I I I I R R R E AR R A A A A R R A R R R R R R
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Sekil- 15: Streptecoccus spp. siipheli izolatlarin MALDI-TOF MS teknigine gore
identifikasyon sonuglar1

Elde edilen 122 izolattan % 54.09u S. thermophilus, %23.7’si E.coli, % 17.21° i E.
faecium, % 4.31’1 E. faecalis ve % 0.81°i S. uberis ve K. pneumoniae olarak tanimlandi

(Sekil- 15).
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Sekil- 16: Geleneksel yogurtlardan elde edilen izolatlarin MALDI-TOF MS teknigine gore
identifikasyon sonuglari

Geleneksel yontemlerle iiretilen yogurt 6rneklerinden elde edilen izolatlarin % 65.6’s1
S. thermophilus, % 4.68’1 E. faecium, % 12.5 E.coli ve % 1.56’s1 K. pneumoniae olarak

tanimlandi (Sekil- 16).
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Sekil- 17: Bitkilerden elde edilen izolatlarin MALDI-TOF MS teknigine gore
identifikasyon sonuglar1

Bitki 6rneklerinden elde edilen izolatlarin % 15.38°1 S. thermophilus, % 42.30’u E.
faecium, % 3.84 E. faecalis ve % 3.84’ii E. coli olarak tanimland1 (Sekil- 17).
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Sekil- 18: Yagmur suyundan elde edilen izolatlarin MALDI-TOF MS teknigine gore
identifikasyon sonuglar1

Yagmur 6rneklerinden iiretilen numunelerinden elde edilen izolatlardan % 38.09u
S. thermophilus, % 14.28’1 E. faecium, E. faecalis. % 28.57’si E. coli ve % 4.76’s1 S.uberis
olarak tanimlandi (Sekil- 18).
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Sekil- 19: Ciy damlasindan elde edilen izolatlarin MALDI-TOF MS teknigine gore
identifikasyon sonuglar1

Ciy damlasi 6rneklerinden tiretilen numunelerden elde edilen izolatlardan % 54.54°1
S.thermophilus, % 18.18’i E.faecium, % 4.5’1 E.faecalis ve % 22.72’si E.coli olarak
tanmimland (Sekil- 19).

M 17 agar da benzer koloniler gosteren biitiin suglara MALDI-TOF MS teknigine gore
identifikasyona tabi tutuldu. MALDI-TOF MS teknigine gore identifikasyon sonuglarina
bakildiginda S.thermophilus disinda 17 sus E.faecium olarak, 6 sus E.facealis olarak, 26
sus E.coli, 1 sus S.uberus ve 1 susda K.pneumonia olarak tanimlandi. MALDI-TOF MS
teknigine ile yogurt bakterilerinin disinda bagka bakterilerin de izole edilmesinin sebebinin

yogurt kivam ve tadini veren diger mikroorganizmalarinda olmasi seklinde agiklanabilir.
izolatlarin Teknolojik Karekterizasyonu

S. thermophilus Suslarimin M17 Sivi Besiyerinde Glikolizisin Belirlenmesi

Suslarin bulunduklar1 ortamin pH’sin1 diisiirme 6zelliklerinin tespiti amaci ile
logoritmik fazin sonunda bulunan suslar,% 5 oraninda hazirlanmis steril laktoz ile % 1
oraninda zenginlestirilmig 10 ml M17 s1vi1 besiyeri igeren tiiplere % 1 oraninda ekim
yapilarak 40 °C de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu izleyen 2. 4. 6. 8. ve 24. saatlerde
pH’lar1 dlgiilerek laktoz ve laktik asit tiretim degisiklikleri kaydedildi.
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Tablo- 22: S. thermophilus suslarinin pH degimi

Suslar Kaynaklari M17 Sivi Besiyeri (saat) Yagsiz Siit Tozu(saat)

sus | Numune Kaynag: 2 4 6 8 24 2 4 6 8 24

24 | Bitki 6.97 | 693 | 682 | 6,73 |571 |5,78 | 503 | 455 | 4,47 | 4,35
35 | Bitki 6.95 | 685 | 663 | 6,60 |555]|6,23|537 | 4,60 | 445 | 4,88
36 | Bitki 6.84 | 6,71 | 6,46 | 6,35 | 581 | 560 | 495 | 461 | 459 | 4,12
40 | Bitki 6,76 | 6,26 | 588 | 5,86 | 6,02 | 599 | 534 | 4,73 | 4,69 | 4,18
59 | Ciy Damlasi 6,82 | 690 | 579 | 587|589 |6,34|567 | 458 | 455|429
60 | Ciy Damlasi 7,02 1609 | 685 |6,69|570| 68 | 574|450 | 4,44 | 4,95
61 | Ciy Damlasi 6,81 | 6,73 | 6,05 | 582|565 |6,21 | 525 | 4,96 | 492 | 4,14
62 | Ciy Damlasi 6,98 | 698 | 6,84 | 6,78 | 570 | 6,78 | 6,26 | 5,05 | 4,90 | 4,01
63 | Ciy Damlasi 6,82 | 6,71 | 6,27 | 584|529 | 6,18 | 541 | 497 | 4,80 | 4,22
64 | G.yogurt 6,85 | 6,74 | 6,27 | 590 | 560 | 6,17 | 523 | 4,84 | 4,60 | 4,12
65 | G.yogurt 6,98 | 692 | 664 | 6,53 |565|6,59 |646 | 453|449 | 3,92
66 | G.yogurt 6,80 | 6,56 | 595 | 5,70 | 557 | 6,32 | 5,38 | 5,02 | 4,81 | 4,16
67 | Ciy Damlasi 6,83 | 6,80 | 6,35 | 593 | 566 | 6,32 | 533 | 5,14 | 4,92 | 4,24
68 | Ciy Damlasi 6,84 | 7 598 | 5,78 | 5,69 | 595|497 | 476 | 456 | 4,15
69 | Ciy Damlasi 6,87 | 6,84 | 6,28 | 580|572 | 6,22 | 533 | 491 | 4,70 | 4,22
70 | Ciy Damlasi 6,84 | 683 | 645 | 584|565 |6,18 | 545 |5,00|4,84 | 42

71 | Ciy Damlasi 6,81 | 669 | 630 | 595|563 |6,21|552|5,10|4,89 | 4,18
72 | G.yogurt 6,88 | 6,87 | 6,61 | 6,49 | 559 | 6,24 | 459 | 4,24 | 4,10 | 3,83
73 | G.yogurt 7,00 | 692 | 6,67 | 6,63 |564 |6,53]|502| 439|426 | 3,88
74 | Ciy Damlasi 6,96 | 6,95 | 6,85 | 6,75 | 5,66 | 6,89 | 6,31 | 4,73 | 4,47 | 4,00
75 | Ciy Damlasi 6,81 | 6,72 | 6,37 | 6,00 | 514 | 6,20 | 541 | 5,12 | 4,92 | 4,38
76 | G.yogurt 6,85 | 685 | 6,76 | 6,61 | 554 | 6,23 | 561 | 483 | 453 | 3,95
77 | Yagmur 6,81 | 6,75 | 6,53 | 6,27 | 541 | 6,07 | 5,42 | 5,07 | 4,82 | 4,26
78 | G.yogurt 6,55 | 6,79 | 6,38 | 593|539 | 6,06 | 525 | 491 | 470 | 4,08
79 | G.yogurt 6,80 | 6,52 | 596 | 5,77 | 562 | 6,06 | 514 | 488 | 4,52 | 4,13
80 | Yagmur 6,84 | 6,70 | 6,14 | 5,79 | 548 | 6,07 | 517 | 4,84 | 4,55 | 4,17
81 | Yagmur 7,09 1 695 | 665 | 6,57 | 558 |6,85|561 467|464 |413
82 | Yagmur 7,04 702 | 7,05 | 705|566 703|710 | 704|687 | 456
83 | Yagmur 7,10 | 6,57 | 6,09 | 591 | 588 | 6,04 | 534 | 506 | 494 | 457
84 | G.yogurt 7,06 | 7,03 | 7,02 | 599 | 569 | 7,26 | 7,26 | 7,09 | 695 | 4,09
85 | G.yogurt 7,07 1633 | 601 | 590|575 |6,14 | 532 | 4,96 | 4,76 | 4,55
86 | G.yogurt 7,08 702| 700 |698|575|720|719 | 714|560 | 4,07
87 | G.yogurt 7,09 707 | 701 |695|564|702]|710|6,79 | 516 | 4,13
88 | G.yogurt 7,08 709 | 625 | 6,13 |585|6,68|622|525]|4,84|4,46
89 | G.yogurt 709|701 | 604 |588|583]|6,63]|610|510|4,82|4,49
90 | G.yogurt 7,06 | 6,14 | 582 | 5,74 | 560 | 6,20 | 530 | 4,95 | 4,78 | 4,48
91 | G.yogurt 7,08 704 | 702 | 702|580 745|735 |744|745|4,12
92 | G.yogurt 7,06 | 7,02 | 7,00 | 691|564 729|680 |541|485]|4,13
93 | G.yogurt 6,89 | 685 | 652 | 593|563 | 709|679 |546|483]|4.20
94 | G.yogurt 6,98 | 6,57 | 6,13 | 585|558 | 6,89 | 538 | 463 | 4,47 | 4,16
95 | G.yogurt 7,00 | 7,02 | 689 | 597|549 |6,61|492|453]|439|4,05
96 | G.yogurt 6,87 | 681 | 6,02 | 595|568 | 6,58 | 602|502 476|448
97 | G.yogurt 6,98 | 6,87 | 6,23 | 593|583 |6,63|6,15 | 5,06 | 4,75 | 448
99 | G.yogurt 7,02 1632 | 596 | 588|534 |6,27 | 558 | 515 | 504 | 4,49
100 | G.yogurt 6,95 | 646 | 6,03 | 594 | 586 | 741|729 | 717|667 | 417
101 | G.yogurt 6,79 | 686 | 6,72 | 591|555 733|731 |710| 700|447
102 | G.yogurt 6,94 | 687 | 6,42 | 596 | 567 | 6,73 | 6,41 | 573|538 | 4,60
103 | G.yogurt 701|688 | 675 | 595|576 695|702 |687|678| 45

