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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

YOGURT KAYNAKLI LAKTIK ASIiT BAKTERILERININ STARTER
KULTUR VE EKZOPOLISAKKARIT URETIM OZELLIKLERININ
INCELENMESI

Seda YILDIZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Biilent CETIN

Laktik asit bakterileri, basta yogurt olmak iizere birgok gidanin fermentasyonunda starter
olarak onemli rol almaktadir. Starter kiiltiir olarak kullanilabilmeleri i¢in karbonhidrat
metabolizmalarinin, asit {iretme yeteneklerinin, gelisme kosullarinin, tuza
dayanikliliklarinin, EPS {retimi ve aroma bilesikleri olusturma 6zelliklerinin
arastirilmasi gerekmektedir. Yapilan ¢aligmada daha 6nceden yogurt rneklerinden izole
edilmis ve genetik olarak tani testleri gergeklestirilmis 99 adet susun starter kiiltiir
ozellikleri incelenmigtir. Bu amagla suslarin  farkli sicaklik, pH, farkli tuz
konsantrasyonlarinda gelisime, asit liretme, arginin hidrolizi, glukozdan gaz olusturma
yetenekleri ve EPS iiretim kabiliyetleri test edilmistir. Yapilan analizler sonucunda
10°C’de gelisim goriilmemisken 15°C’de 6 susun zayif gelistigi, 45°C’de ise tiim suglarda
gelisim oldugu tespit edilmistir. Tiim suslarin %15,2°sinin pH 3,9’da, tiimiiniin pH 5’te
gelistigi, diger taraftan pH 2,5, 8,5 ve 9,6°da ise higbirinin gelismedigi gézlemlenmistir.
Kullanilan = suslarin = %13,3’liniin  farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisebildigi
belirlenmistir. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin asit tiretim miktarlar1 ve pH
degerlerinin 48 saatin sonunda 0.88-1.53 % Laktik asit (% L.A.), pH degerinin ise 3.63-
5.08 arasinda degistigi saptanmustir. Str. thermophilus suslarinin asit tiretim miktarlari ve
pH degerlerinin 48 saat sonunda asit tiretim miktarlarmin 0.37-1.30 % L.A., pH
degisimlerinin ise 3.89-6.89 arasinda oldugu bulunmustur. Kullanilan suslarin
%28,3’1iniin EPS iiretebilme yetenegine sahip oldugu ortaya konulmustur.

2019, 69 sayfa
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ABSTRACT

Master’s Thesis

INVESTIGATION OF STARTER CULTURE AND EXOPOLYSACCHARIDE
PRODUCTION CHARACTERISTICS OF YOGHURT DERIVED LACTIC
ACID BACTERIA

Seda YILDIZ

Atatiirk University
Graduate School of Naturel and Applied Sciences
Department and Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Biilent CETIN

Lactic acid bacteria play an important role as a starter culture in fermentation of many
foods, especially yoghurt. In order to be used as a starter culture, the carbohydrate
metabolism of lactic acid bacteria, their ability to produce acid, their resistance to salt and
contribution to the aroma compounds should be investigated. Moreover lactic acid
bacteria that are chosen to be used in yoghurt production should be tested for their ability
to produce during fermentation, because exopolysaccharides have ability to improve
viscosity, texture and to prevent syneresis by increasing water retention. In this study,
starter culture characteristics and EPS production abilities of genetically identified 99
strains isolated from yoghurt samples were investigated. For this purpose, 99 strains were
tested at different temperatures, pH, salt levels, acid production, arginine hydrolysis, gas
production from glucose and EPS production capabilities. Our results revealed, that none
of the strains grew at 10°C and only 6 strains grew at 15°C, whereas all strains had ability
to grow at 45°C. 15.2% of the strains grew at pH 3.9, however, all strains grew at pH 5,
showing no growth at pH 2.5, pH 8.5 and pH 9.6. It was determined that 13.3% of the
strains used were able to tolerate different salt concentrations. Lactic acid production
amounts and pH value of Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus strains at the end of 48 hours
were found as 0.88-1.53 L.A.% and 3.63-5.08 respectively. Acid production amounts and
pH values for Str. thermophilus strains were detected between 0.37-1.30 L.A. % and 3.89-
6.89 at the end of 48 hours. It was found that 28.3% of the strains used have capable of
producing EPS.

2019, 69 pages
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1. GIRIS

Tirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi (2009)’ne gore yogurt;
fermentasyonda Streptococcus thermophilus (Str. thermophilus) ve Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus (Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus)’un simbiyotik

kiiltirlerinin kullanildig fermente bir siit iiriinii olarak tanimlanmaktadir.

Yogurt, insan beslenmesinde kullanilmasinin yaninda insan sagligina yararli etkilerinin
olmas1 nedeniyle diinyada genis capta tiiketici kabul edilebilirligine sahip en popiiler
fermente siit tirtinlerinden biridir (Weerathilake et al. 2014). Diinyada yogurt {iretiminin
nasil kesfedildigi heniiz tam olarak aydimnlatilamamistir. Bunun yaninda arkeolojik
caligmalar, yogurt iiretiminin insanlarin gida toplayicist konumundan gida ireticisi
durumuna gegtikleri dénemden (M.O. 5000-10000 aras1) beri bilindigini gostermektedir.
Mezopotamya’da keginin ilk olarak evcillestirilmeye baslandigi désnemlerde (M.O. 5000)
yogurt iiretiminin de gerceklestirildigi bildirilmektedir (Ozer 2006).

Neolitik doénemlerde, gocebe yasayan kavimlerin hayvan derisinden elde edilen
tulumlarda veya toprak kaplarda sakladiklari bildirilen siitlerin ortam sicakliginin
yiikselmesi ile kendiliginden fermente oldugu ve yogurda benzer bir iirliniin meydana
geldigi bilgisi gliniimiiz fermente siit tirtinlerinin baslangi¢ noktasi olarak goriilmektedir.
Acik kaplarda ates tizerinde pisirilen siitten daha aromatik ve viskoz bir iiriiniin olugmasi
ve meydana gelen bu iiriiniin kullanim siiresinin uzun olmasi fermente siit tiriinlerinin

gelisimine yon vermistir (Kosikowski 1977; Kocaadam ve Acar-Tek 2016).

Kasgarli Mahmut’a ait Divan-1 Liigat-1 Tiirk ve Yusuf Has Hacip’in eseri olan Kutadgu
Bilig kitaplarinda Orta Cagda yasayan Tiirkler tarafindan yogurt kullandigindan s6z
edilmektedir (Fisberg and Machado 2015). Bu iiriin i¢in 8. yilizyilda ilk olarak “yoghurut”
ifadesi kullanilmis, daha sonra 11. ylizyilda bu ifade degiserek bugiinkii ismi olan

“yogurt” adiyla anilmaya baslanmistir (Parajapati and Nair 2008). Yogurt kelimesinin,



Orta Asya Tirkgesinde katilasmis veya koyulagsmig anlaminda olan “yogun”
sozciiglinden tiiredigi kabul gormektedir (Kocaadam ve Acar-Tek 2016).

Avrupa’nin yogurt ile tanigsmasi, Kanuni Sultan Siileyman tarafindan, Fransiz Krali I.
Fransuva’yr tedavi etmek amaciyla gonderilen Tirk doktoru sayesinde olmustur.

Amerika kitasina gecisi ise Avrupa’dan birkag yiizyil ge¢ olmustur (Ozer 2006).

Yogurdun Avrupa’ya yayilmasi ise Selanikli bir ailenin {iyesi ve doktor olan Izak Karasu
sayesinde olmustur. Balkan Savaglar1 sirasinda Barcelona’ya tasinmis ve ismini Isac
CARASSO olarak degistirmis olup, Ispanya’da ¢ocuklarda goriilen diyare salgmini
Selanik’te uygulandig1 gibi yogurt kullanarak tedavi etmis ve bu olaydan sonra yogurt
ilag olarak satilmaya baslanmistir. 1919 yilinda Isac Carasso mahzende yogurt liretmek
amaciyla kiiciik bir atolye kurmustur. Oglu Daniel Carasso ise Paris’te Danone adinda
yeni bir sirket kurmus olup, bu Avrupa’da yogurt iiretmek amaciyla yapilan ilk girisim
olmustur (Yildirim vd 2014).

Ikinci Diinya Savasi’ndan sonra, 6zellikle 1950 sonrasinda, yogurt {iretim teknolojisi hizl
bir sekilde ilerlemistir. Yogurt ve diger fermente siit lirlinlerinin sagliga yararlart
konusunda bilgi diizeylerinde artisa paralel olarak 1980-1990’11 yillarda yogurt
tilketiminde artig goriilmiistiir. Son yillarda, fermente siit iirlinlerinin tiikketimi 6zellikle
yogurt tiketimi biiyiik Olclide artmistir. Meyveli ve probiyotik yogurtlarin tiretimi,
yogurdun daha genis kitlelere hitap etmesini saglamistir (Water and Naiyanetr 2008).

Yogurt binlerce yildir katyk (Ermenistan), dahi (Hindistan), zabadi (Misir), mast (iran),
leben raib (Suudi Arabistan), laben (Irak ve Liibnan), roba (Sudan), iogurte (Brezilya),
cuajada (Ispanya), coalhado (Portekiz), dovga (Azerbaycan), matsoni (Giircistan, Rusya,
Japonya), Tiaourti (Yunanistan), cieddu (Italya) ve diger Diinya iilkelerinde ise Yoghurt,
Yogurt, Yaort, Yourt, Yaourti, Yahourth, Yogur, aghourt gibi pek ¢ok isimle anilmaktadir
(Tamime and Deeth 1979; Fisberg and Machado 2015).



Yogurt iiretiminin temelinin anlasilmasi ve ilkel fakat siirekli yogurt liretimine gecisin
saglanmasi ile yogurdun insan saglig1 iizerine faydalar1 da anlasilmaya baslanmistir (Ozer
2006). Elie Metchnikoff’un yogurt bakterilerinin insan ve diger hayvanlar iizerinde
faydali etkileri {izerine yaptigi ¢alisma (1845-1916) yogurt ile ilgili yapilan arastirmalarin
doniim noktasi olmustur. Elie Metchnikoff, yogurdun cilt kurulugundan damar
tikanikligina kadar bir¢ok hastalikla miicadelede etkili bir ara¢ olduguna inanmistir
(Deeth and Tamime 1981). Metchnikoff, Bulgaristan’in kdylerinde yasayanlarin yogurt
tikketiminin ¢ok fazla oldugunu ve bu insanlarin ortalama yasam siiresinin ¢ok iizerinde
bir 6mre sahip oldugunu saptamigtir. Ancak, yaptigi c¢alismalarda fermente siit
tiriinlerinin tiiketimi ile uzun yasam arasindaki iliskiyi bilimsel temellere oturtamamistir
(Ozer 2006). Metchnikoff’un ¢aligmalar1 giiniimiizde beslenme degeri son derece yiiksek
bir gida ve yararli bir terapotik ajan olarak iinlenmis olan yogurdun etkilerinin

incelenmesine ivme kazandirmistir (Deeth and Tamime 1981).

Yogurt kimyasal bilesim agisindan siite benzemekle birlikte, yogurt iiretimi esnasinda
siite uygulanan islemler, ilave edilen maddeler ve bakteriyel fermentasyonda olusan
degisimler nedeniyle siitiin bilesiminden farkliliklar gostermektedir (Cakiroglu 2003).
Birkag istisna diginda siit ve yogurt benzer vitamin ve mineral igeriklerine sahiptir.
Fermentasyon sirasinda Bi2 ve C vitaminleri tiiketilerek folik asit olusturulur. Siit ve
yogurdun icerdigi diger vitaminler arasindaki farklar kiiciik olup fermentasyonda
kullanilan bakteri tiiriine gore degismektedir. Genel olarak yogurt, siitten daha az laktoz
ve daha fazla laktik asit, galaktoz, peptit, serbest amino asit ve serbest yag asidi icerigine

sahiptir. Yogurdun bilesimi Cizelge 1.1’de gdsterilmistir.

Cizelge 1.1. Yogurdun bilesimi (Erkaya 2009)

Yogurt Bilesimi Miktar (%)
Su 85-90

Kuru madde 12-13

Yag 3-5

Protein 3-4
Karbonhidrat 3-4

Mineral madde 0,6-0,8
Asitlik 0,9-1,10




Yogurt yapisinda protein, karbonhidrat ve lipid bulunan, kuru madde igerigi yiiksek,
bunun yaninda; biiylime i¢in gerekli olan protein, Kkalsiyum, potasyum, fosfor,
magnezyum, ¢inko ve B vitaminleri bakimindan da oldukc¢a zengin olan yogurt
fonksiyonel bir gida olarak degerlendirilmekle birlikte insanlarin giinliik beslenmesinde
de 6nemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir (Weerathilake et al. 2014; Kizilaslan ve
Solak 2016).