104 | G.yogurt 6,99 | 684 | 625 | 598|576 |6,61|583|491|484|445
105 | G.yogurt 6,96 | 6,75 | 6,28 | 594 | 562 | 6,60 | 595 | 4,69 | 4,49 | 4,10
106 | G.yogurt 701|692 | 683 |587|561 595|544 |4,63|4,61|4,12
107 | G.yogurt 6,97 | 6,82 | 6,21 | 594 | 563 | 6,04 | 564 | 451 | 453 | 4,26
108 | G.yogurt 7,03 7,00 | 692 |6,79|596 |6,86|564 |445| 4,41 | 4,85
109 | G.yogurt 6,99 | 6,86 | 6,24 | 6,01 | 569 | 6,88 | 6,36 | 5,15 | 4,92 | 4,16
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110 | G.yogurt 70,4 1699 | 6,74 | 598|567 |6,79|652]| 464|459 | 398
111 | Yagmur 7,06 | 6,36 | 6,09 | 590|575 |6,34|4,76 | 444 | 416 | 3,93
112 | Yagmur 6,99 | 696 | 681 | 6,77 | 559|681 |532|447 445|391
113 | Yagmur 6,89 | 685 | 591 | 568|554 6,87 |639 475|456 |442
114 | Yagmur 6,81 | 6,79 | 625 | 592 | 564|646 | 545 | 4,76 | 482 | 417
116 | Yagmur 6,99 1692 | 686 | 6,77 | 571|692 |519 | 462 | 438 | 4,06
117 | G.yogurt 6,89 | 691 | 6,67 | 6,56 |562|6,79 | 548 | 511|476 | 411
118 | G.yogurt 6,98 | 689 | 6,71 | 6,59 | 559|641 |543|525|4,87 419
119 | G.yogurt 7011694 | 663 | 6,66 | 561|597 |497 |476|456 415
120 | G.yogurt 6,97 | 696 | 687 | 6,74 |562 |6,68 | 542|489 | 469 | 428
121 | G.yogurt 707701 | 700 |6,89 |564|6,65]|494 465|449 410
122 | G.yogurt 6,88 | 682 | 656 | 591|563 |6,87|609|523]|445|401

*Birbirinden bagimsiz ii¢ farkli 6lgiimiin aritmetik ortalamas: alinmistir

Tablo- 22 incelendiginde biitiin suslarin ortam pH’sin1 5 degerinin altina diisiiremedigi
saptand1. Inkubasyon sirasinda meydana gelen pH degerinin 5 altina diismemesi susun
asidifikasyon niteliginin diisiikliigii ve besiyerinin tamponlama 6zelliginin kuvveti ile
aciklanabilir. pH’daki hizl1 diisme 6zellikle 40, 66, 59, 60, 68, 79 ve 85 numarali suslarda
kaydedildi. pH diismesinin hizli oldugu suslardan 68 numarali susta kuvvetli, 59, 60 ve 79
orta seviyede laktoz aktivitesi saptandi. Bazi suslarda ise pH’da goriilen diisme yavas (36,
74, 65) sekillendi. pH diismesinin yavas oldugu 65 ve 74 numarali suslarda laktoz
aktivitesi zayif 36. susta orta seviyededir. Bakteriyolitik aktivitenin de belirlendigi bu
suslardan 36 numarali susta bakteriyolizin yiiksek gerceklestigi belirlendi. Bu susta laktoz
aktivitesi orta seviyede olmasina ragmen pH azalmasinin gergeklesmemesi yliksek

bakteriyolitik aktiviteye bagl olabilir.

S. thermophilus SuslarminYagsiz Siit Tozunda Glikolizisin Belirlenmesi

Siit yogurt ortamini daha iyi yansitmasi dolayisiyla suslarin asidifikasyon yetenegi
yagsiz slit tozundan hazirlanan besiyerinde inkubasyonu izleyen 2. 4. 6. 8. ve 24. saatlerde
pH’lan 6lciilerek degisiklikler saptandi.

Tablo- 22 incelendiginde 8. saatten sonra suslarin tamaminda pH 5’in altina diistigii
kaydedildi. inkubasyonun 2. saatinde ¢cok hizli pH diismesi 24, 36, 40, 68, 106 ve 119
numarali suslarda gozlendi. Laktoz aktivitesinin 36, 40, 68 ve 119 numarali suslarda
kuvetli, 24 ve 106 numarali suslarda ise zayif oldugu saptandi. Suslardan 62, 87, 95, 102
ve 103 numarali olanlarinda inkubasyonun 2. saattinde pH diisiis daha yavas sekillendi.
Bu suslardan 62 ve 87 zayif, 102 ve 103 numarali suslarda orta seviyede laktoz kullanim

aktivitesi kaydedildi.
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Tablo- 23: S. thermophilus suslarinin zamana bagli pH degisimi

Siv1 Besiyeri

Yagsiz Siit Tozu

2 4 6 8 24 F 2 4 6 8 24 F
Ortalama | 944 | 6,79b | 6,46c | 6,20d | 5,65€ 6,53a | 5,76b | 5,12c | 4,88d | 4,23e
Ssapma | 0108 [0236 |[0363 |0417 |0143 | ry [0415 |0711 |0774 [0699 0233 | 1
S.hata 0,0132 | 0,0288 | 0,0444 | 0,0509 | 0,0174 | £ | 0,0507 | 0,0869 | 0,0946 | 0,0855 | 0,0285 | <©
Max 7.1 7,09 7,05 7,05 6,02 © | 745 7,35 7,44 7,45 4,95 &
Min. 6,55 6,09 5,79 5,68 5,14 5,6 4,59 4,24 4,1 3,83

*a,b,c,d, eayn1 satirda farkli harfler tasiyan gruplar arasinda farklilik (p < 0,01) dnemlidir.

S. thermophilus M17 siv1 besiyerinde pH degisimi incelendiginde 24. saatteki en

diisiik pH degeri 5.14 en yiiksek pH degeri ise 6.02 olarak ol¢iidii. Gruplar (2, 4, 6, 8 ve

24. saat) arasinda istatiksel olarak Ducan testine tabi tutuldu p < 0,01 gruplar arasindaki

farklilik istatistiki agidan 6nemli bulundu (Tablo- 23).

S.thermophilus 'un yagsiz siit tozu besiyerinde en diigiikk pH ortalamasi 3.83 en yiiksek

pH degeri ortalamasi ise 4.95 olarak 6lciidii. Gruplar (2, 4, 6, 8 ve 24. Saat) arasinda

istatiksel olarak Ducan testine tabi tutuldu p < 0,01 gruplar arasindaki farklilik istatistiki

acidan 6nemli bulundu (Tablo- 23).
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Sekil- 20: S. thermophilus M 17 s1vi besiyeri (#) ve yagsiz siit tozunda (m) zamana bagl

asitligin artis1 ve pH degisiklig




L. delbrueckii Suslarinin MRS Siv1 Besiyerinde Glikolizisin Belirlenmesi

L. delbrueckii suslarinin bulunduklari ortamin pH’sin1 diisiirme 6zellikleri tesbiti
amaciyla logortimik fazin sonunda bulunan suslar laktoz ile zenginlestirilmis 10 ml MRS
s1v1 besiyeri igeren tiiplere % 1 oraninda ekim yapilarak 42 °C de inkubasyona birakildi.
Inkubasyonu izleyen 2. 4. 6. 8. ve 24. saatlerde pH’lar1 6lgiilerek laktoz ve laktik asit
tiretim degisiklikleri kaydedildi.

Tablo- 24: L. delbrueckiisuslarin pH degisimi

Suslar kaynaklari MRS Siv1 Besiyeri(saat) Yagsiz Siit Tozu(saat)

Sus | Numunenin kaynagi 2 4 6 8 24 2 4 6 8 24
1 | G.yogurt 550 | 5.54 5,55 5,45 5,02 6,8 6,85 6,86 6,23 5,76
2 | G.yogurt 5.6 | 557 5,59 5,00 4,04 6,8 6,88 6,85 5,08 3,38
3 | Bitki 5.63 | 5.55 5,56 4,98 4,46 6,81 6,08 5,59 5,12 4,89
4 | Bitki 5.61 | 5.53 5,61 4,56 3,98 6,80 6,84 6,85 4,98 3,46
5 | G.yogurt 551 | 5.49 5,45 4,58 3,80 6,78 6,67 6,34 4,68 3,97
8 | G.yogurt 546 | 542 5,35 4,63 4,29 5,84 5,72 5,81 4,02 3,49
9 | G.yogurt 550 | 5.43 5,41 4,23 3,91 6,40 5,76 5,45 4,78 4,12

10 | G.yogurt 5.36 | 5.29 5,19 4,59 3,93 5,23 5,24 5,13 4,67 4,34

11 | G.yogurt 5.52 | 5.39 5,38 4,56 3,79 6,27 5,83 5,68 500 | 4,69

19 | Ciy Damlasi 551 | 5.47 5,44 4,78 3,74 6,64 5,69 5,44 3,98 3,76

28 | Bitki 540 | 5.36 5,39 4,98 3,81 592 5,51 5,24 4,87 4,28

42 | G.yogurt 541 | 5.36 5,26 4,86 3,86 5,96 5,55 5,23 4,98 4,48

44 | Yagmur 5.60 | 5.60 5,59 51 3,85 6,8 6,84 6,87 4,04 | 4,56

51 | G.yogurt 5.37 | 5.27 5,10 4,87 3,85 6,02 5,55 5,22 4,58 4,20

58 | Ciy Damlasi 5.46 | 5.26 5,01 4,73 3,77 5,75 5,17 5,05 4,14 | 4,24

59 | Ciy Damlasi 5.37 | 5.10 5,97 4,56 3,95 5,87 5,44 5,47 4,05 3,9

63 | Ciy Damlasi 549 | 5.03 5,02 4,59 3,95 6,6 6,18 5,95 4,45 3,69

68 | Ciy Damlasi 548 | 5.38 5,16 4,89 4,08 6,33 6,12 5,94 494 | 4,43

71 | Ciy Damlasi 539 | 5.29 5,05 4,99 3,87 5,24 4,52 4,25 4,04 3,58

75 | Ciy Damlasi 539 | 5.29 5,10 4,87 3,76 5,53 4,68 4,37 4,23 3,48

78 | G.yogurt 533 | 5.22 5,36 4,89 4,08 5,57 5,25 5,26 4,45 3,76

79 | G.yogurt 5.37 | 5.85 531 4,87 3,84 5,69 5,08 4,99 4,32 3,36

81 | Yagmur 556 | 5.44 5,39 5,00 4,01 6,44 5,65 5,28 4,86 4,72

95 | G.yogurt 5.61 | 5.55 5,56 4,89 3,87 6,89 6,75 6,78 465 | 4,02

96 | G.yogurt 552 | 5.37 5,00 4,78 4,02 6,16 5,40 4,78 4,17 3,96

97 | G.yogurt 5.56 | 5.56 5,58 4,85 4,23 6,79 6,74 6,63 4,78 3,78

98 | G.yogurt 549 | 5.43 521 4,96 3,75 6,13 5,10 4,63 3,97 3,25

99 | G.yogurt 554 | 5.54 5,34 4,74 4,25 6,78 6,73 6,73 4,04 | 4,56

100 | G.yogurt 559 | 5.57 5,56 4,82 3,98 6,75 6,76 6,74 4,56 3,96

101 | G.yogurt 549 | 5.49 5,14 4,84 4,25 6,42 5,65 491 465 | 4,28

102 | G.yogurt 551 | 5.35 5,17 4,29 3,78 6,28 5,34 4,78 434 | 4,26

103 | G.yogurt 551 | 5.48 5,24 5,00 4,01 6,25 5,55 4,89 3,96 3,69

104 | G.yogurt 548 | 5.42 5,36 5,02 4,02 5,48 472 4,53 3,84 3,25

105 | G.yogurt 551 | 5.46 5,46 4,95 4,14 5,65 5,02 491 4,09 3,67

106 | G.yogurt 542 | 5.40 5,40 4,83 4,36 5,40 5,37 5,35 4,57 3,91

107 | G.yogurt 545 | 5.45 5,45 5,05 4,22 5,15 5,06 4,98 444 | 4,09

108 | G.yogurt 545 | 5.45 5,45 511 4,02 5,44 5,16 5,21 4,38 4,08

109 | G.yogurt 548 | 5.43 5,42 4,82 411 5,07 4,99 4,79 451 4,17

110 | G.yogurt 548 | 5.48 5,46 4,76 4,16 5,64 5,52 5,40 431 4,17

111 | Yagmur 536 | 5.36 5,36 5,12 4,26 5,21 5,17 5,18 4,59 3,90
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112 | Yagmur 540 | 540 | 539 | 506 | 404 | 512 | 488 | 461 | 432 | 404
113 | Yagmur 538 | 538 | 538 | 484 | 421 | 542 | 526 | 503 | 45 | 3,98
114 | Yagmur 537 | 541 | 541 | 569 | 420 | 545 | 545 | 523 | 432 | 405
115 | Yagmur 540 | 539 | 539 | 503 | 441 | 557 | 507 | 479 | 434 | 406
116 | Yagmur 538 ] 535 | 541 | 506 | 432 | 490 | 470 | 452 | 4,08 | 3,90

*Birbirinden bagimsiz li¢ farkli 6l¢iimiin aritmetik ortalamasi alinmistir.

Tablo- 24 incelendiginde biitiin suslarin ortam pH’sim1 24 saatin sonunda 4 degerlerine
kadar diisiirdiigii saptand1. Inkubasyon takip edildiginde pH’da meydana gelen diismelerin
ozellikle 6. saatten sonra sekillendigi goriildii. Suslardan 10, 51, 59, 63 ve 78
numaralilarda pH diismesi hizli oldugu saptandi. 10 ve 78 numarali suslarda laktoz
aktivitesi kuvvetli olarak, 51, 59 ve 63 numaral1 suslarda ise zayif olarak kaydedildi.
Suslardan; 1, 2, 3, 81, 44, 103, 104, 107, 108, 111, 114 ve 115 numarali olanlarinda pH’da
azalmanin yavas oldugu tesbit edildi. Laktoz aktiviteleri incelendiginde 1, 2, 3, 81, 44,
107, 108 ve 114 numarali suslarda zayif, 102 numarali susta orta, 104 ve 111 numarali
suslarda ise kuvvetli oldugu saptandi. Inkubasyon sirasinda meydana gelen pH

diismesinde yavaslama besiyerinin tamponlama 6zelligindendir.

L. delbrueckii Suslarimin Yagsiz Siit Tozunda Glikolizisin Belirlenmesi

Suslarn asidifikasyon yetenegi yagsiz siit tozundan hazirlanmis besiyerinde
inkiibasyonu izleyen 2. 4. 6. 8. ve 24. saatlerde pH’lari 6l¢iilerek degisiklikler kaydedildi.

Tablo- 24 incelendiginde 8. saatten sonra suslarin tamaminda pH’nin 5 altina diistigii
kaydedildi. inkubasyon izlendiginde 8, 10, 63, 78, 79, 98, 104, 111, 113 ve 116 numaral
suslarda pH’nin 3 seviyelerine ¢ok hizli bir sekilde diistiigii goriildii. Bu suslardan 8, 10,
98, 104, 113 ve 116 numaral1 olanlarda laktoz aktivitesi kuvvetli olarak, 63, 78, 79 ve 111
nolu suslarda zayif olarak degerlendirildi. 1, 2, 3, 11, 28, 42, 81, 44, 95 ve 101 numarali
suslarda pH nin yavas diistiigii ve suslarin tamaminda laktoz aktivitesi zayif olarak

Olctldiigii tesbit edildi.
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Tablo- 25: L. delbrueckii suslarinin zamana bagh pH degisimi

MRS Sivi Besiyeri Yagsiz Siit Tozu
2 4 6 8 24 F 2 4 6 8 24 F
Ortalama | 547a | 541ab | 5,36b | 4,86c | 4,05d 6,00a | 563b | 543b | 4,48c | 4,03d
Ssapma | 0,08 | 0,135 | 0,191 | 0,254 | 0,244 0,415 | 0,711 | 0,774 | 0,699 | 0,233
Shata | 0,0119 | 0,0201 | 0,0285 | 0,0379 | 0,0364 § 0,0901 | 0,1020 | 0,1134 | 0,0650 | 0,0704 | &
Max 5,63 5,85 5,97 5,69 5,02 g 6,89 6,88 6,87 6,23 5,76 §
Min. 5,33 5,03 5 4,23 3,74 4,9 4,52 4,25 3,84 3,25

a,b,c,d,eayn1 satirda farkli harfler tasiyan gruplar arasinda farklilik (p < 0,01) énemlidir

L. delbrueckii suslarinin MRS siv1 besiyerinde pH degisimi incelendiginde 24. saatteki

en diisiik pH degeri 3.74, en yiiksek pH degeri ise 5.02 olarak 6lgiildii. Gruplar arasinda
(2, 4, 6, 8 ve 24. saat) farklilik istatiksel olarak Ducan testine tabi tutuldu. 2 ve 4 saatler

ile 4 ve 6 saatler arasi farklilik 6nemli bulunmazken, diger karsilastirma gruplari olan 8 ve

24. saatler arasinda farklilik istatiski agidan p < 0,01 6nemli bulundu (Tablo- 25).