Yogurt, biyolojik degeri yiiksek proteinleri igcerir ve bunun yaninda bu iiriiniin
sindirilebilirligi siite oranla 2 kat daha fazladir. Yogurdun bu 6zelligi; siite uygulanan 1sil
islem, fermentasyonda olusan yiiksek asitlik ve sindirim enzimlerinin kazein pihtisina
daha kolay etki etmesi, Lb. bulgaricus ve Str. thermophius’un sahip oldugu enzimler
tarafindan proteinlerin fermentasyon esnasinda pargalanmasi, Serbest aminoasitlerin,
suda eriyebilir proteinlerin ve protein yapisinda olmayan azotlu maddelerin miktarinin

artmast ile ortaya ¢ikmaktadir (Deeth and Tamime 1981).

Yogurt tiretiminde siitte bulunan laktozun yaklasik %30-35’1 fermentasyona ugrayarak
laktik aside doniisiir ve laktozun miktar1 diiser. Bunun yaninda siite oranla yogurdun
karbonhidratlarinin sindirilebilirligi artar ve laktoz intoleranst olan bireyler tarafindan

yogurdun daha ¢ok tercih edilmesinin sebeplerinden birisidir (Cakiroglu 2003).

Iceriginde D vitamini ve kalsiyum bulundurmasi sebebiyle yogurdun kemikleri
giiclendirici ve kemik sagligini koruyucu etkisi mevcuttur (Karakas ve Torniik 2016).
Yogurdun gida kaynakli alerjilerin ve gida intoleranslarinin olugmasmin Oniine
gecebilme, osteoartritis ve romatoid artritisin birgok semptomunu ortadan kaldirabilme
gibi faydalari oldugu belirtilmistir. Bununla beraber farkli tiirde diyarelerin tedavisinde,
diyabetin kontrol altinda tutulmasinda, kan basincinin ve serum kolestrol miktarinin

diistiriilmesinde yogurdun aktif rol oynadigi bildirilmektedir (Kizilaslan ve Solak 2016)

Yogurt saglikli bir kolonu besler, hatta kolon kanseri riskini azaltan bagirsaklara faydal
bakteri kiiltlirlerini igerir. Diger gidalarin biyolojik degerini arttirir ve bagisiklig

kuvvetlendirici etkisi bulunmaktadir. Bu faydalarinin yaninda, bagirsak enfeksiyonlarini



lyilestirmeye yardim etme, kolestrolii diisiirme ve viicut yaginin azalmasina yardim etme

gibi fonksiyonlar1 da bulunmaktadir (Yildirim vd 2014).

1.1. Laktik Asit Bakterileri

19. ylizy1l sonlarina dogru siitte fermantasyona yol acan ve pihtilagsma olusturan bakteriler
ilk defa laktik asit bakterileri (LAB) olarak adlandirilmis ve daha sonra Lactobacillaceae
familyasi i¢inde siniflandirilmislardir (Con ve Gokalp 2000). LAB, belirli morfolojik,
metabolik ve fizyolojik 6zellikleri benzer gram pozitif bakteri grubudur (Axelsson 2004).

Bu grubun tiyeleri; karbonhidrat fermentasyonu sonucunda son iriin olarak laktik asit
olusturan, gram pozitif, Sporolactobacillus inulinus haricinde spor olusturmayan,
mikroaerofilik veya anaerobik, genellikle hareketsiz, katalaz negatif, sitokromdan
yoksun, morfolojik olarak kok veya ¢ubuk formunda bulunan mikroorganizmalardir
(Axelsson 2004; isleroglu vd 2008; Wright and Axelsson 2012). LAB’lerinin "hem"
gruplart bulunmamakla birlikte, havanin oksijeninde geligip tireyebilirler. Baska bir
ifadeyle katalaz enzimleri olmaksizin aerob sartlarda gelisebilen nadir bakteriler
arasindadir (Halkman 1991). LAB’leri gelisebilmek i¢in amino asitlere, B grubu
vitaminleri ile piirin ve pirimidin bazlarina ihtiya¢ gostermektedir. Genellikle mezofilik
olan LAB’lerinin bazi tiirleri 5°C’nin altinda, bazi tiirleri ise 45°C gibi yliksek
sicakliklarda gelisim gosterebilmektedir. Ayrica c¢ogunlukla pH 4,0-4,5 araliginda
gelisirlerken 3,2 gibi diisiik veya 9,6 gibi yiiksek pH’larda gelisebilen tiirleri de
bulunmaktadir. Bazi tiirleri diisiik proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahiptir (Caplice and
Fitzgerald 1999).

LAB’lerinin taksonomik olarak bilinen 20 cinsi bulunmaktadir. Bu cinslerden ana LAB
olarak bilinenler arasinda Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,

Vagococcus ve Weissella yer almaktadir (Axelsson 2004).



LAB’leri genellikle kemoorganotrofiktirler ve karbonhidrat metabolizmasi sonucunda
biiylik oranda laktik asit tiretirler (Klein et al. 1998). LAB’leri glukoz metabolizmasinin
son lirliniine bagli olarak homofermentatif ve heterofermentatif olmak tizere iki gruba
ayrilmaktadirlar. Homolaktik fermantasyon ya da homofermantatif LAB’leri, glukozu
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) yolu ile pargalayarak fermentasyon sonucu laktik asit
tiretirler. Ayrica az miktarda asetik asit, formik asit ve etanol de olusturabilirler.
Heterolaktik ya da heterofermantatif LAB’leri ise; glukozu Hegzos Mona Fosfat (HMF)
yolu ile pargalayarak %50 laktik asit iiretip bunun yaninda etanol, asetik asit, CO,
gliserol, mannitol ve friiktoz olustururlar. Fermantasyon ¢esidi, LAB’leri i¢in 6nemli bir
taksonomik kriterdir. Tim tiirlerden Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus,
Vagococcus ve bazi laktobasiller homofermentatif iken Leuconostoc, Oenococcus,
Weissella, Carnobacterium, Lactosphaera ve laktobasillerin bir kismi ise

heterofermentatif grupta yer almaktadir (Drinan 1976; Jay et al. 2005).

Dogal ortamlar1 basta siit ve siit Urtinleri olmak iizere islenmemis, taze ya da ¢iiriimiis
bitkilerde, insan ve hayvanlarin mukozasinda da bulunabilmektedir. LAB; tabiatta yaygin
olarak bulunmalari, ¢esitli gida maddelerinde sik¢a karsilasilan bozulmalara sebep
olmalar1 ve bazi gidalarin (fermente et, siit, sebze, meyve ve tahil vb.) liretim ve
olgunlastirilmasinda kullanilmalari nedeniyle gida teknolojisinde de 6nemli role sahiptir
(Con ve Gokalp 2000). Siit, sebze ve et gibi ¢ok ¢esitli iiriinlerin korunmasi, duyusal
ozelliklerinin gelistirilmesi ve besin degerinin korunmasi amaciyla diinya genelinde
LAB’leri kullanilmaktadir (Ruas-Madiedo et al. 2002). Bunun yaninda sarap, kahve,
hayvan yemi (silaj), kakao, ekmek hamuru ve c¢ok sayida dogal yiyecegin

fermentasyonunda kritik rol oynadiklar1 da saptanmistir (Makarova et al. 2006).

Farkl1 lezzetler, doku ve saglig1 olumlu etkileyecek 6zelliklere sahip birgok siit iiriinii
farkli teknolojiler ve starter kiiltlir kullanilarak elde edilebilir. Starter kiiltiirlerin en
onemli 6zellikleri hizl1 asitlendirme, siitiin mikrobiyal olarak korunmasi, 6zel aromalari
olusturma, tekstiirii gelistirme kapasitesi ve saglik yararlaridir. Bakteriyal gelisme
sirasinda laktozun fermentasyonu siitiin asitlenmesine neden olur ve bdylece siitii

bozulma yapan ve patojen mikroorganizmalara kars1 korur. Asitlesmenin bir baska etkisi



ise; negatif yiiklerin siit proteinleri iizerindeki nétralizasyonu ve pihtilagsmayla
sonuclanmasidir. Asit olusumu ayrica; peynir ve yogurt gibi fermente iiriinlere hos, taze

ve hafif asit tad1 verir (Ruas-Madiedoet et al. 2002).

Gida endiistrisinde gerek starter gerekse probiyotik kiiltiir olarak yogun bir sekilde
kullanilmakta olan LAB’leri, FDA (Food and Drug Adminitration) tarafindan GRAS
(Generally Recognized as Safe, genellikle giivenli olarak tanimlanan) olarak kabul
edilmektedir (Turhan ve Enginkaya 2016). Probiyotik olarak kullanilan suslar genellikle,
Lactobacillus, Enterococcus ve Bifidobacterium cinslerine aittir (Klein et al. 1998).
LAB’leri, ayrica koruyucu kiiltiirlerin 6zelliklerini tasirlar. Gidalarda; sadece gida
kaynakli patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmalart inhibe etmek ve/veya raf
Omriinli uzatmak amaciyla kullanilan ve gidanin duyusal 6zelliklerinde herhangi bir
degisime neden olmayan antimikrobiyal kiiltiirlere “koruyucu kiiltiirler” denir (isleroglu
vd 2008). LAB’nin antimikrobiyal etkisi karbonhidrat mekanizmalar1 sonucu iirettikleri
laktik asit ve asetik asit gibi organik asitler, diasetil, hidrojen peroksit, CO, alkol ve
bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri metabolitlerden kaynaklanmaktadir (Con ve

Gokalp 2000).

Antagonistik bilesiklerin sentezlemeleri, gidalarda aromay gelistirilmeleri, bakteriyofaj
direngliligi ve probiyotik 6zellikleri gibi LAB’lerinin son derece 6nemli 6zelliklerinin
yani sira son yillarda hem gidalarin bir¢ok 6zelligini diizeltmesi hem de insan sagligina
olan faydali etkileri goz 6niine alindiginda LAB’leri tarafindan tiretilen Ekzopolisakkarit
(EPS)’ler dikkati ¢ekmektedir (Zehir 2017).

Farkl1 tiir LAB’lerinin siniflandirilmasinda biiyiik 6l¢iide morfolojik, farkli sicaklik (10-
45°C), farkli pH degerlerinde ve yiiksek tuz konsantrasyonunda gelisme yetenegine,
tiretilen laktik asit konfigiirasyonuna, asit ve alkali toleransi, glukoz fermentasyon
tarzina, arginin par¢alanmasi gibi 6zelliklerin incelenmesini igeren fenotipik 6zelliklere

dayanmaktadir (Axelsson 2004).



1.1.1. Lactobacillus cinsi bakteriler

Lactobacillus, LAB’lerinin en 6nemli cinslerinden biridir. 80’den fazla Lactobacillus
tiirli bulunmakta, bunlarin yaklasik 19 tanesi siit tirlinlerinde kullanilmaktadir. Peynir,
yogurt, fermente siit gibi ¢ig siit ve siit iirlinlerinde dogal olarak bulunabilecegi gibi,
teknolojik nedenlerle veya tiiketiciye saglik yarar1 saglamak amaciyla ilave
edilebilmektedirler (Coueret et al. 2003).

Lactobacillus cinsinin iiyeleri; spor olusturmayan, hareketsiz, fermentatif, anaerobik veya
aerotolerans, asidik ya da asidofilikdir. Karmasik besinsel gereksinimlere (6rnegin;
karbonhidrat, aminoasitler, peptitler, yag asidi esterleri, tuzlar, niikleik asit tiirevleri ve
vitaminler gibi) sahiptir (Hammes and VVogel 1995). Hiicrelerin sekli ¢ok kisa gubuktan
(neredeyse kokoid) ¢cok uzun cubuga kadar degisir, ince ya da orta derecede kalin,
cogunlukla egri, tek hiicre ya da kisa veyahut uzun zincirler seklinde goriilebilmektedir.
2-53 °C arasinda geligebilirken optimal gelisme sicakliklar1 30-40°C arasindadir. pH 3-8
araliginda gelisebilmektedirler (Pot et al. 2014).

Carr et al. (2002) tarafindan bildirildigine gore Orla-Jensen’in 1919 yilinda yaptigi
orijinal siniflandirmada Laktobasiller glukoz fermentasyonu sirasinda olusturduklar
laktik asit miktarina dayanarak Betabacteria, Streptobacteria ve Thermobacteria olmak
tizere ii¢ gruba ayrilmistir. Betabacteria grubu (Lb. sanfrancisco, Lb. fermentum, Lb.
reuteri vd.) heterofermentatif ve glukozdan CO: olusturabilmektedir ayrica arginini de
hidrolize edebilme yetenegine sahiptir. Streptobacteria (Lb. plantarum, Lb. sake, Lb.
casei vb.) grubu heterofermentatif fakat gukozdan CO: iiretemez. Thermobacteria grubu
(Lb. delbrueckii, Lb. acidiphilus, Lb. bulgaricus vb.) ise homofermentatiftir ve
digerlerinden farkli olarak arginini hidrolize edemezler (Schillinger and Liicke 1987,
Priest 1996; Carr et al. 2002; Jay et al 2005). Giiniimiizde Thermobacteria Grup | olarak
kullanilmaktadir ve Grup I glukozu fermente ederek laktik asit iireten pentoz ve glukanati
fermente edemeyen obligat homofermentatif laktobasillerden (Lb. acidophilus, Lb.
helveticus, Lb. delbrueckii vb.) olusur. Grup 2 fakiiltatif heterofermentatif, hekzosu

fermente edebilen, glukanattan gaz olusturabilen fakat glukozdan olusturamayan



laktobasilleri (Lb. casei ve Lb. plantarum vb) igerir. Grup 3 ise obligat heterofermentatif,
heksoz fermentasyonu sonucu laktik asit, asetik asit ve/veya etanol ve CO2 olusturabilen
laktobasillerdir (Lb. sanfrancisco) (Stiles and Holzapfel 1997). Lactobacillus tiirlerinin

siniflandirmasi Cizelge 1.2°de gosterilmistir.

Cizelge 1.2. Lactobacilus tiirlerinin gruplandirilmasi (Ray and Bhunia 2016)

Ozellikler Grup I | Grup Il | Grup Il
(Thermobacteria) (Streptobacterium) (Betabacterium)
Karbonhidrat | Kuvvetli Fakiiltatif Kuvvetli
Fermentasyonu | homofermentatif Heterofermentatif heterofermentatif
Karbonhidrat | Laktat Laktat ya da Laktat, | Laktat,  asetat,
fermentasyonu asetat, etanol, COg, | etanol ve CO2
sonucu olusan format
trtinler
Pentoz - " b
fermentasyonu
Temsil  eden | Lb. delbrueckii | Lb. casei ssp. casei Lb. fermentum
tirler subps. delbrueckii | Lb. casei ssp. rhamnosus | Lb. divergens
Lb. delbrueckii | Lb. casel ssp. | Lb. kefir
subsp. bulgaricus | pseudoplanatarum Lb. confuses
Lb. delbrueckii | Lb. plantarum Lb. brevis
subps. lactis Lb. curvatus Lb. sanfrancisco
Lb. leichmannii Lb. sake Lb. reuteri
Lb. acidophilus
Lb. helveticus

Biiyiik cogunlugu glikoz, galaktoz, mannoz, sakkaroz, arabinoz, maltoz, laktoz, salisin ve
rafinozu kullanarak; bir kismi da sorbitol, mannitol, dekstrin, gliserol ve ksilozu
kullanarak asit olusturabilmektedir. Ramnoz, nisasta ve iniilini, ¢ogunlukla, fermente

edememektedirler. %5,5 tuz konsantrasyonunda gelisebilmektedirler. Termal olim
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sicakligr 65-75°C'de 15 dakikadir. Siit, peynir, tereyagi, kefir, fermente patates, misir,
salatalik tursusu, domates tursusu vb. gidalardan izole edilebilmektedir (Pederson 1938).

Tabiatta yaygin olarak, bitkiler, sebzeler, hububat, tohumlar, islenmis ve ¢ig siit, siit
iirlinleri, islenmis ve ¢ig et, et {iriinleri ve fermente sebzelerde bazi tiirleri ise insan ve

hayvanlar1 sindirim sisteminde bulunabilmektedir (Ray and Bhunia 2016).

Cok sayida tiirden sadece bir kismi1 kontrollii fermentasyonda kullanilirken; digerlerinin
gidalarin dogal fermentasyonla iiretilmesinde rol aldig1 bilinmektedir. Yogurt ve peynir
gibi siit tirtinlerinin fermentasyonunda Lb. delbrueckii subps. bulgaricus starter kiiltiir
olarak kullanilirken Lb. acidophilus ve Lb. reuteri yararli bagirsak mikroorganizmasi
olarak bilinmektedir. Ayrica Lb. acidophihus ve Lb. casei ssp. casei de bircok fermente
slit {irtinlerinin Uiretiminde starter olarak gérev yapmaktadir. Lb. plantarum ve Lb.
curvatus birgok sebze ve et tiriinliniin fermentasyonunda kullanilmaktadir. Lb. kefir etnik
fermente eksi bir siit Uirlinii olan kefirin fermentasyonunda 6nemlidir (Sagdi¢c ve Arici

2011; Ray and Bhunia 2016).

1.1.2. Streptococcus cinsi bakteriler

du Toit et al. 2014 tarafindan bildiridigine gore ilk kez yaralarla iliskili Streptokoklart
Billroth 1874 yilinda rapor etmis ve Streptococcus jenerik ismi ilk kez Rosenbach
tarafindan 1884 yilinda yara enfeksiyonlari ile iliskili zincir olusturan kok sekilli
bakterileri tanimlamak i¢in kullanilmistir ve ilk olarak Str. pyogenes tiirii belirlenmistir.
Daha sonraki yillarda mastitis olan ineklerden ve zatiirre olan insanlardan izole edilmistir.

Bilinen tiirlerinin bazilar1 insan ve hayvanlarda patojendir (Sun et al. 2014).

Streptococcus cinsi bakteriler genellikle sivi besiyerinde gelistiklerinde zincirler ya da
ciftler olarak diizenlenmis, gram pozitif, kiiresel veya oval hiicrelerden olusur. Bu koklar
fakdiltatif anaerob, spor olusturmayan, katalaz negatif, homofermentatiftirler (Hardie and
Whiley 1995). Streptokoklar komplex besinlere gereksinim duyarlar ve hayvanlarin

dokular1 ve bagirsak yollar, siit, siit tirlinleri, bitkisel materyaller ve diger gidalar dahil
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olmak {izere iyi bir karbonhidrat ve protein kaynagi olan ortamlarda gelisirler (Stiles and
Holzapfel 1997). Bazen gelismeleri i¢in ilave CO2’ye ihtiyag gosterirler. Ayrica pH’daki
ani diisiis bu bakterileri inhibe etmektedir. Optimal gelisme sicakliklar1 37°C’dir ve
gelisebildikleri maximum ve minumun sicakliklar oldukga farklilik gosterir (Sun et al.

2014).

Bugiine kadar 60’dan fazla Streptococcus tiirii kesfedilmistir. Bilinen tiirlerin bazilarini;
Str. agalactiae, Str. anginosus, Str. constellatus ssp. pharynges, Str. dysgalactiae ssp.
equisimilis, Str. equi ssp. equi, Str. equi ssp. zooepidemicus, Str. gordonii, Str.
gallolyticus ssp. gallolyticus, Str. infantarius ssp. infantarius, Str. iniae, Str. intermedius,
Str. lutetiensis, Str. macedonicus, Str. mitis, Str. mutans, Str. oralis, Str. oligofermentans,
Str. parasanguinis, Str. parauberis, Str. pasteurianus, Str. pneumoniae, Str. pyogenes,
Str. salivarius, Str. sanguinis, Str. suis, Str. thermophilus, Str. uberis olusturmaktadir
(Sun et al. 2014).

Sherman siniflandirmasina gore Streptokoklar laktik, viridans, phyogenik ve enterokok
(fekal) olmak iizere 4 gruba ayrilir. Bu gruplandirma 10-45°C’de gelisme, 60°C’de 30
dakika hayatta kalabilme, pH 9,6’da gelisebilme, %0,1 metilen mavisinde ve %6,5 tuz
konsantrasyonunda yasayabilme, peptondan amonyak iiretebilme yeteneklerine
dayanmaktadir (Whiley and Beighton 1998).

Viridans grup; Str. salivarus, Str. equimus, Str. bovis ve Str. thermophilus gibi tiirleri
icermektedir. Str. thermophilus, yogurt ve peynir gibi fermente siit iiriinlerinin iiretiminde
fermentasyondan sorumlu starter mikroorganizmalardan bir tanesidir. Yiksek
sicakliklarda tireyebilir, ancak termofil degil termoduriktir. Pastorizasyon sicakligindan
etkilenmeyebilir. Bu nedenle pastorize siitlerde Str. thermophilus’a rastlanabilmektedir
(Halkman 1991, Stiles and Holzapfel 1997; du Toit et al. 2014).

Str. feacalis ve Str. durans (faecium) enterokok grubunun tiyeleridir. Hayvan ve insan
diskisinda bulunur. Bu sebeple son zamanlarda siit iirlinlerinde fekal kontaminasyon

indikatorii olarak 6nemi artmistir (Halkman 1991).
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Phyogenik (irin olusturan) tiirler insan ve hayvan patojeni olan tiirleri igerir. Bunlar Str.

pyogenes, Str. mastiditis, Str. equi gibi tiirlerdir (Whiley and Beighton 1998).

Laktik grup Streptokoklar1 ise; Str. lactis, Str. cremoris ve Str. diacetylactis’i
kapsamaktadir. Optimum tireme sicakliklar1 28°C’dir. Str. lactis ve Str. cremoris birgok
peynirin; Str. diacetylactis ve Str. cremoris tereyag iiretiminde starter kiiltlir olarak
kullanilmaktadir. Str. diacetylactis, Str. lactis’in tiim 6zelliklerini tasir, Str. lactis’ten tek
farki ise sitrati fermente ederek CO2, asetoin ve diasetil olusturmasidir. Diasetil

tereyaginin hos kokusunu veren maddedir (Halkman 1991).

1.2. Yogurtta Starter Kiiltiir Olarak Kullanilan Laktik Asit Bakterileri

1.2.1. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricurs, Lactobacillus delbrueckii cinsinin bir tiyesidir. Bu
grup, daha onceleri Lb. delbrueckii, Lb. leichmani, Lb. lactis ve Lb. bulgaricus olmak
tizere benzer fenotipleri olan dort tiirden olusmaktaydi. Bunun yaninda, %80’in tizerinde
DNA homolojisi, onlarin ii¢ alt tiire sahip tek bir tiir olarak yeniden siniflandirilmasini
saglamigtir. Bunlardan biri Lb. lactis ve Lb. leichmanii’yi iceren Lb. delbrueckii ssp.
lactis’tir. Kalan iki tiir ise; Lb. delbruecki subsp. delbrueckii ve Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus’tur (Limsowtin et al 2002). Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus’un elektron

mikroskobundaki goriintiisti Sekil 1.1°de verilmistir.
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Sekil 1.1. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus’un elektron mikroskobundaki goriintiisii
(Tamime and Robinson 2007)

L. delbrueckii subsp. bulgaricus’un genel karaktaristik 6zellikleri;

e 05-0, 8den 2-9 pum’ye kadar degisebilen uzunlukta, yuvarlak uglu c¢ubuk
seklindedir.

e Tekli, ikili veya zincir formda bulunabilen cubuk seklinde, gram pozitif,
haraketsizdir ve spor olusturmaz.

e Homofermentatiftir, son tiriin olarak D (-) laktik asit {iretir.

e Katalaz negatiftir.

e Sitokrom bulundurmaz.

e Anaerobiktir.

e  Gelisme sicakligi minimum 22°C, maksimum ise 50-55°C ve optimum 45°C’dir.

e  Optimum gelisme pH’s1 5,2-5,5 arasindadir.

e Laktoz, frilktoz ve glukozu fermente eder.

e Arginini kullanamaz (Zourari et al. 1992; Yilmaz ve Temiz 2003; Ozer 2006).