L. delbrueckii yagsiz siit tozu besiyerinde pH degisimi incelendiginde 24. saatteki en diisiik

pH degeri 3.25, en yliksek pH degeri ise 5.76 olarak olciildii. pH degisimi istatiksel olarak

Ducan testinde 4 ve 6 saatler farklilik 6nemli bulunmazken, diger karsilastirma gruplar

arasinda (2, 8 ve 24. saat) farklilik istatiski agidan p < 0,01 6nemli bulundu (Tablo- 25).

pH

7,5

7
6,5 —-\

55 A

4,5

3,5

0 2 4 6 8 10 12 14

saat

16 18 20 22 24

Sekil- 21: L. delbrueckii MRS siv1 besiyeri (¢) ve Yagsiz Siit Tozunda (m) asidifikasyon
sonucu pH degisim degerleri
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Yogurt Bakterilerinin Proteoliz ve Laktoz Kullanimlari

Suslarin ekstraselluler proteolitik aktivitelerini ve laktoz kullanim 6zelliklerini petri
kutusu tizerinde belirlemek tizere FSDA besiyeri ortamina yiizeye ¢izerek ekim yapildi.
Inkubasyon sonunda olusan kolonilerin yapisi, biiyiikliigii, rengi ve koloni ¢evresinde

olusan zon ¢ap1 degerlendirildi.

Tablo- 26: L. delbrueckii ve S. thermophilus suslarinin proteoliz ve laktoz kullanimlar

. y Laktobasil Sus | izolat Kaynag Streptekok
Sus | Izolat Kaynag Proteoliz Laktoz e Proteoliz Laktoz
1 G.yogurt 24 | Bitki 1 1
2 G.yogurt 35 | Bitki
3 Bitki 36 | Bitki
4 Bitki 40 | Bitki
5 G.yogurt 59 | Ciy Damlasi
8 G.yogurt 60 | Ciy Damlasi
9 G.yogurt 61 | Ciy Damlasi
10 | G.yogurt 62 | Ciy Damlasi
11 | G.yogurt 63 | Ciy Damlasi
19 | Ciy Damlasi 64 | G.yogurt
28 | Bitki 65 | G.yogurt
42 | G.yogurt 66 | G.yogurt
44 | Yagmur 67 | Ciy Damlasi
51 | G.yogurt 68 | Ciy Damlasi

58 | Ciy Damlasi 70 | Ciy Damlasi

59 | Ciy Damlasi 71 | Ciy Damlasi

63 | Ciy Damlasi 72 | Ciy Damlasi
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1 2
1 2
3 1
1 2
2 2
2 1
3 1
1 1
1 2
1 1
1 1
1 1
1 3
1 1
1 2
1 2
68 | Ciy Damlasi 73 | G.yogurt 1 2
71 | Ciy Damlasi 74 | G.yogurt 1 1
75 | Ciy Damlasi 75 | Ciy Damlasi 1 1
78 | G.yogurt 76 | Ciy Damlasi 2 2
79 | G.yogurt 77 | G.yogurt 1 2
81 | Yagmur 78 | Yagmur 3 2
95 | G.yogurt 79 | G.yogurt 2 2
96 | G.yogurt 80 | G.yogurt 2 2
97 | G.yogurt 81 | Yagmur 3 2
98 | G.yogurt 82 | Yagmur 2 2
99 | G.yogurt 83 | Yagmur 3 2
100 | G.yogurt 84 | Yagmur 2 2
101 | G.yogurt 85 | G.yogurt 1 1
102 | G.yogurt 86 | G.yogurt 2 2
103 | G.yogurt 87 | G.yogurt 2 1
104 | G.yogurt 88 | G.yogurt 2 2
105 | G.yogurt 89 | G.yogurt 3 2
106 | G.yogurt 90 | G.yogurt 3 2
107 | G.yogurt 91 | G.yogurt 2 2
108 | G.yogurt 92 | G.yogurt 2 2
109 | G.yogurt 93 | G.yogurt 2 2
110 | G.yogurt 94 | G.yogurt 2 2
111 | Yagmur 95 | G.yogurt 2 2
112 | Yagmur 96 | G.yogurt 2 2
113 | Yagmur 97 | G.yogurt 1 3
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114 | Yagmur 1 1 98 | G.yogurt 1 3
115 | Yagmur 1 1 99 | G.yogurt 1 3
116 | Yagmur 3 3 100 | G.yogurt 1 3
101 | G.yogurt 1 1
102 | G.yogurt 2 2
103 | G.yogurt 2 2
104 | G.yogurt 2 1
105 | G.yogurt 1 3
106 | G.yogurt 2 1
107 | G.yogurt 1 2
108 | G.yogurt 3 1
109 | G.yogurt 1 3
110 | G.yogurt 2 1
111 | Yagmur 1 1
112 | Yagmur 3 2
113 | Yagmur 2 3
114 | Yagmur 2 1
116 | Yagmur 1 2
117 | G.yogurt 2 1
118 | G.yogurt 2 1
119 | G.yogurt 1 3
120 | G.yogurt 2 1
121 | G.yogurt 1 2
122 | G.yogurt 1 2

*3kuvvetli, 2 orta, 1 zay1f proteolitik ve laktoz kullanim aktivitesi

L. delbrueckii suslarmin 17°si kuvvetli, 12’s1 orta ve 16 tanesi zayif proteolitik aktivite
gosterdi. S. thermophilus suslarinin 9’u kuvvetli, 26°s1 orta ve 31 tanesi zayif proteolitik
aktivite saptandi (Sekil- 22).

kuvvetli orta zayif

Sekil- 22: L. delbrueckii (mavi), S. thermophilus (kirmiz1) suslariin proteolitik aktivitesi
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L. delbrueckii suslarinin laktoz kullanim yonunden incelendiginde 8’1 kuvvetli, 7°si
orta ve 30 tanesi zayif aktivite gosterdigi saptandi. Suslardan 10, 104 ve 116 numarali
olanlar hem proteolitik aktivite hemde laktoz kullanimlar1 kuvvetli olarak tespit edildi.
S.thermophilus suslarinin laktoz kullanim yoniinden incelendiginde 9 susun kuvvetli, 34
susun orta ve 23 susun zayif aktivite gosterdigi saptandi. Suslardan 78, 81, 83, 89, 90 ve
112 numarali olanlar kuvvetli proteolitik aktivite, orta derecede laktoz kullanimlarinin
oldugu tesbit edildi (Sekil- 23).

laktoz aktivitesi

B L. delbrueckii W S.salivarius ssp. thermophilus

kuvvetli orta zayif

Sekil- 23: L. delbrueckii (mavi), S. thermophilus (kirmiz1) suslarinin laktoz kullanimi

izole Edilen Suslarin Bakteriyolitik Aktiviteleri

Suslar logaritmik fazda besi ortamindan alindiktan sonra, peptidoglikan tabaka tiretim
imakanin olmayacagi tamponlanmis (potasyum fosfat, 100mM, pH 7, 30 °C ) ortamda 37
°C de inkubasyonu izleyen 2. Saatte bakteriyoliz hiz ve 24. saatte bakteriyolizin ulastig1
son deger Olgiilerek kaydedildi. Buradaki amag yiiksek bakteriyoliz hizina sahip izolatlarin
tesbit edilmesidir. Elde edilen sonuglar tablo- 27’de verildi.
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Tablo- 27: L. delbrueckii ve S.thermophilus suslarinin tamponlanmis ortamda bakteriyolizi

) Laktobasillerde . Streptokoklarda

Sus | Izolasyon Kaynag | Bakteriyoliz (%) | Sus | Izolasyon Kaynag: | Bakteriyoliz (%0)

2 saat 24 saat 2saat 24 saat
1 G.yogurt 11 43 24 | Bitki 17 16
2 G.yogurt 10 54 35 | Bitki 18 43
3 Bitki 7 52 36 | Bitki 43 56
4 Bitki 5 46 40 | Bitki 8 40
5 G.yogurt 18 66 59 | Ciy Damlasi 7 46
8 G.yogurt 7 56 60 | Ciy Damlasi 29 17
9 G.yogurt 6 30 61 | Ciy Damlasi 13 30
10 | G.yogurt 4 66 62 | Ciy Damlasi 4 36
11 | G.yogurt 9 53 63 | Ciy Damlasi 13 39
19 | Ciy Damlas1 11 56 64 | G.yogurt 11 61
28 | Bitki 17 70 65 | G.yogurt 10 38
42 | G.yogurt 5 59 66 | G.yogurt 12 50
44 | Yagmur 23 43 67 | Ciy Damlasi 19 36
51 | G.yogurt 15 40 68 | Ciy Damlasi 16 28
58 | Ciy Damlasi 6 26 70 | Ciy Damlasi 15 28
59 Ciy Damlasi 17 43 71 | Ciy Damlasi 30 28
63 Ciy Damlasi 9 34 72 | Ciy Damlasi 10 36
68 | Ciy Damlast 7 29 73 | G.yogurt 4 16
71 | Ciy Damlasi 16 57 74 | G.yogurt 11 35
75 Ciy Damlasi 38 92 75 | Ciy Damlasi 27 67
78 | G.yogurt 21 74 76 | Ciy Damlas 16 32
79 | G.yogurt 16 57 77 | G.yogurt 12 69
81 | Yagmur 10 70 78 | Yagmur 9 47
95 | G.yogurt 12 29 79 | G.yogurt 8 45
96 | G.yogurt 9 80 80 | G.yogurt 42 43
97 | G.yogurt 8 55 81 | Yagmur 17 59
98 | G.yogurt 11 54 82 | Yagmur 19 33
99 | G.yogurt 8 56 83 | Yagmur 18 48
100 | G.yogurt 7 49 84 | Yagmur 8 46
101 | G.yogurt 8 53 85 | G.yogurt 12 57
102 | G.yogurt 15 70 86 | G.yogurt 18 54
103 | G.yogurt 22 95 87 | G.yogurt 12 62
104 | G.yogurt 42 77 88 | G.yogurt 12 37
105 | G.yogurt 6 18 89 | G.yogurt 7 18
106 | G.yogurt 15 76 90 | G.yogurt 3 40
107 | G.yogurt 16 86 91 | G.yogurt 7 30
108 | G.yogurt 15 85 92 | G.yogurt 13 53
109 | G.yogurt 3 81 93 | G.yogurt 11 28
110 | G.yogurt 17 37 94 | G.yogurt 9 19
111 | Yagmur 10 51 95 | G.yogurt 22 35
112 | Yagmur 12 96 96 | G.yogurt 28 33
113 | Yagmur 19 44 97 | G.yogurt 10 26
114 | Yagmur 9 59 98 | G.yogurt 10 36
115 | Yagmur 35 61 99 | G.yogurt 6 25
116 | Yagmur 12 64 100 | G.yogurt 4 42
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101 | G.yogurt 10 45
102 | G.yogurt 9 40
103 | G.yogurt 13 28
104 | G.yogurt 13 30
105 | G.yogurt 22 77
106 | G.yogurt 14 53
107 | G.yogurt 17 57
108 | G.yogurt 5 61
109 | G.yogurt 9 61
110 | G.yogurt 8 47
111 | Yagmur 10 39
112 | Yagmur 7 51
113 | Yagmur 12 50
114 | Yagmur 9 39
116 | Yagmur 12 49
117 | G.yogurt 12 46
118 | G.yogurt 9 51
119 | G.yogurt 13 61
120 | G.yogurt 33 40
121 | G.yogurt 8 45
122 | G.yogurt 9 47