Lb. bulgaricusun bazi suslari ekzopolisakkarit sentezleme yetenegine sahiptir (EPS*
suslar). Gelisimleri i¢in niasin ve pantotanik asite gereksinim gostermektedir (Hammes

and Vogel 1995). Proteolitik aktivitesi Str. thermophilus’a gore daha yiiksektir ve bu
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bakterinin ihtiya¢ duydugu esansiyel amino asitleri iiretme yetenegine sahiptir (Rajagopal
and Sandine 1990). Laktobasillerin proteolitik sistemleri, farkl1 hiicresel lokasyona sahip
proteinaz ve peptidaz enzimlerini icermektedir. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus’un
proteinazlar1 hiicre duvarinda bulunur, sicaklik ve biiyiime evresine gore diizenlenir.
Biiylime sirasinda ana aminoasit kaynagi kazeindir. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus’un
yiiksek proteolitik aktivitesi yogurt i¢cin 6nemlidir. Ciinkii bu bakteri tarafindan tiretilen
peptidler Str. thermophilus’un gelismesi ic¢in elzemdir. Proteinaz aktivitesi yiiksek

olmasina karsin peptidaz aktivitesi siirlidir (Robinson 2002).

1.2.2. Str. thermophilus

Bu bakteri ilk kez Orla-Jensen tarafindan 1919’da bir laktik streprtokok olarak
tanimlanmistir (Farrow and Collins 1984). Streptococcus cinsi igindeki tek starter siit
streptokokudur. DNA-DNA homolojisi ve membran yag asidi ¢alismalarina gore
aragtirmacilar, Orla-Jensen (1931) tarafindan rapor edilen Str. thermophilus’un
taksonomik durumu, bu organizma ve Str. salivarus arasindaki yakin iligki nedeniyle
tartigma konusu olmus ve Str. salivarus subsp. thermophilus olarak yeniden
siniflandirmay1 diisiinmiiglerdir. Bunun yaninda; Str. thermophilus ve Str. salivarus ayni
ekolojik nis i¢inde yer almaz ve ¢ok sayida fizyolojik farkliliga sahiptir. 1987 yilinda Str.
thermophilus, daha karmasik homoloji ¢alismalari ve biiyiik fenotipik farkliliklar nedeni
ile tekrar tiir seviyesine indirilmistir (Tamime and Robinson 1999; Zirnstein and Hutkins
1999). Str. Thermophilus’un elektron mikroskobundaki goriintiisii Sekil 1.2°de

verilmistir.
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Sekil 1.2. Str. thermophilus’un elektron mikroskobundaki goriintiisii (Durso and Hotkins
2003)

S. thermophilus’un genel karakteristikleri;

Gram pozitiftir.

0,7-0,9 um capinda genellikle diplokok seklinde olup, asitligi artmis kiiltiirlerde

zincirler halinde bulunur.

Homofermentatiftir, son iiriin olarak L (+) laktik asit olusturur.
Fakiiltatif anaerobtiktir.

Katalaz negatiftir.

Sitokrom bulundurmaz.

Gelisme sicakligt minimum 20-25°C ve maksimum 50-52°C ve optimum 40-

45°C°dir. 15°C’de gelisme gostermezken 45°C’de gelisebilmektedir.

pH 9,6’da ve %0,1 metilen mavisi ¢6zeltisinde gelisme gostermez.
%2 tuzlu ortamda gelistigi halde daha yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasayamaz.
Arginin aminoasitinden amonyak olusturmaz.

Rafinoz, ksiloz ve arabinozdan asit liretmezken; laktoz, sukroz, glukoz ve friikktozdan

asit tiretebilmektedir.

Diger laktik bakterilere oranla antibiyotiklere oldukca duyarlidir.
Optimum pH’s1 5,5°tir. Son gelisme pH’s1 glukoz buyyonda 4,0-4,5tir (Kilig 2010).
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Bazi suslar1 EPS iiretir. Genellikle meyveli ve aromal1 yogurtlar, ayran ve diger siit igeren
icecekler hazirlanirken EPS olusturan Str. thermophilus suslari kullanilmaktadir. EPS’ler
suda ¢Oziiniirler. Bu sebeple meyveli ve aromali yogurtlarda viskoz yap1 ve ayranda daha
fazla akic1 yap1 saglanmasi1 amaciyla kiiltiir bakterilerinin belli oranda EPS iireten suslari

tercih edilmektedir (Kilig 2010).

Gelismeleri i¢in B vitaminleri ve bazi aminoasitlere gereksinim gosterir. Genelde
proteolitik ve lipolitik aktivitesi diisiiktiir. B1, B2, B12, nikotinamid, pridoksal ve folik asit
gibi kompleks B vitaminleri gelismeleri i¢in ¢ok dnemli ve gereklidir. Thtiya¢ duydugu
aminoasitler ise; glutamik asit, histidin, sistein, metiyonin, valin, 16sin, izoldsin, triptofan,

arginin ve tirozindir (Tamime and Robinson 1999; Kili¢ 2010).

Siitte dogal olarak bulunan serbest aminoasitler gelisimleri icin yeterli degildir. Gerekli
olan serbest aminoasitler, 1s1l islem sirasinda ya da Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus’un
proteolitik aktivitesi sonucu amino amino asitler tarafindan saglanmaktadir (Pearce and

Flint 1999).

1.2.3. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ve Str. thermophilus’un birlikte gelismesi

Binlerce yildir yogurt dretiminde Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ve Str.
thermophilus’un karisik kiiltiirleri kullanilmaktadir. Bu iki bakteri siitte simbiyotik olarak
gelisir ve bu iligki iki tiir arasindaki metabolik uyuma dayanir (Halkman 1991; Robinson
2002). Bu iki tiriin simbiyotik iliskisi “protokooperasyon” adiyla da anilmaktadir
(Sieuwerts et al. 2008).

Yogurt kiiltiirii siite ilave edildiginde, ortamin asitliginin diisiik olmas1 nedeniyle Str.
thermophilus, baslangigta Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus’tan daha hizli gelisir ve
laktik asit iliretmeye baglar. Bunun yaninda iire, formik asit ve CO2’yi olusturur (Shah
2003; Kilig 2010). Str. thermophilus tarafindan iiretilen formik asit Lb. bulgaricus’un
gelisimine destek olmaktadir (Zourzri et al. 1992; Settachaimongkon et al. 2014). Formik

asite ek olarak, Str. thermophilus tarafindan iiretilen bazi bilesenler de Lb. bulgaricus’un
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gelisimini desteklemektedir. Lb. bulgaricus’un gelisimini destekleyen 6nemli diger bir
faktor de Str. thermophilus’un iire metabolizmasi sonucu agiga ¢ikan CO2’dir (Routray
and Mishra 2011). Lb. bulgaricus’un optimum seviyede laktik asit tiretimi i¢in ihtiyag
duyulan CO: konsantrasyonu 30 mg/kg’in iizerindedir. Str. thermophilus, Lb.
bulgaricus’un laktik asit tretimi igin ihtiyag duydugu miktardan daha fazla CO>

tiretebilme yetenegine sahiptir (Tinson et al. 1982).

Ortamun asitligi Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus’un gelisimi i¢in uygun hale gelince bu
bakteri gelisme ve ¢ogalmaya baslar (Kilig 2010). Bununla birlikte basillerin metabolik
faaliyetleri de Str. thermophilus’un gelisimini destekler. Str. thermophilus, gelismis bir
proteolitik aktiviteye sahip olmadigindan gelisimi i¢in gerekli amino asit ve peptidleri
tiretememektedir (Sieuwerts et al. 2008). Buna karsin Lb. bulgaricus, Str.
thermophilus’un gereksinim duydugu valin basta olmak iizere esansiyel amino asitleri
tiretmek i¢in siit proteinlerini hidrolize eden hiicre dis1 proteazlar salgilar (Shah 2003).
Str. thermophilus’un bazi suslar1 gelisebilmek igin valin, glisin ve histidine ihtiyag
gostermektedir. Bunlarin diginda siitiin dogal yapisinda bulunan di- ve oligopeptidler Str.
thermophilus tarafindan  gelisimini desteklemek amaciyla kullanilabilmektedir
(Nakamura et al. 1991).

Simbiyotik gelisme igin en uygun gelisme sicakligi 42°C’dir. Str. thermophilus’un
optimum gelisme sicakligi 37°C iken, L. bulgaricus’un optimum gelisme sicakligi
45°C’dir. Inkiibasyon sicakligi 42°C’nin iizerine ¢ikinca laktobasillerin gelismesi tesvik
edilirken, bu sicakhigin altinda streptokoklarin gelisimi hizlanmaktadir. Inkiibasyon
sicakliginin degisimi kok/basil oraninda sapmalara neden olmaktadir. Optimum yogurt

aromasi i¢in bu oranin 1:1 olmas1 gerekmektedir (Shah 2003).

Kazein pihtilasmas: pH 4,4’te tamamlanir ve boylece yogurt pihtist son seklini alir.
Yogurdun istenilen 6zelliklere sahip olabilmesi i¢in bu iki bakteri tiiriiniin kiiltiirdeki
oranlari, 6zellikleri, siite asilanma miktarlari, inkiibasyon siiresi ile inkiibasyon sicakligi

onemli rol oynamaktadir (Kili¢ 2010).
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1.3. EPS’lerin Genel Ozellikleri ve EPS Ureten Laktik Asit Bakterileri

EPS’ler; D-glikoz, D-galaktoz, L-ramnoz ya da nadiren N-asetilglikozamin, N-
asetilgalaktozamin ve glukoronik asit igeren birimlerin tekrarlanmasi ile olusan yapilardir
(Duboc and Mollet 2001). EPS’ler mikroorganizmalar tarafindan salgilanan yiiksek
molekiil agirligina sahip, geri doniisebilen ve ¢evre dostu olan dogal bilesiklerdir.
Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen EPS’ler hiicre i¢i, hiicre duvari ve hiicre dig1
olarak farkli gesitler gosterebilmektedir. Mikrobiyal polisakkaritler; 1) hiicre i¢in karbon
ve enerji depolama islevinden sorumlu olan intraseliiler polisakkaritler, 2) hiicre
duvarinin ayrilmaz bileseni olan lipopolisakkarit ve teoik asit gibi hiicre yapilarinin
bileseni olan yapisal polisakkaritler ve 3) EPS’ler olarak adlandirilan ekstraseliiler
polisakkaritler olmak iizere ii¢ gruba ayrilir (Iyer et al. 2005). Bu maddeler
mikroorganizmalari su kaybina, fagositoza, fajlara, antibiyotiklere, toksik maddelere ve
ozmotik strese kars1 korumakla gorevlidirler (Ruas-Madiedo et al. 2002). EPS’lerin diger
onemli ozellikleri; bakterinin yiizeye tutunmasinda yapistirict (slime) fonksiyona sahip
olmasi ve biyofilm olusturmada etkili olmasidir. Tim bu 6zellikler EPS {ireten bir
bakteriye bulundugu ortamda stabil olarak kalabilme ve baskin olarak biiyiime 6zelligi

kazandirmaktadir (Stiles and Holzapfel 1997).

Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen EPS’ler homopolisakkaritler (seliiloz, dekstran,
mutan, alternan, pullulan, levan ve curdlan) ve heteropolisakkaritler olmak {izere ikiye
ayrilirlar. Homopolisakkaritler (HoPS) tek tip monosakkaritlerden meydana gelirken
heteropolisakkaritler (HePS), oligosakkaritlerin ¢oklu kopyalarindan olusmaktadir
(Welman and Maddox 2003).

HoPS’ler; dort guruba ayrilmaktadir. Bunlar; a-D-glukanlar, B-D-glukanlar, fruktanlar ve
poligalaktanlar’dir. HoPS’lerden a-D-glukanlar (yani dekstranlar), Leu. mesenteroides
subsp. mesenteroides, Leu. mesenteroides subsp. dextranicum, Str. mutans ve Str.
sobrinus; B-D-glukanlar Streptococcus spp. ve Pediococcus spp.; fruktanlar ise Str.
salivarius tarafindan tretilirler (De Vuyst and Degeest 1999). HePS’ler ise mezofilik

(Lac. lactis, Lb. sakei, Lb. rhamnosus, Lb. casei vb.) ve termofilik (Lb. acidophilus, Lb.
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delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. helveticus, Str. thermophilus vb.) LAB’leri tarafindan
uretilmektedir  (Vaningelgem et al. 2004). LAB’leri tarafindan iiretilen

homopolisakkaritler Cizelge 1.3’te gosterilmistir.

Cizelge 1.3. LAB’leri tarafindan iiretilen homopolisakkaritler (Ruas-Madiedo et al. 2002)

Ekzopolisakkarit Bakteri

a-D-glukanlar

Dekstran Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides
Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum
Mutan Streptococcus salivarus
Streptococcus mutans
Alternan Leuconostoc mesenteroides

B-D-glukanlar

Pediococcus spp.

Streptococcus spp.

Fruktanlar
Levanlar Streptococcus salivarus
Iniilin benzerleri Streptococcus mutans

Poligalaktanlar

Lactococcus lactis ssp. Lactis

EPS tireten LAB’leri Cizelge 1.4’te gosterilmektedir.
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Cizelge 1.4. Ekzopolisakkarit tiretebilen laktik asit bakterileri (Milci ve Yaygin 2005)

Laktik Asit Bakterileri

Lactobacillus cinsi | Streptococcus cinsi | Lactococcus cinsi | Leuconostoc cinsi

Lb. hilgardii Str. mutans Lac. lactis subsp. | Leu. mesenteroides
Lb. casei Str. subrinus lactis subsp. ceremois
Lb. helveticus Str. thermophilus Lac. lactis subsp. | Leu. mesenteroides
Lb. delbrueckii cremoris subsp.

subsp. lactis mesenteroides

Lb. delbrueckii

subsp. bulgaricus

EPS olusumunda; UDP-glukoz dehidrogenaz, glukozil-transferaz, galaktozil-transferaz 1
ve 2, polimeraz gibi gorev yapan ve polisakkarit sentezine has olmayan bir¢ok gorev
almaktadir. EPS sentezi hem hiicre disinda hem de membranda gergeklesebilmektedir
(Y1lmaz ve Celik 2007).

EPS formlar1 hiicre duvar ile birlesmis olarak bulunabilen kapsiiler veya ¢ogunlukla
hiicre duvar1 disinda biriken ve kiiltiir ortamina yayilan bagimsiz salgilar seklinde iiretilen
yapilardir. In vitro ¢alismalarda EPS’lerin varlig1 kat1 besi ortamlarinda mukoid koloni,
stvi besi ortamlarinda ise oldukga viskoz bir goriiniim ile tespit edilmektedir (Gugliandolo

et al. 2003).

EPS’ler tekstil, petrol aritma, madencilik, endiistriyel atik aritma, eczacilik, kozmetik ve
gida sanayisi gibi bir¢ok calisma alaninda kullanilmaktadir (Freitas et al. 2011). EPS’ler
gida sanayinde jellestirme, kivam artirma, emiilsifiye etme, su baglama gibi etkilerinden

dolay1 6zellikle tercih edilmektedir (Nwodo et al. 2012; Surayot et al. 2014).
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1.3.1. EPS iiretimini etkileyen faktorler

Polisakkarit sentezlenmesi bakteri suslariin iiremeleri esnasinda susa ve tireme evresinin
farkli basamaklarina gore degisen kosullarda olusabilmektedir (Y1lmaz ve Yuval1 Celik
2007). EPS iiretimi ile bakteriyel lireme yakindan iliskilidir. Optimum kosullar altinda
EPS iiretimi yiiksek seviyeye ulagmaktadir. LAB tarafindan iiretilen EPS’ler, besiyerine
karbonhidrat, azot kaynagi, vitamin, tuz gibi maddelerin ilavesi gibi biiyiime ortami
kompozisyonundan ve bunun yaninda inkiibasyon sicakligi ve siiresi, oksijen seviyesi,
pH gibi faktorlerden etkilenmektedir (De Vuyst and Degeest 1999; Grosu-Tudor and
Zamfir 2014).

Mozzi et al. (1995) tarafindan yapilan ¢alismada, LAB’lerinin tirettigi EPS’lere sicakligin
etkisinin incelenmistir. Bu amagla Lb. acidophilus 30°C, 37°C ve 42°C’de 24 saatlik
inkiibasyona birakilmis ve bu siirenin sonunda EPS iiretimleri incelenmistir. Inkiibasyon
sonunda 37°C ve 42°C’de EPS iiretiminin yiiksek, 30°C’de ise ¢ok daha diisiik oldugu
tespit edilmistir. Genel olarak, EPS iiretimi ile optimum gelisme sicaklig1 arasinda bir

korelasyon oldugunu bildirmistir.

Stres kosullart altinda EPS firetimi artmaktadir (Soyugok vd 2016). Grosu-Tudor ve
Zamfir (2014), ortama farkli konsantrasyonlarda NaCl stres faktorii olarak ilave
edildiginde EPS iretimindeki degismeyi incelemistir. 28°C’de NaCl (%1, %3 ve %5)
varliginda tim suslarin iyi gelisme gosterdigi goézlemlenirken, %5 NaCl
konsantrasyonunda 28°C’de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan Leuc. mesenteroides
subps. pseudomesenteroides 406 susunun optimum sartlarla kiyaslandiginda EPS
iiretiminin daha fazla oldugu, bununla birlikte biyokiitle iiretiminde en diisiik seviyelere

ulasildig1 belirtilmistir.

1.3.2. EPS’lerin gida teknolojisi acisindan 6nemi

EPS’ler; kivam artirici, su baglayici, jellestirici, emiilsifiye edici ve stabilize etme

Ozellikleri nedeniyle gida sanayinde kullanilmaktadir (Nwodo et al. 2012; Surayot et al.
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2014). Ayrica son yillarda EPS’lerin gidalarda yag ve sekerlerin yerine gecebilecegi
lizerine arastirmalarin sayist artmistir (Sandoval-Castilla et al. 2004). Siit triinlerinde
arzulanan tekstiir ve stabilitenin saglanmasi amaciyla bitkisel ve hayvansal kaynakl katk1
maddelerine alternatif olarak EPS kulanimi 6nerilebilmektedir (Oluk ve Giiven 2015).
LAB’leri tarafindan iiretilen EPS’ler Genel Olarak Giivenli (GRAS) kabul edilir ve basta
stit enddistrisi olmak {iizere, et ve sebze gibi birgok gidanin fermentasyonunda biiyiik
oranda kullanilmaktadir (Kleerebezem and Hugenholtz 2003; Welman and Maddox
2003).

EPS’ler siit endiistrisinde baslica; katki maddelerinin kullanimini kisitlamak, yogurdun
viskozitesini iyilestirmek, doku ve aromayi arttirmak, sinerezisin 6niine gegmek amaciyla

kullanilmaktadirlar (Patel and Prajapati 2013).

EPS iireten Str. thermophilus ve Lb. bulgaricus suslar1 yapiin diizenlenmesi, viskozite
ve su tutma kapasitesinin gelistirilmesi ve serum ayrilmasini azaltmak amaci ile yogurt
tiretiminde starter olarak siklikla kullanilmaktadir (Hess et al. 1997; Ruas-Madiedo et al.
2002). Heteropolisakkaritler bunun yaninda son iriiniin tekstiiriinii, stabilitesini, tat ve

aromasini da olumlu yonde degistirecek etkiye sahiptirler (Duboc and Mollet 2001).

Pihtiy1 giliclendirmek amaciyla meyveli yogurt lretiminde de EPS ireten suslar
kullanilabilmektedir (Milci ve Yaygin 2005). Ayrica EPS’lerin su tutma 6zelliginin ¢ok
iyi olmasi sebebiyle oOzellikle diisiik yagl peynirlerin fonksiyonel &zelliklerinin
gelistirmek amaciyla peynir teknolojisinde de biiyiik oneme sahiptir (Broadbent et al.
2001). Diisiik yag icerigi bulunan peynirlerde yap1 sert ve lastifimsi bir 0Ozellik
kazanmakta ve peynirin erimesi i¢in ihtiya¢ duyulan 1s1 artmaktadir (Low et al. 1998). Bu
da Mozeralla benzeri peynirler i¢in biiylik bir dezavantajtir. Mozeralla peynirinin
tiretiminde EPS kullanildiginda peynirin fonksiyonel 6zellikleri diizelmekte ve peynirin
verimliliginde biiyiik 6l¢iide artis gozlemlenmektedir. Bunun yaninda mukoz yapida EPS
tireten starterlerin kullanilmasi halinde peynir yapimi sirasinda EPS’lerin bir kisminin
seruma gecerek peyniraltt suyunun viskozitesini arttirmasi peynir teknolojisinde bu

bakterilerin kullanimini kisitlamaktadir. Bununla birlikte kapsiil formunda EPS iceren
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starterler herhangi bir probleme neden olmamaktadir (Petersen et al. 2000; Broadbent et
al. 2001).

EPS’ler teknolojik olarak ¢ogunlukla yogurt ve peynir iiretiminin yani sira kefir, eksi
hamur gibi diger bir takim fermente iriinlerin baz1 6zelliklerini iyilestirilmesinde de
kullanilmaktadir (Obert 1984). Dekstran Leu. mesenteroides tarafindan iiretilmekte ve
firincilik sektoriinde katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Patel and Prajapati 2013).
EPS ilavesi hamurda glutenin yumusamasi, tekstiiriin gelismesi, raf dmriiniin uzamasi ve
son triinde hacim artig1 gibi olumlu degisikliklere neden olmaktadir (Madhuri and
Prabhakar 2014).

Renk, doku, lezzet ve koku gibi sucugun en 6nemli teknolojik 6zellikleri fermentasyon
kosullar1 (fermentasyon sicakligi ve siiresi vb.)’nin yaninda antimikrobiyal 6zellikleri ve
EPS iiretim 6zelliklerine bagl olarak starter kiiltiir kullanimindan etkilenmektedir (Dertli

vd 2016).

Teknolojik 6zelliklerinin yan1 sira LAB tarafindan {iretilen EPS’lerin insan sagligi
tizerine de faydali etkileri bulunmaktadir (Duboc and Mollet 2001). EPS’lerin bagisiklik
sistemini destekleme, kolesterolii diigiirme, antiiilser ve antitiimor etkisinin oldugu

belirtilmistir (Soyugok vd 2016).

1.4. Real-Time PCR Yoéntemi ile Analiz

Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) teknigi, niikleik asitlerin miktarinin
tespit edilmesinde kullanilmaktadir (Giinel 2007). PCR yonteminde verimin diismesine
neden olan reaksiyon devam ederken kimyasal maddelerin miktarinda azalma olmasi,
primerler i¢in amplikasyonlar arasinda rekabet olusmasi ve dongii sayisi arttikca
polimeraz enziminin aktivitesinin yok olmaya baglamasi gibi olumsuzluklar1 ortadan
kaldirabilmek amaciyla RT-PCR gelistirilmis ve yaygin olarak kullanilmaya

baslanmistir. Hiicre konsantrasyonlarinin ¢ok az olmasi durumunda bile nicel saptama
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imkan1 saglamasi ve ¢ok hizli olmasi bu yontemin diger bir takim avantajlar1 arasindadir

(Ozatay 2012).

RT-PCR, DNA iiriinleri olusumu ve DNA ¢ogaltimimin ayni tiipte belirlenebildigi bir
metoddur (Giinel 2007). Bu yontemde, amplikasyon dongiilerinin herbiri i¢in verdigi
floresans ol¢iilmekte ve floresans miktarindaki artist grafik haline dontistiirerek miktarin
tespit edilmesi saglanmaktadir. Boylece, RT-PCR sonucunda elde edilen DNA
fragmanlar1 PCR islemi esnasinda analiz edilmektedir. RT-PCR metodu genel olarak iki
farkli temele dayanmaktadir. Birincisinde cihazin tespit edebilecegi ve olusan
amplikonlara baglandiginda Sybr-Green gibi 1s1ma veren boyalarin kullanilmasidir. Diger
metodda ise iki tane prob kullanilmaktadir. Bunlardan bir tanesi DNA pargasinin ucuna
baglanan floresan isaretsiz primer, digeri ise ortasina baglanan isaretli primerdir.
Polimerizasyon islemi isaretsiz primerden baslar ve bu sirada isaretli primer DNA
parcasindan ayrilir ve ortama atilir. Isaretli primer’in ortamda serbest kalmas: ile floresan
parlama meydana gelir. Parlamaya hassas bir kamera ile floresandaki artis tespit edilir ve
bu artisin bir egri olarak bilgisayara aktarilmasi ile sonuglar goriintiilenebilmektedir (Lee
et al. 1993; Valasek and Repa 2015). RT-PCR’daki sinyaller, meydana gelen PCR
triinlerinin miktar1 ile orantilidir. Kantitatif bilgilere DNA miktarinin logaritmik bir
sekilde arttig1 dongiiler sayesinde ulasilir. Bu metod ile ¢ok kisa siirelerde sonuca

ulasilabilir (Ozatay 2012).