*Birbirinden bagimsiz 2 farkli dl¢limiin aritmetik ortalamasi alinmistir.

L. delbrueckii suslarinda bakteriyolizin 2. saattinde yapilan 6l¢iimlerde suslarin
cogunlugunda bakteriyoliz hizlar1 % 7- 17 arasinda olarak hesaplandi. En diisiik
bakteriyoliz hiz1 % 3 ile 10 numarali susta 6l¢iildii. En yiiksek 2. saateki bakteriyoliz hizi
ise % 42 ile 104 numarali susta olgilildii. Yiiksek bakteriyoliz aktivitesi 44, 75, 78, 104 ve
115 numarali suslarda saptandi. Bakteriyolizin 24.saatte ulastig1 son nokta degerine
bakildiginda suslarin cogunda % 40 ile 65 arasinda oldugu tesbit edildi. En diisiik
bakteriyoliz hiz1 % 18 ile 105 numarali susta, en yiiksek bakteriyoliz ise % 96 ile 112
numarali susta saptandi. Ortalamanin tistiinde bakteriyoliz hiz1 75, 78, 96, 103, 104, 106,
107, 108, 109, 112 ve 114 numarali suslarda tesbit edildi. Suslarin 2. Saateki bakteriyoliz

hiz1 ve 24. saatteki bakteriyoliz son noktasi sekil- 24’de verilmistir.
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Sekil- 24: L. delbrueckii suslarinin 2 ve 24 saatlerdeki bakteriyolizi

S. thermophilus suslarinda bakteriyolizin 2. saattinde yapilan 6lgtimlerde suslarin

cogunda bakteriyoliz hizlart % 7- 19 gozlendi. En disiik bakteriyoliz hiz1 % 3 ile 90

numarali sugta saptanirken en yiiksek bakteriyoliz hiz1 ise % 43 ile 36 numarali susta

saptandi. Yiksek bakteriyoliz aktivitesine 36, 60, 71, 75, 80 ve 120 numarali suslarin

sahip oldugu tesbit edildi. Bakteriyolizin 24.saatte ulastigi son nokta degerine bakildiginda

suslarin ¢gogunda % 40 ile 60 arasinda oldugu goriindii. En diisiik bakteriyoliz hiz1 % 16

ile 24 ve 73 numarali suslarda, en yiiksek bakteriyoliz hizi ise % 77 ile 105numarali susta

tesbit edildi. Ortalamanin tistiinde bakteriyoliz 75, 77, 87, 105 ve 108 numarali suslarda

tesbit edildi. Bakteriyolizisin yiiksek oldugu suslarda bu karakter litik 6zellige sahip bir

bakterifaj varligina bagl olabilir. Ancak detayli ¢galismalarin yapilmasi gereklidir. Suslarin

2. bakteriyoliz hiz1 ve 24. saatteki bakteriyoliz son noktasi sekil- 25’de verilmistir.
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Sekil- 25: S. thermophilus suslarinin 2 ve 24 saatlerdeki bakteriyolizi
Yogurt Bakterilerinin Antibiyotik Direncliliklerinin Belirlenmesi

Yogurt bakterilerinin antibiyotik direngliliklerinin belirlemek igin 14 farkli antibiyotik
disk preparati kullanidi. Bu antibiyotikler quinipristin/dalfopristin, gentamisin, tetrasiklin,
klindamisin, vankomisin, sefotaksime, linezolid, kloramfenikol, penisilim, siprofloksasin,
ampisilin, gentamisin, kanamisin, eritromisin ve streptomisindir. Suslarin antibiyotiklere

kars1 gostermis olduklari direng durumlari tablo- 28, 29°da verilmistir.
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Tablo- 28: L. delbrueckii antibiyotik direngliligi
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L. delbrueckii i¢in tablo- 28 incelendiginde en yiiksek direnglilik oran1 siprofloksasine
kars1 oldugu goriilmektedir. (22 sus; 1, 2, 5, 58, 68, 75, 79, 81, 96, 97, 98, 100, 103, 104,
106, 107, 108, 109, 110, 111, 112 ve 113). Vankomisin ve gentamisine 10 susun (% 22),
streptomisin ve penisiline 9 susun (% 20), kanamisine 4 susun (% 9), ampisilin ve
eritromisine 3 susun (% 7), sefotaksime 2 susun (% 4), linezolide ve klindamisine de 1
susun (% 2) direngli oldugu tespit edildi. Suslarin tamami1 quinupristin/dalfopristin,
tetrasiklin ve kloramfenikole kars1 duyarli olarak tespit edildi. 3, 4 (bitki), 59 (¢iy
damlasi), 95, 99 (g. yogurt), 114, 115, 116 (yagmur damlasi) numarali suslarin tiim test
edilen antibiyotiklere duyarli oldugu; 1, 2, 8, 10, 42, 78, 96, 100, 102, 105, 106, 107, 108,
109, 110 (g. yogurt), 19, 58, (¢iy damlasi), 44, 81, (yagmur damlasi) numarali suslarin ise
sadece bir antibiyotige direncli olduklari saptandi. Test edilen suslar arasinda bazilarinin
coklu direng gosterdikleri de belirlendi. Ayrica 68 numarali sus (¢iy damlas1) 7 farkl
antibiyotige kars1 direng sergilerken, 75 (¢iy damlasi) ve 98 (g. yogurt) numarali suslar 5
farkl1 antibiyotige direng gosterdiler. Bu sonuglar genel olarak dogadan izole edilen bu
suslarda antibiyotik direncliliginin ¢ok yliksek olmadigini ancak bazi suslarin ¢oklu

dirence sahip oldugunu gostermektedir.

B Geleneksel Yogurt W Bitki Yagmur MCig

Sekil- 26: Farkli ortamlardan izole edilen L. delbrueckii suslarinin antibiyotik tiirlerine
direnglilikleri

Suslarin izole edildikleri kaynaga gore bakildiginda, geneksel yogurtlardan izole edilen
95, 99 ve 100, yagmur suyundan izole edilen 114, 115 ve 116 ve bitkilerden izole edilen 3,

5 numarali suslar kullanilan 14 antibiyotik tiirliniin tamamina duyarl oldugu saptandi.
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Tablo- 29: S. thermophilus antibiyotik diregliligi
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S. thermophilus suslarinin genel olarak daha yiiksek antibiyotik direngliligine sahip
olduklari goriilmektedir. Tablo- 29 incelendiginde direnglilik oranlari sirasiyla
gentamisine (45 sus -% 68), streptomisine (43 sus -% 65), eritromisine (40 sus-% 61),
kanamisine (39 sus-% 59), klindamisine (36 sus-% 55), ampisiline (32 sus-% 48),
sefoksasime (25 sus-% 38), siproflaksasine (23 sus-% 35), tetrasikline (20 sus-% 30),
penisiline (14 sus -% 21), linezolide (12 sus- % 18), kloramfenikole (10 sus-% 15),
quinupristin/dalfopristin (7 sus - %11) ve vankomisine (1 sus- % 1.5) kars1 direng gdsterdi.
Vankomisin direngliligi streptokoklarda normalde goriinmeyen bir direncliliktir, bu agidan
detayli analizlerin yapilmas1 gerekmektedir.

Test edilen suslar arasindan 62 (¢iy damlasi), 72 (g. yogurt), 73 (g. yogurt), 74 (¢iy
damlas1), 109 (g. yogurt), 111 (yagmur damlasi), 112 (yagmur damlasi) ve 113 (yagmur
damlas1) numarali suslar test edilen tiim antibiyotiklere duyarli profili gésterirken, 65 (g.
yogurt), 110 (g. yogurt)ve 119 (g. yogurt) numarali suglarin ise sadece 1 antibiyotige
direngli olduklart saptanmistir. Coklu direnclilik profili streptokok suslar1 arasinda
oldukca yaygin bir fenotipik 6zellik olarak belirdi. 66 (g. yogurt) ve 107 (g. yogurt)
numarali suglar 12 adet (quinupristin/dalfopristin, gentamisin, tetrasiklin, klindamisin,
linezolid, kloramfenikol, penisilin, siprofloksasin, ampisilin, gentamisin, kanamisin,
eritromisin ve streptomisin) antibiyotiklerine karsi direng gosterdi. Ayni sekilde 69
(¢iydamlasi) 11 antibiyotige, 24 (bitki), 36 (bitki), 59 (¢iydamlasi) ve 71 (¢iy damlasi)
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numarali suglarda 10 farkli antibiyotige kars1 direng gosterdiler. Genel olarak
degerlendirildiginde streptokoklarin oldukea yiiksek oranda antibiyotik direncliligine sahip

olduklar1 gézlendi. Test edilen suslarin antibiyotik direnglilikleri sekil- 27°da verilmistir.

B Geleneksel Yogurt ®Bitki = Yagmur m(ig

Sekil- 27: Farkli ortamlardan izole edilen S. thermophilus suslarinin antibiyotik
direnclilikleri

Test edilen laktobasil ve streptokok suslarinin antibiyotik direnglilikleri/duyarliliklari
tablo-30’da verilmistir.

Tablo-30: L. delbrueckii ve S. thermophilus antibiyotik diregliligi

L. delbrueckii (n=45) S. thermophilus (n=66)

Antibiyotikler R I S R I S
Ounipristin/Dalfopristinl5 pg - 3 42 7 20 39
Ampisilin 10 pg 3 3 39 33 8 25
Vankomisin30 pg 10 - 35 1 3 62
Linezolid 30 ug 1 1 43 12 1 53
Gentamisin 10 pg 10 2 33 45 3 18
Siprofloksasin 5 ug 22 5 18 22 6 38
Streptomisin 10ug 9 5 31 43 5 18
Tetrasiklin 30 pg - - 45 20 1 45
Klindamisin 2 pg 1 - 44 36 1 29
Eritromisin 15 pg 3 5 37 40 1 25
Sefotaksime 30 pg 2 2 41 24 2 40
Kanamisin 30 pg 4 12 29 39 1 26
Kloramfenikol 30 pg - 2 43 10 1 55
Penisilim 101U 9 5 31 14 6 46

* R: Direngli I: Orta diizey duyarli S: Duyarl
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TARTISMA VE SONUC

Siit ve siit tiriinlerini iireten isletmelerde kaliteli ve standart yogurt iiretimi yapabilmek;
tat, koku, kivam ve goriiniisii kapsayan duyusal nitelikler ile konsistens, viskozite ve serum
ayrilmasi gibi reolojik 6zellikleri saglayarak, gerek tiiketici sagligini korumak gerekse
tiiziikk ve standartlara uygun yogurt tiretimi amaglanmaktadir. Biitiin bu olaylarin dengeli
ve istenilen diizeyde olmasi yogurtta arzu edilen aroma ve kivamin olugmasint
saglamaktadir. Istenilen Kalite ve aromada yogurt iiretebilmek, yogurt prosesine ve starter
kiltiirlerin aktivitelerine baghdir. Starter kiiltiir ise yogurtta istenilen duyusal, tekstiirel ve
reolojik 6zellikleri kazandiran ve son iirlinde standart kalite 6zelliklerinin olugsmasini
saglayan, se¢ilmis tek ya da karisik suslari igeren mikroorganizmalardir. Bu
mikroorganizmalar1 Tiirkler Anadoluya go¢ etmelerinden 6nce geleneksel yontemlerle
yogurdu iiretmislerdir. Yogurtlar iiretirken dogada bitkiler, yagmur suyu ve ¢iy
damlasinda bulunan laktik asit bakterilerinden faydalanmislardir.

Tez ¢alismasinda iki kaynaktan yogurt elde edilerek ¢aligilmistir. Birincisi 6zellikle
bahar aylarinda (nisan-mayis) dogadaki bitki, yagmur ve ¢iy damlasinda bulunan
mikroorganizmalardan iiretilen yogurtlardan ve ikinci kaynak olarak organaleptik
ozelliklerine bakilarak kirsal alanda geleneksel yontemlerle tiretilen ticari kiiltiirlerle
bulagsmamis geleneksel yogurt 6rnekleri kullanilmistir. Yogurt 6rneklerinden yogurt
bakterilerinin izolasyonu, biyokimyasal ve MALDI-TOF MS teknigi ile tanimlanmasi
amaglanmstir. Bitki, yagmur ve ¢iy damlasindan iiretilen yogurtlardan identifikasyonu
yapilan suglarin yogurt inkubasyonlari sirasindaki 1, 3, 6, 12, 24 saatlerdeki kimyasal
degisiklikler ile ayn1 zaman dilimlerindeki toplam aerop bakteri sayilari, Lactobacillus spp.
ve Streptecoccus spp. sayilarina bakilmistir. Bitki, yagmur ve ¢iy damlasindan tiretilen
yogurtlarda 1, 7 ve 14. giinlerdeki +4 °C deki buzdolob1 kosullarinda meydana gelen
mikrobiyal, kimyasal ve duyusal kaliteleri incelenmistir. Ayn1 zamanda bitki, yagmur ve
¢iy damlasindan ve geleneksel yontemlerle iiretilen yogurtlardan identifikasyonu yapilan
biitiin suslarin glikolitik 6zellikleri, proteolitik aktiviteleri, laktoz kullanimlari, bakterioliz
aktiviteleri ve antibiyotik direnclilik profilleri analiz edildi.

Dogal 6rneklerden 100 ¢iy damlasi 6rneginden 18’1, 100 yagmur suyu 6rneginin 20’si,
100 bitki 6rneginin 17 tanesinde yogurt kivam ve tadi olustu. Suslarda fenotipik
identifikasyon ve MALDI-TOF MS teknigi ile geleneksel yontemle iiretilen yogurtlarda 27
tanesinde (% 60), bitki numunelerinde 3 tanesinde (% 12) yagmur suyu numunelerinde 8
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tanesinde (% 38.09), ¢iy damlas1 numunelerinde 7 tanesinde (% 36.8) L.delbrueckii
tanimlandi. S. thermophilus ise geleneksel yontemlerle tiretilen yogurtlarin 42°si (% 65.6),
bitki numunelerinde 4t (% 15.38) yagmur suyu numunelerinde 8’1 (% 38.09), ¢iy damlasi
numunelerinde 12’si (%54.4) tanimlandi. Michaela ve arkadaslar1 (23) Bulgaristan’in 4
farkli bolgesinde 665 adet ¢esitli bitki 6rneginden 24 tanesinde (% 3.6) L.delbrueckii sp.
bulgaricus ve S. thermophilus 'u spesifik primerler kullanilarak (Thl/ThII) PCR ile
identifikasyon sonuglarini rapor etmislerdir. Tirkiye’de Erkus ve arkadaslari (7)
geleneksel yontemle iiretilen yogurtlardan izole ettikleri 71 basil’den tamami, 66 kok’dan 7
tanesi seker fermantasyonuna gore L.delbrueckii ve S. thermophilus olarak tanimlamustir.
Molekiiler karakterizasyonda tiire 6zgli PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve 16S
dizileme analizlerine gére tamamini tanimlamistir. Gezging ve arkadaslari (126)
Ulkemizin farkli illeri ve bu illere bagl kdylerden temin ettikleri yaklasik 120 adet yogurt
orneginden PCR metodunda izolasyon ve tanimlama sonucunda 80 adet S. thermophilus ve
20 adet L. bulgaricus izolati elde edilmistir. Bizim galismamiz yapilan literatiir tarama
sonucuna gore ilk olarak ¢iy damlalar1 ve yagmur suyunda yogurt bakterileri izole
edilmektedir. Calisma da ayrica bitki, yagmur, ¢iy damlasi ve geleneksel yontemlerle
tiretilmis yogurtlardan iki yogurt bakterisi disinda 22 adet sus L. plantarum, 1 adet sus L.
paraplantarum, 12 adet sus L. fermentum, 1 adet sus L. acidophylus, 13 adet sus P.
acidilacti ve 1 adet sus B.subtulis olarak tanimlandi. Koklarda ise 21 adet sus E. faecium,
5 adet sus E. faecalis ve 1 sus S. uberis olarak tanimlandi. Ulusal ve uluslararasi
geleneksel yontemlerle iiretilmis yogurtlar ile yapilan ¢alismalarda Bifidobacterium spp.
Pediococcus spp. L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. acidophilus, L. brevis, L.
fermentum, L. lactis, L. helveticus, E. faecium ve tanimlanmamis mayalara rastlandigini
rapor etmislerdir (78, 79).