Bugiin gen ifadesinin analizi, patojen mikroorganizmalarin tespiti, DNA hasarlarinin
saptanmasi, mRNA’y1 sayisal olarak belirleyebilme, SNP analizi, kromozom

bozukluklarinin tespiti gibi pek ¢ok alanda RT-PCR kullanilabilmektedir (Gtinel 2007)
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2. KAYNAK OZETi

Sagdi¢ vd (2002) tarafindan, farkli tereyaglarindan izole edilen Str. salivarius subsp.
thermophilus izolatlarmin 0,58- 0,97 g/100 mL, Streptococcus sp. izolatlarinin 0,68-0,94
0/100 mL, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus izolatlarmin 0,65- 1,19 g/100 mL, Lb. casei
subsp. casei izolatlarrmin 0,35- 0,82 g/100 mL, Lb. paracasei subsp. paracasei
izolatlarinin 0,62-0,87 g/100 mL, Leu. pseudomesenteroide suslarinin 0,29-0,45 g/100 Ml

laktik asit tirettikleri belirlenmistir.

Ayhan vd (2005) tarafindan vyiiriitilen ¢alismada, 29 ¢ig siit 6rneginden 30 S.
thermophilus susu, 70 ¢ig siit 6rneginden ise 24 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susu
izole edilmis ve bu suslarin ticari olarak 6nemli 6zellikleri incelenmistir. Bu amagla
koklara 10°C ve 45°C, pH 9.6, %4,5 ve %6,5 tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme
ozellikleri test edilmistir. izolatlarin hepsi 45°C’de gelisirken, 10°C’de higbir izolatta
gelisme gozlemlenmemistir. Ayrica, izolatlar %4,5 tuz konsantrasyonunda zayif da olsa
gelisme gosterirken, %6,5 NaCl konsantrasyonunda ve pH 9,6 degerinde gelisme
olmadig1 belirlenmistir. Asit olusturma yeteneklerinin ise ticari kok izolatlarinda 3 sus
hari¢ 0,95-1,50 ¢/100 mL arasinda oldugu, yerli izolatlarda ise 0,35-1,0 g/100 mL
arasinda degistigi belirtilmistir. Bazi yerli izolatlarin ticari izolatlardan daha yiiksek asit
olusturma yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir. Yerli ve ticari Laktobasil izolatlari
arasinda asit olusturma yetenekleri agisindan biiyiik farkliliklar gozlemlenmekle birlikte,
baz ticari suslar 1,0-1,5 g/100 mL gibi yiiksek asit olusturma yetenegi gosterirken, yerli
suslarin bu kadar yiiksek degerler vermedigi belirlenlenmistir. Fakat 3 adet Laktobasil
izolatinin 0,80-0,90 g/100 mL asit {irettigi saptanmuistir.

Ertekin (2007) tarafindan yapilan caligmada ise, farkli gidalardan izole edilen Lb.
plantarum suslarinin 1. giiniin sonuda 1,24- 2,04 g/100 mL laktik asit {iretip pH’y1 3,45-
4,02’ye diistirdiigii, 2. giliniin sonunda ise 1,43- 2,06 g/mL laktik asit olusturup pH’y1 ise
3,50-3,85’¢ diistirdiigii belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada 1. giiniin sonunda Lb. helveticus
susunun 1,01 g/100 mL, Lb. lactis subsp. lactis’in 0,83 g/100 mL, Lb. pentosus susunun
1,85 ¢g/100 mL, Lb. brevis suslarmin 0,65-1,30 g/100 mL, Lb. curvatus suslarinin 1,80-
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1,93 g/100 mL, Lb. salivarus susunun 1,33 g/ 100 mL, Lb. acidophilus susunun ise 0,55
9/100 mL laktik asit {irettigi 2. giiniin sonunda ise Lb. helveticus’un 1,46 g/100 mL, Lac.
lactis subsp. lactis’in 0,95 g/100 mL, Lb. pentosus susunun 1,65 g/100 mL, Lb.brevis
suslarinin 0,96-1,24 g /100 mL, Lb. curvatus suslarmin 1,52- 2,09 ¢/100 mL, Lb.
salivarus susunun 1,95 g/100 mL, Lb. acidophilus susunun 0,61 g/100 mL laktik asit

irettigi belirlenmistir.

Erkus (2007) tarafindan yiiriitiilen ve yogurt starter bakterilerinin fenotipik ve genotipik
ozelliklerinin belirlenmesine yonelik ¢aligmada; kullanilan 14 adet yogurt 6rneginin 13
adedi Toros Bolgesinden, 1 adedi ise Adana’dan temin edilmistir. Toplanan yogurt
numunelerinden izole edilen yogurt starter bakterilerine biyokimyasal tanimlama
amaciyla gram boyama, farkli NaCl konsantrasyonlarinda ve farkli sicaklik degerlerinde
gelisebilme ve glukozdan gaz olusturma yetenekleri incelenmistir. Koklarin sadece 2
tanesinin %2 NaCl konsantrasyonuna karsi direngli oldugu, %4 NaCl konsantrasyonuna
kars1 ise biitiin kok izolatlarinin hassas oldugu belirlenmistir. Basil izolatlarin ise %4 ve
%6,5 NaCl konsantrasyonlarinda gelisme yetenekleri izlenmistir. Sadece 1 izolatin %4
NaCl konsantrasyonuna karsi direng gosterdigi ve higbir izolatin %6,5 NaCl
konsantrasyonunda gelismedigi saptanmistir. Ayrica farkli sicakliklarda gelisme
yetenekleri incelenmis ve Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus izolatlarmin 15°C’de
gelisemeyip, 45°C’de gelistikleri; Str. thermophilus izolatlarinin ise 10°C’de gelisme
gostermeyip 45°C’de gelisebildikleri tespit edilmistir. Bununla birlikte hicbir izolat

glukozdan gaz olusturmamustir.

Michaylova et al. (2007) yiiriittigi calismada, Bulgaristandaki bazi bitkilerden elde
edilen 20 adet Str. thermophilus ve 20 adet Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus izolatlarinin
karakterizasyonunu belirlemeyi amaglamislardir. zolatlarin asit olusturma yeteneklerinin
belirlenmesi amaciyla SMY medium’a %1 oraninda inokiile edilmis ve 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun 16 ve 40. saatlerinde 0,1 NaOH ile fenolfitaleyn
indikatorliigiinde titrasyon yapilmistir. Str. thermophilus izolatlarinin inkiibasyonun ilk
16 saatinde 0,85-1,10 g/100 mL asit iirettikleri ve pH degerlerinin 4,01-4,58 arasinda

o

degistigi; inkiibasyondan 40 saat sonra ise 0,85-1,28 g/100 mL asit drettigi ve pH
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degerlerinin 3,50-3,79 arasinda oldugu bildirilmistir. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
izolatlarmin inkiibasyonunun 16. saatinde ise 1,08-1,59 g/100 mL asit tirettikleri ve pH
degerlerinin 3,67-4,18 arasinda oldugu; 40. saatte ise 1,43-2,03 g/100 mL asit iirettikleri
ve pH degerlerinin 3,50-3,79 araliginda degisim gosterdigi belirtilmistir.

Con ve Karasu (2009) tarafindan tursu ve fermente yesil zeytinden Lb. plantarum ve Lb.
pentosus suslar1 izole edilmis ve bu suslarin asit {iretimi laktik asit cinsinden
incelenmistir. izole edilen Lb. plantarum ve Lb. pentosus suslarinin 1,60-1,95 g/100 mL

seviyesinde laktik asit tiretildigi bildirilmistir.

Terzic-Vidojevic et al. (2009) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada Azerbaycan’dan toplanan
geleneksel siit tirtinlerinden (2 adet peynir, 3 adet yogurt numunesinden) izole edilen
LAB’lerin fenotipik ve genotipik 6zelliklerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Izole edilen
suslarin Lb. brevis (9), Lb. fermentum (1), Lb. plantarum (11), Lb. paracasei (5), Lb.
paraplantarum (1), Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (5), Lb. delbrueckii (1), Str.
thermophilus (1), E. faecium (8) oldugu tespit edilmis olup 4 adet LAB izolati
tanimlanamamustir. Fenotipik 0zelliklerin belirlenmesi amaciyla farkli sicakliklarda
gelisme yeteneginin incelendigi analizlerde tiim izolatlarin 30°C’de gelistigi ve 45°C’de
ise Lb. paracasei, Lb. paraplantarum ve Str. thermophilus haricindeki izolatlarin gelistigi
belirtilmistir. %4 ve %6 NaCl konsantrasyonunda Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Str.

thermophilus ve tanimlanamayan LAB izolatlarinda gelisme olmadigi tespit edilmistir.

Azadnia and Khan Nazer (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada, iran’mn Fars vilayetindeki
farkli bolgelerden toplanan igilebilir yogurt oOrneklerinden izole edilen LAB’nin
tanilanmas1 amaciyla morfolojik, kiiltiirel, fizyolojik ve biyokimyasal testler
kullanilmistir. 18 adet igilebilir yogurt 6rneginden toplam 673 LAB izole edilmis ve
bunlarin 144 adetinin Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus oldugu belirlenmistir. izole edilen
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarmin biyokimyasal 6zellikleri incelenmis ve bu
suglarin glukozdan gaz olusturmadigini ve arginini hidrolize edip NHs agiga
cikarmadigini tespit etmislerdir. izole edilen Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarmin

10°C ve 15°C’de gelisme gostermezken 45°C’de gelisme gosterdigi belirtilmistir. %2
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NaCl konsantrasyonunda Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslari gelisme goéstermis,
fakat %3, %4 ve %6,5’te herhangi bir gelisme olmadigi bildirilmistir. Bu suslarin pH 4,5
ve 6,5’te ise gelistigi belirtilmistir.

Ali (2011)’nin yaptig1 c¢alismada, Sudan Khartoun sehrinden toplanan geleneksel
icilebilir yogurt 6rneklerinden izole edilen 303 adet LAB arasindan 94 adetinin Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus oldugu tespit edilmistir. izolatlarin farkli sicaklik
derecelerinde, farkli tuz konsantrasyonlarinda ve farkli pH degerlerinde gelisimi
incelenmistir. L. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarimin 10°C ve 15°C’de gelisme
gostermedigi fakat 45°C’de, pH 4,5 ve 6,5 degerlerinde gelisme gosterdigi belirtilmistir.
Suslarin %2 NaCl konsantrasyonlarinda gelisme gosterirken, %3, %4 ve %6,5 NaCl
konsantrasyonlarinda gelisme gostermedigi bildirilmistir. Ayrica hi¢bir Lb. delbrueckii

subsp. bulgaricus izolatinin arginini pargalayamadigini belirtmistir.

Tangiiler (2010)’in yiiriittiigi caligmada, salgam suyundan Lactobacillus, Pediococus ve
Leuconostoc cinsi bakterileri izole etmistir. Izole edilen bakterilerin farklh pH
degerlerinde gelisimi test edilmistir. Test edilen bakterilerin hepsinin pH 4'te gelisme
gosterdigi, ama hicbir bakteride pH 9,6’da gelisme gozlemlenmedigi belirtilmistir.
Calismada Lb. fermentum, Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. delbrueckii ve Lb. buchneri
kontrol bakterisi olarak denenmistir. Bu bakteriler arasindan yalnizca Lb. buchneri’nin
pH 4,4'te gelisme gosteremedigi, bununla birlikte pH 9,6'da ise higbir bakteride gelisme
olmadig belirtilmistir.

Arslankoz (2011) yaptig1 ¢alismada, %3 tuz konsantrasyonunda tursu kaynakli tim
bakteri izolatlarinin gelisme gosterdigini, %6,5 tuz konsantrasyonunda en 1yi gelismeyi
Lb. plantarum tiirlerinin  gosterdigini, 3 bakterinin gelismedigini; %10 tuz
konsantrasyonunda en iyi gelismeyi P. ethanolidurans ve Lb. plantarum tiirlerinin
gosterdigini, 12 bakterinin gelismedigini; %12 tuz konsantrasyonunda ise P.

ethanolidurans ve Lb. namurensis’in zayif gelisme gosterdigini belirtmistir.
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Ertekin ve Con (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, farkli kaynaklardan izole edilen
LAB’lerinin endiistriyel ve probiyotik ozelliklerinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu
amagla peynir, sucuk, eksi hamur ve tursudan izole edilmis 26 adet LAB ile 6 adet
standart sus kullanilmistir. Yapilan morfolojik testler sonucunda 9 tanesinin kok, 23
tanesinin basil oldugu tespit edilmistir. Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. curvatus tiirlerinin
bir kisminin ve Lb. paracasei ve Lb. lactis’in pH 3’te gelistigi diger tiirlerin gelismedigi;
pH 3,5’te Lac. lactis subsp. lactis ve Lb. helveticus disinda hepsinin gelistigi; pH 9.6’da
ise tiim tiirlerin gelisme gosterdigi belirtilmistir. Izole edilen tiim suslarin %6,5 NaCl
konsantrasyonunda gelisebildigi, %8’de 2 susun gelisme gostermedigi, %9°da ise 3 adet
susta gelisme gozlemlenmedigi bildirilmistir. izolatlarin asit iiretme yeteneklerinin

ortalama %1,81 g/mL oldugu belirtilmistir.