Bitki, yagmur ve ¢iy damlasindan yogurt iiretimi sirasinda ilk inkubasyonda
Lactobacillus spp. ve Streptecoccus ssp. sayilari 1, 3, 6, 12, 24 saat inkubasyonda sayilmig
Oile 1. saatlerde 4 logoritmik koloni olusturan birim artis kaydedildi. Ol¢iimlerin
gergeklestigi diger zaman dilimlerinde yaklagik bir logoritmik koloni olusturan birim artis
oldugu goriildii. Bitki, yagmur ve ¢iy damlas1 numulerinde bulunan laktik asit
bakterilerinin yogurt kivam ve tadini olusturmasi icin gerekli olan sayiya (10710° kob/g)
ilk inkiibasyonu takiben 12. saatten sonra ulastig tespit edildi. Bu durumda dogal
kaynaklardan toplanan numunelerdeki laktik asit bakterilerinin 12. saatte fermantasyon igin

gerekli sayiya ulasacaklari anlagilmaktadir. Bitki, yagmur ve ¢iy damlasindan yogurt
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tiretimi sirasinda inkubasyonun 1, 3, 6, 12, 24 saatlerinde pH degisimleri incelendiginde
12. saatte pH’nin 5’in altina diistiigii, 24. saatin sonunda pH yogurtta istenilen degerlere
(4.2- 4.4) diistiigii saptandi. Michacela ve arkadaslar1 (23) Bulgaristan’da yaptiklari
caligmada bitki 6rneklerinden elde ettikleri yogurtlarda pH 16.saatte istenilen yogurt pH
degerine diismiistiir. Calismamizda bitki, yagmur ve ¢iy damlasindan iiretilen yogurtlarda
1,7 ve 14. giinlerdeki +4 °C de muhafaza kosullarinda duyusal 6zellikleri olan; goriiniis,
kivam, koku ve tat duyular1 1- 5 arasinda puanla degerlendirildi. Duyusal analiz
sonuglarna gore sirasi ile 1, 7 ve 14. giinlerde goriiniis ortalama puani 4.35 — 3.7 — 1.55,
kivam ortalama puani; 4 — 3.35 — 1.35 koku ortalama puani; 3.6 — 2.95 — 1.35, tat ortalama
puant; 3.55 — 2.65 — 1.2 olarak kaydedildi.

Bu durumda dogal kaynaklardan ve geleneksel yontemler ile iiretilen yogurtlarda depolama
kosullarina ¢ok dayanikli olmadiklar1 goriilmiistiir. Bitki, yagmur ve ¢iy damlasindan
tiretilen yogurtlarda 1, 7 ve 14. giinlerdeki pH degisimleri bakildiginda 4.39 — 4.16 — 3.97
kadar diisme devam ettigi goriildii. Depolama siiresince olusan goriiniis, kivam ve tatdaki
bozukluklar pH diismesinin devam etmesi ile agiklanabilir. Sezgin ve arkadaslar1 (127)
yerli ve yabanci yogurt starterlerinin depolama siiresince kalite dl¢iitlerini karsilastirmalari
sonucunda yabanci starterlerin depolama sirasinda yerli starterlere gére daha ¢ok puan
aldiklarini tespit etmislerdir.

L. delbrueckii biitiin suslarinda glikoliz ve asidifikasyon yetenekleri belirlemek igin
MRS s1v1 besiyeri ve yagsiz siit tozunda inkubasyona birakildi. MRS s1v1 besiyerinde
izolatlarin 24. saatin sonunda ortam pH’sin1 4 degerine kadar diistiigii 6lgtildi. Suslarda
pH’da meydana gelen diismelerin 6zellikle 6. saatten sonra sekillendigi saptandi. L.
delbrueckii MRS s1v1 besiyerinde pH degisimi istatiksel olarak Ducan testine tabi tutulmus,
2 ve 4 saatler ile 4 ve 6 saatler farklilik 6nemli bulunmazken, diger karsilastirma (8 ve 24
saat) gruplari arasinda farklilik istatiki agidan p < 0,01 diizeyinde 6nemli bulundu. L.
delbrueckii yagsiz siit tozunda glikoliz ve asidifikasyon MRS sivi besiyerine gore ¢ok daha
hizl1 ve kisa zamanda 8. satten sonra izoltalarin tamaminda pH’nin 5’in altina diistiigi
kaydedildi. Yagsiz siit tozunda L. delbrueckii izolatlarinin istatiksel olarak Ducan testinde
4 ve 6 saatler farklilik nemli bulunmazken, diger karsilastirma gruplari (2, 8 ve 24 saat)
arasinda farklilik istatistiki agidan p < 0,01 diizeyinde 6nemli bulundu.

S. thermophilus biitiin izolatlarinda glikoliz ve asidifikasyon yetenekleri belirlemek
icin M17 s1v1 besiyerinde ve yagsiz siit tozunda inkubasyona birakildi. S.thermophilus’un

identifikasyonu yapilan suslarin tamaminda M 17 s1v1 besiyerinde ortam pH’sin1 5
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degerinin altina diisiirmedigi saptandi1. Inkubasyon sirasinda meydana gelen pH degerinin
5 altina inmemesi besiyerinin tamponlama 6zelliginden kaynaklandigi diistintilmiistiir
(120). inkubasyon takip edildiginde suslarda pH’da meydana gelen diismelerin 6zellikle
8. saatten sonra sekillendigi goriilmistiir. S. thermophilus M17 siv1 besiyerinde pH
degisimi istatiksel olarak Ducan testine tabi tutulmus p < 0,01 biitiin grublar arasindaki
farklilik istatistiki agidan 6nemli bulundu. S. thermophilus izolatlar1 yagsiz siit tozunda
glikoliz ve asidifikasyon yeteneklerini daha uygun bir sekilde agiga ¢iktig1 goriildii.
Inkubasyon takip edildiginde pH’da 8. saatten sonra suslarin tamaminda pH’ nin 5
degerinin altina diistiigl kaydedildi. Ik iki saatte ¢ok hizli pH diisiisti 24, 36, 40, 68, 106
ve 119 numarali suslarda gozlendi. S. thermophilus yagsiz siit tozu besiyerinde pH
degisimi istatiksel olarak Ducan testine tabi tutulmus p < 0,01 gruplar arasindaki farklilik
istatistiki agidan dnemli bulundu.

Yagsiz siit tozunda L. delbrueckii suslarinin asidifikasyon sonug¢larina bakildiginda
geleneksel yogurtlardan izole edilen suslarin 12°si kuvvetli asit olusumu 26’s1 orta
seviyede asit olusumu ve 7 izolatta zayif asit olusumu sekillendi. Bitkilerden izole edilen 2
susta kuvvetli asit olusumu, 1 susta zayif asit olusumu sekillendi. Yagmur suyundan izole
edilen 8 susun tamaminda kuvvetli asit olusumu sekillendi. Ciy damlasindan izole edilen 7
susun tamaminda Kuvvetli asit olusumu sekillendi. Zayif asit olusumu, suslarda bakteriofaj
varhigindan kaynaklanmis olabilir.

Yagsiz siit tozunda S. thermophilus suslarinin asidifikasyon sonuglarina bakildiginda
geleneksel yogurtlardan izole edilen suslarin 16 tanesinde kuvvetli asit olusumu 13
tanesinde orta seviyede asit olusumu ve 13 tane susta zayif asit olusumu sekillendi.
Bitkilerden izole edilen 4 susta kuvvetli asit olusumu sekillenmistir. Yagmur suyundan
izole edilen 5 susta kuvvetli asit olusumu, 2 susta orta ve 1 susta zayif asitlik sekillendi.
Ciy damlasindan izole edilen 4 susta kuvvetli asit olusumu ve 8 susta orta diizeyde asitlik
sekillendi. Zayif diizeyde asit olusumu, suslarda bakteriofaj varligindan kaynaklanmig
olabilir. Oztiirk (99) 83 adet S. thermophilus ve 40 adet L. bulgaricus susu ile yaptig1
caligmasinda kuvvetli ve orta asitlik gosteren suslarda bakteriofaj direnglilikleri, duyusal
analizleri ortaya konulduktan sonra uygun olanlar starter kiiltiir olarak kullanilabilecegini
ileri stirmiistiir.

Yogurt fermantasyonunda proteolitik aktivite, siit kazeininin proteinaz ve peptidaz
enzimleriyle parcalanarak serbest aminoasit ve nitrojen kaynagini olusturmasidir. Bu