Giindogdu (2016) tarafindan ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen LAB’lerinin, pH 3,9 ve
pH 9,6'da iireme yetenekleri incelenmis ve pH 3,9'da Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paracasei ve Aerococcus viridans tiirleri iyi gelisme gosterirken;
Enterococcus faecalis, Lac. lactis ssp. cremoris ve Leuconostoc tiirlerinin ya zayif
gelisme gosterdigi ya da hi¢ gelisme gostermedigi belirtilmistir. pH 9,6'da ise Lb.
plantarum suslar1 iyi gelisme gosterirken, bazi Lb. paracasei tiirleri ile birlikte bazi
Leuconostoc tiirlerinin ya zayif gelisme gosterdigi ya da hi¢ gelisme gostermedigi

bildirilmistir.

Tokatli vd (2017) geleneksek tursulardan izole ettikleri LAB’leri arasinda, %3 ve %6.5
tuz konsantrasyonunda hepsinin gelistigini, %10 tuz konsantrasyonunda E. casseliflavus,
Lb. brevis suslarinin bir kisminin, Lb. buchneri suslariin, Lb. namurensis susunun ve Lb.
parabrevis’in gelisme gostermedigini; %12 tuz konsantrasyonunda ise P. ethanolidurans

disinda higbir tiiriin gelismedigini belirtmistir.

Degeest and De Vuyst (2000), EPS iiretebilen bes farkli Str. thermophilus susuyla yogurt
iretimi gerceklestirmislerdir. Arastirmada EPS miktari, molekiiler agirliklar1 ve seker
kompozisyonlari ile elde edilen yogurt drneklerinin tekstiirel karakteristikleri arasindaki

iliskiyi incelemiglerdir. Yogurtta EPS miktar1 ve viskozite olarak en yiiksek degerleri Str.
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thermophilus LYO03 ve Str. thermophilus CH101 suslart olustururken, Str. thermophilus
ST 111 ve Str. thermophilus STD suslarmin ise olduk¢a fazla miktarda EPS
olusturmasina ragmen, belirgin bir viskozite degisimi sergilemediklerini bildirmislerdir.
Calisma sonucunda, yiiksek molekiil agirligindaki EPS’lerin  ¢ok  diisiik
konsantrasyonlarda bile yiiksek konsistens degeri gostermelerine ragmen EPS
konsantrasyonunun tekstiir degeri ile bir Kkorelasyon iligkisi kurulamayacagi

bildirmislerdir.

Duboc and Mollet (2001) tarafindan yapilan c¢alismada EPS iiretme yetenegine sahip
oldugu bilinen Lb. helveticus’un Mozerella peynirinde su tutma kapasitesini arttirdigi

bildirilmistir.

Broadbent et al. (2001), EPS iireten Str. thermophilus MR-1C ve Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus MR-1R starterleri ve EPS {iretmeyen kiiltiirlerle irettikleri (kontrol peyniri)
Mozzarella peynirinde tekstiir dzelliklerini incelemislerdir. Sonug olarak EPS iiretme
yetenegine sahip kiiltiirle hazirlanan peynir 6rneklerinin EPS {iretme yetenegine sahip
olmayan kontrol amach {irettikleri peynir 6rnegine gore daha fazla su icerigine ve daha

1yi erime Ozelliklerine sahip olduklarini belirlemislerdir.

Patel and Prajapati (2013)’nin yaptig1 calismada, fermente siit iiriinlerinde EPS
tiretmeyen Lb. bulgaricus’un EPS iiretim kabiliyetine sahip Lb. rhamnosus JAASS ile
kismen veya tamamen yer degistirmesi sonucunda viskozitenin sirastyla %16 ve %21

arttigini, su tutma kapasitesinde ise %2 artis gdzlemlendigini belirmislerdir.

Oluk et al. (2014), EPS iiretim kabiliyeti olan bakteri kiiltiirleriyle Tulum peyniri
iretmigler ve olgunlasma esnasinda wugucu bilesikler ve duyusal 6zellikleri
gozlemlemislerdir. Yapilan arastirma sonucunda, panelistlerce tam yagli ve EPS {ireten
kiiltirlerle yapilan peynirlerin daha ¢ok begenildigi, EPS iireten starter kiiltiirlerin diisiik
yagli Tulum peynirinde kullanilmasi ile de aroma gelisimine olumlu katki1 sagladigini

ortaya koymuslardir.
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Dertli et al. (2016) tarafindan yapilan ¢caligmada, EPS iiretebilen Lb. plantarum 162 R ve
Leu. mesenteroides N6 suslarini kullanarak iiretilmis olan sucugun tekstiirel 6zelliklerinin
EPS iiretebilen suslar sayesinde gelistigi, liretilen sucugun daha siki ve daha az yapiskan

oldugu bildirilmistir.

Son yillarda starter kiiltiir olarak EPS sentezleme 6zelligine sahip suslarin kullanildig:
yogurtlarin reolojik ve tekstiirel 6zellikleri iizerine ¢ok sayida arastirma yapilmistir
(Ruas-Madiedo et al. 2002). Ale et al. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kontrol
grubuna gore 300 mg/L EPS ilave edilerek yapilan yogurtlarda kivam indeksinin (k)
anlamli olarak yiiksek oldugu ve bu degerin zaman iginde artis gosterdigi belirtilmistir.
Ayni ¢alismada 300 mg/L ve 600 mg/L konsantrasyonlarinda EPS igeren yogurtlarin
kontrol grubuna gore daha yiiksek sertlik gdsterdigi (p<<0,05), bunun yaninda 300 mg/L
ve 600 mg/L EPS igeren yogurtlarda sertlik acisindan higbir fark olmadigini
bildirmislerdir. Raf dmriiniin sonunda ise 600 mg/L EPS iceren 6rneklerin, 300 mg/L EPS

iceren ve kontrol grubu 6rneklerine gore daha az sinerezise ugradigini tespit etmislerdir.

Zhang et al. (2016) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise EPS iiretim yetenegi olan bir Lb.
bulgaricus susunun diisiik yag iceren yogurtlarda su tutma kapasitesini gelistirdigini

bildirmislerdir.

Demir vd (2017) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Akdeniz Bolgesindeki ev veya
kiigtik olcekli isletmelerde geleneksel yontemlerle iiretilmis 40 adet yogurt rneginden
izole edilmis 55 adet LAB’nin molekiiler yontemlerle tanimlanmas1 ve bu bakterilerin
EPS iiretimlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Tani testleri sonuglarina gore; bakterilerin
50 tanesinin Lb. bulgaricus, 2’ser tanesinin Lb. helveticus ve E. faecium ve 1 tanesinin
Pediococcus acidilacti olarak tanimlandigi belirtilmistir. Bakterilerin EPS iiretim
miktarlart 5,89 ile 134,60 mg/L arasinda oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda Lb.
bulgaricus La24B, La38A, La4C, Lj40C, Lal4A ve Lj38A’nin en ¢ok EPS iireten suslar
oldugu bildirilmistir.
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Ulkemiz gida sanayi yogun olarak starter kiiltiir kullanmasina ragmen sektoriin ihtiyaci
yurt disindan karsilanmaktadir. Gergeklestirilen ithalat nedeni ile doviz kaybina, ote
yandan kullanilan suglarin farkli gida orjininine sahip olmasi nedeni ile de damak tadi
acisindan da nispeten uyumsuzluklara neden olmaktadir. Bu durum yogurt sektoriinde
daha belirgin olarak dikkat cekmektedir. Yapilan ¢alisma ile Atatiirk Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Gida Miihendisligi Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvarlarinda énceden izolasyon
ve tanilar1 gerceklestirilmis farkli yogurt Orneklerine ait 99 adet sus starter kiiltiir
Ozellikleri ve EPS tiretim yetenekleri agisindan incelenerek degerlendirilmistir. Boylece
tilkemiz yogurt starter kiiltlir sektorii i¢in tiriine yonelik alt yapinin olusturulmasina katki

saglanacaktir.

Bu amacla ilgili suslar farkli pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonlarinda gelisim, asit iiretim
yetenegi ve hizi, arginin hidrolizi ve glikozdan gaz olusturma 6zellikleri agisindan test
edilmistir. Ayrica suslarin, yogurt kivaminda etkili olan EPS diretim karakterleri de

belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada yogurt orjinli Lb. bulgaricus ve Str. thermophilus suslar1 Atatiirk Universitesi
Gida Miihendisligi Boliimii Gida Mikrobiyolojisi Kiiltiir koleksiyonundan temin
edilmistir. [lgi suslarm makroskopik, mikroskobik ve genetik tanilari farkl1 bir arastirma
ile gergeklestirilmistir. Bu amagla 41 adet Lb. bulgaricus ve 58 adet Str. thermophilus

susu kullanilmastir.

3.2. Yontem

3.2.1. Izolatlarn aktivasyonu ve safliklarinin kontrolii

-80°C’de 0,5 ml LB broth (Merck) ve 0,5 mL %20’lik Gliserol (Merck) esliginde
muhafaza edilen izolatlar oncelikli olarak aktiflestirilmistir. Bu amagla MRS (de man,
Rogosa, Sharpe Agar) Agar (Oxoid) ve M17 Agar (Merck) kullanilmis ve ti¢li ¢izim
yontemi ile ekim yapilmistir. Yapilan ekimler sonrasinda MRS Agar anaerob sartlarda
(Anaerocult A, Merck) 37°C’de 2-3 giin, M17 Agar ise aerob sartlarda 37°C’de 1-2 giin
inkiibe edilmistir (Harrigan 1998).

3.2.2. izolatlarin makroskobik ve mikroskobik incelemesi

Mikroskobik incelemenin yapilmas1 amaciyla, lam lizerine incelenmek istenen koloniden
alimmis ve lam lamel arasi preparat hazirlanarak 151k mikroskobunda incelemeler

yapilmis, hiicre sekli kaydedilmistir (Jamaly et al. 2011).
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3.2.3. Arginin hidrolizi

Biitiin izolatlarin argininden amonyak olusturma yeteneklerini belirlemek amaci ile
Amonyum sitrat, glikoz ve et ekstrat1 igermeyen, %0,3 arginin ve amonyum sitrat yerine
%0.2 sodyum sitrat i¢geren modifiye MRS sivi1 besiyeri (1 litre distile suya; 10 g pepton,
4 g maya extrati, 1 ml Tween 80, 2 g KoHPO4, 2 g sodyum sitrat, 0.05 g MnSO4.4H>0,
0.2 g MgS04.7H20) kullanilmistir (Sanchez et al. 2000; Greco et al. 2005; Drosinos et
al. 2007).

MRS agarda 48 saatte gelistirilen kiiltiirler bir 6ze yardimiyla steril fizyolojik tuzlu suyun
bulundugu tiiplere aktarilmis ve McFarland 0,5 yogunluguna ayarlanmistir. Tiiplerden
0,1 mL alinarak, 10 mL modifiye MRS siv1 besiyeri bulunan tiiplere aktarilarak anaerobik
ortamda 30°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmigtir. Amonyak olusumunu tespit etmek igin
Nessler ayiract kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 1 mL Nessler ayiract bulunan
tiplere 1 mL kiiltiir ilave edilmistir. Rengin portakal sarisi- kahverengine doniisiimii
pozitif reaksiyon olarak kabul edilmis olup amonyak olusumunu gostermistir (Carr et al.

2002; Greco et al. 2005; Drosinos et al. 2007).

3.2.4. Glikozdan gaz olusumu

MRS agar besiyerinde 37°C’de 48 saatte gelistirilen kiiltiirler steril fizyolojik tuzlu suyun
bulundugu tiiplere aktarilmis ve McFarland 0,5 yogunluguna ayarlanmistir. Durham
tiipleri bulunan tiiplere 10 ml sitrat igermeyen modifiye MRS broth besiyeri (1 litre distile
suya; 10 g pepton, 8 g lablemcopowder, 4 g maya ekstrati, 20 g glikozi 1 ml Tween 80, 2
g KoHPO4, 5 g sodyum asetat.3H20, 0,05 g MnS04.4H,0, 0,2 g MgS04.7H20) ilave
edilmis ve 121°C*de otoklavda sterilize edilmistir.