kompleks olayn ilk basamag hiicre duvarinda lokalize olan proteaz ile kazeinin
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oligopeptidlere, oligopetitlerinde daha sonra hiicre duvarindan gegebilen endo peptidazlar
ile daha kiigiik peptitlere ve serbest aminoasitlere par¢alanmasi ile son bulan biyokimyasal
bir reaksiyondur. Bu biyokimyasal reaksiyon sonunda yogurdun aromatik ugucu
bilesikleri meydana gelir (91). Shihata ve arkadaslar1 (91) ve Kamuran ve arkadaslari
(128) yogurt bakterilerinin proteolitik aktiviteleri lizerine yaptiklart ¢aligmalarda her
ikiside her iki yogurt bakterisinin kendi suslar1 igerisinde farkli proteolitik aktivite de
olduklarini tanimlamislardir. Bu ¢alismada ise L. delbrueckii proteolitik aktivitesi:
geleneksel yogurtlardaki 11 susta kuvvetli, 7 susta orta ve 9 susta zayif olarak sekillendi.
Bitki izolatlarinda 2 susta kuvvetli 1 susta zayif sekillendi. Yagmur suyu suslarinda 2
susta kuvvetli, 2 susta orta ve 4 susta zayif sekillendi. Ciy damlasi suslarinda ise 4 susta
kuvvetli, 1 susta orta ve 2 susta zayif sekillendigi saptandi. Ozellikle L. delbrueckii
kuvvetli protelitik aktivitesi yogurtlarda ac1 tat olusumuna neden olmaktadir.
Bakteriyolizi belirlemek amaci ile suslart besinsel olarak kisitlanmus, hiicre duvari
sentezinin engellendigi ve gelismelerinin durdugu ancak bakteriyoliz enzim aktivitesinin
devam ettigi bir ortamda spektrofotometre 15181 dalga boyu 650 nanometer (OD650nm)
kuvetlerdeki bakteri tamponu, saf tampon koriine gore 0,40- 0,70 nm tamponla
ayarlandiktan sonra test edilmistir (129). L. delbrueckii suslarinda yiiksek bakteriyoliz
oranlar1 104, 115, 44, 75, 78, 113 ve 5 numarali suglarda tesbit edildi. En yiiksek 2.
saatteki bakteriyoliz % 42 ile geleneksel yontemlerle tiretilmis yogurtlardan 104 numarali
susta kayit edildi. Bitki suslarinda 2 ve 3 numarali suslarda yagmur suyu suslarinda 111 ve
114 numarali susta, ¢iy damlas1 suslarindan 58, 63 ve 68 numarali suslarda diistik
bakteriyoliz orani tespit edildi. S. thermophilus suslarinda yiiksek bakteriyoliz oranlari 36,
60, 67, 71, 75, 95, 96, 105 ve 120 numarali suslarda saptandi. En yiiksek 2. saatteki
bakteriyoliz % 42, 75 ile bitki orneklerinden tretilmis yogurtlardan 36 numarali susta
kaydedildi. Geleneksel yontemlerle iiretilen yogurtlardan izole edilen suslarin ¢ogunda
bakteriyoliz diisiik kaydedildi. Bitki suslarinda 40 numarali susta, yagmur suyu
suslarinda78, 84, 111 ve 112 numaral susta, ¢iy damlas1 suslarindan 59, 61, 62 ve 63
numarali suslarda diisiik bakteriyoliz orani tesbit edildi. Sun ve arkadaglar1 (60) yapmis
olduklar1 calismada yiiksek otoliz oranina sahip suslarda laktik asit {iretimi negatif yonde
etkilendigi bunun sonucunda yogurtta pihtilagma zamaninin uzamasina, su tutma
kapasitesinde azalmaya ve serumda su salma gibi kusurlarin olusmasina neden oldugunu

rapor etmislerdir. Yapilan caligsmalarda diisiik bakteriyoliz oranina sahip yogurt
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bakterilerinin belirlenerek yogurt endiistrisinde kullanilmasi, yogurt inkiibasyon zamanin
kisalmasina ve pihtilagmanin istenilen diizeyde olugmasina olanak saglayacaktir.

Bu calismada identifiye edilen L. delbrueckii ve S. thermophilus suslarinin antibiyotik
duyarlilik profilleri incelendiginde; L. delbrueckii igin siproflaksasine 22, vankomisine 10,
streptomisine 9, linezolide 1, kanamisin ve ampisiline 4, eritromisine 3 penisiline 8,
linezolid, klindamisine 1, ve sefotaksime 2 adet susun direngli olduklari tesbit edildi.
Suslarin tamami quinipristin/dalfopristin, tetrasiklin ve kloramfenikol antibiyotiklerine
kars1 duyarlilik gosterdi. Bitkilerden izole edilen 3 ve 4, ¢iy damlasindan izole edilen 59,
yagmur suyundan izole edilen 114, 115 ve 116, geleneksel yogurtlardan izole edilen 95 ve
99 numarali suslar kullanilan 14 gesit antibiyotige duyarli olduklari tesbit edildi. Onal ve
arkadaslar1 (130) geleneksel yontemlerle yapilmis yogurtlardan izole ettikleri 23 adet L.
delbrueckii suslarindan % 72’si aztreonama, % 72’si netilmisine, % 96’s1 siproflaksasine
ve % 98’1 ofloksasina direngli oldugunu, ayrica % 76’s1 gentamisine ve % 75 nin
tetrasikline duyarli olduklarini rapor etmislerdir. Zhou ve arkadaslar1 (52) Cin
yogurtlarinda izole edilen L. delbrueckii % 29’unun ampsiline, % 23’liniin penisiline, %
94.1’nin tetrasikline, % 100 kanamisine, % 94.1°i streptomisin, neomisin ve gentamisine
direngli olduklarini rapor etmislerdir.

S. thermophilus suglarinin gentamisin antibiyotigine karsi 45, streptomisine 44,
eritromisine 40, kanamisine 39, klindamisine 36, ampisiline 32, quinipristin/dalfopristine 7
ve vankomisine 1 adet susun direngli olduklar1 saptandi. Geleneksel yontemlerle tiretilen
yogurtlarda identifiye edilen 73, 74 ve 109 numarali suslar, ¢iy damlasindan identifiye
edilen 62 ve 72 numarali suslar ve yagmur suyundan identifiye edilen 111, 112 ve 113
numarali suslarda kullanilan 14 gesit antibiyotige duyarli olduklar1 tesbit edildi. Kullanilan
antibiyotiklere duyarlilik gosteren bu suslar, dogadaki genetik ¢esitliligi koruma ve
calisilmamis izolatlar olmalar1 agisindan dnem arz etmektedir. Onal ve arkadaslar1 (130)
geleneksel yontemlerle yapilmis yogurtlardan izole ettikleri 25 adet S. thermophilus
suglarindan 23 tanesinin aztreonama, netilmisine, siproflaksasine ve ofloksasina direngli
olduklarini 2 sugun amoksisiline duyarli olduklarini rapor etmislerdir. Ayn1 sekilde Zhou
ve arkadaslar1 (64) Cin yogurtlarinda izole edilen S.thermophilus suslarinda neomisin ve
kanamisin direngliliginin % 100, tetrasiklin ve gentamisin direngliliginin % 89,
streptomisin % 66, ampsiline % 44, oldugunu rapor etmislerdir. Arastirmacilarin yaptigi

bu caligmada suslarin tiimiiniin penisiline duyarlilik gosterdigi belirtilmistir.
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Gram pozitif bakterilerin sebep oldugu hastane infeksiyonlarinda son ¢are antibiyotigin
vankomisinin, klinik uygulamalarda daha az kullanilmasina ragmen L. delbrueckii
suslarmin 10 tanesinin ve S. thermophilus 1 susun vankomisine direngli olmasi sebebiyle,
biiyiik 6nem tagimaktadir (131). Streptokoklarda vankomisin direngliligi olagan {istii bir
durumdur. Bu agidan genetik olarak detayli ¢caligmalarin ve MIK testlerinin yapilmasi son
derecede 6nemlidir. Laktik asit bakterilerinde de antibiyotik direnglilikleri yillar igerisinde
artis gostermektedir. Bu yiizden antibiyotik kullanimi ve se¢imi konusunda c¢esitli tedbirler
alimmal1 ve uygulanmalidir.

Tez calismasinda geleneksel yontemlerle iiretilen yogurtlar ile bitki, yagmur suyu ve
¢iy damlasindan elde edilen yogurtlardan yogurt bakterilerinin izolasyonu ve
identifikasyonu yapilmistir. Identifikasyonu yapilan suslarin teknolojik 6zellikleri
incelendiginde L.delbrucekii olarak tanimlanan 29 susun (2, 3, 4, 5, 8, 10, 19, 42, 44, 51,
59, 63, 81, 95, 96, 99, 100, 102, 105, 106, 107, 108, 109, 110,112, 113, 114, 115, 116) ve
S. thermophilus olarak tanimlanan 24 susun (60, 62, 65, 72, 73, 74, 91, 92, 93, 96, 100,
101, 103, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 117, 118, 119, 121, 122) uygun 6zellikte olduklar
tespit edilmistir. L.delbrucekii suslarinin, siit endiistrisinde kullanimina temel
olusturulabilmesi i¢in asidifikasyon yetenegi orta ve yiiksek seviyede olan suglardan
L.delbrucekii alttiir bulgaricus olarak, biyokimyasal ve PCR tiir diizeyinde
identifikasyonunun yapilmasi gerekmektedir. ikinci asamada proteoliz kismi sadece ilk
basamaktaki proteazlarin aktivitelerini test edecek seviyededir. Protelitik aktivitenin daha
uygun ve kapsamli belirlenebilmesi i¢in spektrometrik yontemlerin hatta metabolizmadan
sorumlu enzimlerin invitro ve invivo kosularda test edilip belirlenmesi gerekmektedir.
Boylece L. delbrueckii nin bu 6zelligi dikkate alinarak orta ve zayif proteolitik aktivite
gosteren suslarin se¢ilmesi yogurtta aci tat olusumu 6nlenebilecektir. Uygun olan suslarin
antibiyotik direngliliginden sorumlu olan genlerin ¢alisilmasiyla antibiyotik direng
profilleri ¢ikarilarak insan saglig1 agisindan 6nemli olan antibiyotiklere duyarl starter
kiiltiirler tespit edilebilir. Bakterifaj direngliliklerinin ¢ikarilip tiim bu direngli suslar
belirlendikten sonra uygun olan suslardan yogurt iiretilerek yogurtlarin asetaldehit gibi
organaleptik 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi ile Starter kiiltiirlerini yurt digindan alan yerli

siit ve siit iirtinleri endiistrisi i¢in, yerli kiiltiirlerin kullanim olanaklar1 saglanmis olacaktir.
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