Gelistirilen kiiltiirden 0,1 mL alinarak, durham tiipli Sitrat icermeyen modifiye MRS
broth besiyeri bulunan tiiplere aktarilmis ve 30°C‘de anaerobik sartlarda 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda durham tiipleri igerisinde gaz olusumu incelenmistir. Gaz

olusumu izolatin glikozdan CO: f{irettigini ve heterofermentatif gruba ait oldugunu
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gosterirken; gaz olusmamas1 homofermentatif gruba ait oldugunu gostermektedir (Badis
et al. 2004; Simsek vd 2006).

3.2.5. Farkh sicakliklarda gelisme yetenekleri

Basillerin siniflandirilmasinda en ¢ok kullanilan kriterlerden birisi 15°C ve 45°C’de
gelisebilme yetenekleridir (Hammes and Vogel 1995). Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus,
15°C’de gelisemezken 45°C’de gelisebilmektedir. Kok izolatlarinin siniflandirilmasi i¢in
10°C ve 45°C’de gelisebilme yetenekleri kullanilmaktadir. Str. thermophilus, 10°C
gelisemez fakat 45°C’de gelisebilmektedir (Erkus 2017). Bu amagla, MRS broth (Merck)
ve M17 broth (Merck) besiyerlerine 6ze ile asilama yapilmistir. Analiz edilecek sicaklik
degerlerinde (10°C, 15°C ve 45°C) 7 giin inkiibasyona birakilmistir (Hébert et al. 2000;
Simsek vd 2006; Kostinek et al. 2007; Terzic-Vidojevic 2009). Inkiibasyon amaciyla
96’lik plateler kullanilmig olup (Sekil 3.1) okumalar plate reader’da (Epoch, BioTek),
600 nm absorbans degerlerine gore yapilmistir. Absorbans degerlerine gore gelisim
oranlari tespit edilmistir. Analiz sonuglarina gore; kor numune ile ayn1 absorbansi veren
suslar -, <1 absorbans gosteren suslat +, 1-1,5 arasinda absorbans gosteren suslar ++, >1,5

absorbans gosterenler ise +++ olarak degerlendirilmistir.

(S \)Qu\/\ f\ X
XX OO0 X))
X OO

Sekil 3.1. Farkli sicaklik derecelerinde gelisme yetenegi testinde kullanilan plate
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3.2.6. Farkh pH degerlerinde gelisme yetenekleri

37°C’de 48 saat boyunca MRS agar besiyerinde gelistirilen laktobasil kiiltiirleri ve M17
agar besiyerinde gelistirilen streptokok kiiltiirleri bir 6ze yardimiyla streril fizyolojik

tuzlu suya aktarilmis ve McFarland 0,5 yogunluguna ayarlanmustir.

LAB’lerinin farkli pH degerlerinde geligsmelerini gbzlemleyebilmek amaciyla MRS ve
M17 broth besiyerlerinin pH degerleri 0,1 N HCI ve 1 N NaOH kullanilarak pH 2,5, pH
3,9, pH 5, pH 8,5 ve pH 9,6 olarak ayarlanmistir. pH ayarlamasi yapilan besiyerlerine 2
tekerriirlii olacak sekilde inokiilasyon gerceklestirilmistir. 30°C’de 48 saat gelismeye
birakilmistir (Kask et al. 2003; Papamanoli 2003; Tangiiler 2009; Terzic-Vidojevic 2009;
Giindogdmu 2016). Inkiibasyon amaciyla 96’lik plateler kullanilmis olup (Sekil 3.2)
okumalar plate reader’da (Epoch, BioTek) yapilarak absorbans degerlerine gore gelisim
oranlar tespit edilmistir. Analiz sonuglarina gore; kor numune ile ayn1 absorbansi veren
suslar -, <1 absorbans gosteren suslat +, 1-1,5 arasinda absorbans gosteren suslar ++, >1,5

absorbans gosterenler ise +++ olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.2. Farkli pH degerlerinde gelisme yetenegi testinde kullanilan plate
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3.2.7. Farkh tuz konsantrasyonlarindaki gelisme yetenekleri

37°C’de 48 saat boyunca MRS agar besiyerinde gelistirilen laktobasil kiiltiirleri ve M17
agar besiyerinde gelistirilen streptokok kiiltlirleri bir 6ze yardimiyla streril fizyolojik

tuzlu suya aktarilmis ve McFarland 0,5 yogunluguna ayarlanmstir.

LAB’lerinin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme 6zelliklerini gézlemleyebilmek igin
MRS broth (Merck) ve M17 broth (Merck) besiyerlerinin konsantrasyonlart %6,5, %10
ve %12 olacak sekilde NaCl eklenmis ve 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Farkli tuz
konsantrasyonlarina ayarlanmis besiyerlerine herbiri 2 tekerriirlii olacak sekilde agilama
yapilarak, 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir (Kask et al. 2003; Papamanoli 2003;
Randazzo et al. 2004; Terzic-Vidojevic 2009). Inkiibasyon amaciyla 96’lik plateler
kullanilmig olup okumalar plate reader’da (Epoch, BioTek) gergeklestirilmistir.
Absorbans degerlerine gore gelisim oranlar1 gézlemlenmistir. Analiz sonuglarina gore;
kor numune ile ayni absorbansi veren suslar -, <l absorbans gosteren suslat +, 1-1,5
arasinda absorbans gosteren suslar ++, >1,5 absorbans gosterenler ise +++ olarak

degerlendirilmistir.

3.2.8. Laktik asit bakterilerinin asit iiretme yetenekleri ve hiz belirlenmesi

37°C’de 48 saat boyunca MRS agar besiyerinde gelistirilen laktobasil kiiltiirleri ve M17
agar besiyerinde gelistirilen streptokok kiiltiirleri bir 6ze yardimiyla streril fizyolojik

tuzlu suya aktarilmig ve McFarland 0,5 yogunluguna ayarlanmistir.

LAB’lerinin asit liretme yeteneklerini tespit etmek amaciyla; 20 ml steril MRS broth
(Merck) ve M17 broth (Merck) besiyerlerine 0,5 McFarland yogunluguna ayarlanmis
izolattan 0,5 mL asilanmis ve 30°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 12, 24,
48 saatlerinde 0,5 ml drnek almmustir. Orneklerin iizerine 40 mL saf su eklenmis ve 2-3
damla %1’lik fenolfitaleyn (Merck) indikatorii esliginde, ayarli 0,01 N NaOH (Merck)

ile hafif pembe renk olusuncaya kadar titre edilmis ve harcanan alkali miktar1 tespit
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edilmistir (V). Toplam asitlik hesaplanarak % laktik asit cinsinden ifade edilmistir (Bulut
2003).

% asitlik:% .100

V: Titrasyonda harcanan NaOH miktar1 (mL)
F: Titrasyonda kullanilan bazin normalitesi
E: 1 ml NaOH’1n es degeri asit miktar1 (g)
Laktik asit icin E= 0,09 g

m: Ornek miktar1 (mL)

3.2.9. EPS iiretiminin Real-Time PCR yontemi ile belirlenmesi

3.2.9.a. izolatlardan DNA izolasyonu

Saf su icerisine aktarilarak -20°C’de bekletilen kiiltiir soliisyonundan 100 pL alinip 1,5
mL’lik ependorflara ilave edilmis ve kiiltiir soliisyonuna 500 pL streil saf su eklenmistir.
Elde edilen siispansiyon 5000xg’de 3 dakika santrifiij uygulanarak 3 kere fosfat tamponu
ile yitkanmustir. Yikama sonrasi bakteri slispansiyonuna 0,5 mL 6 M iire ve 0,1 mL %10
SDS eklenerek 37°C’de 20 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ornekler 95°C’de 5 dakika
bekletildikten sonra 8000xg’de 25°C’de 10 dakika santrifiij islemi uygulanmistir.
Santrifiij isleminin bitiminde silipernatant ayrilarak atilmigtir. Daha sonra pellet lizerine
0,1 mL 0,2 N NaOH ilave edilerek 37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Hiicre
yikintilarinin (debris) uzaklastirilmasi i¢in uygulanan 3000xg’de 25°C’de 3 dakika
santrifiij isleminin sonunda siipernatant uzaklastirilmistir. DNA’nin saflastirilmasi
maksadiyla 2,5 hacim alkol eklenerek -20°C’de 2 saat bekletilmistir. Bu islemin ardindan
132000xg’de 4°C’de 15 dakika santrifiij ve %70’lik etanol ile yikama islemleri
uygulanmistir. Oda sicakliginda DNA pelleti kurutulduktan sonra 20 uL Tris EDTA (TE)
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tamponu ile tekrar siispanse edilmis ve RT-PCR islemi i¢in hazir hale getirilmistir (Singh

and Ramesh 2009).

DNA izolasyonu sonucu elde edilen template DNA’larin RT-PCR isleminde kullanilmak
tizere kalitelerinin belirlenmesi amaciyla 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda tespit edilen
absorbans degerlerinin oranlar1 dikkate alinmistir. Bu maksatla Take3 aparat1 esliginde

Epoch (Biotek) cihazindan faydalanilmstir.

3.2.9.b. RT-PCR teknigi

Bakterilerin EPS iiretim yetenegini tespit etmek amaciyla RT-PCR cihazindan
yararlanilmistir. DNA izolasyonunun ardindan 25ul toplam reaksiyon hacmini
hazirlamak i¢in 12.5 pL master mix (Qiagene), 0.2 pL forward ve revers primer
kullanilmis ve kalip DNA 50 ng/uL olacak sekilde ilave edilmistir (Gtilliice 2009).
Reaksiyon hacmi safsu kullanilarak 25pl’ye tamamlanmistir. Denemede EPS iiretim
kabiliyetini  belirleyebilmek  amaciyla  Bact-a-F-36-TCATTTTATTCGTAAAA
CCTCAATTGYGARYTNCC ve Bact-a-R-27 AATATTATTACGACCTSWNAY

YTGC CA forward ve revers primerleri kullanilmistir (Provencher et al. 2003).

Amplifikasyon islemi i¢in; 95°C’de 10 dakika ilk denatiirasyon, 40 dongii olacak sekilde
95°C’de 20 saniye denatiirasyon, 60.5°C’de 60 saniye annealing, 72°C’de 90 saniye
uzama ve 72°C’de 10 dakika son uzama olacak sekilde bir protokol uygulanmistir (Yildiz
et al. 2001; Dertli 2014).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Calismada Atatiirk Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Gida Mikrobiyolojisi Kiiltiir
Koleksiyonundan temin edilen yogurt orijinli 99 izolat kullanilmistir. Kullanilan 99
izolatin 41’1 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, 58’i ise Str. thermophilus’tur. Kullanilan
izolatlara ait arginin hidrolizi, glukozdan gaz olusturma, farkli sicaklik derecelerinde,
farkli NaCl konsantrasyonlarinda, farkli pH degerlerinde gelisim, asit {iretme yetenekleri

ve EPS iiretme kabiliyetlerine iligskin sonuglar asagida sunulmustur.

4.1. Biyokimyasal Ozellikler

Analiz edilen laktik koklara uygulanan hiicre morfolojisi, farkli sicaklik derecelerinde,
farkli tuz konsantrasyonlarinda ve farkli pH degerlerinde gelisme yeteneklerine ait test

sonuclar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Deneme kapsamindaki Str. thermophilus suslarinin 10°C, 15°C ve 45°C’de gelisme
yetenekleri test edilmistir. Str. thermophilus suslarindan higbirinde 10°C’de gelisme
gozlenmemistir. 15°C’de suslarda %8,6 (5 adet)’sinda zayif gelisme oldugu, suslarin
%91,4 (53 adet)’liniin ise gelisme gostermedigi saptanmistir. Denenen Str. thermophilus
suslarinin hepsi 45°C’de gelismis olup, bunlarin %53,4 (31 adet)’tiniin ¢ok iyi, %46,6 (27
adet)’sinin 1yi tiremis oldugu gozlemlenmistir. 45°C’de en 1yi gelismenin 47S1 susuna ait

oldugu tespit edilmistir.

Farklt NaCl konsantrasyonlarina dayaniklilik agisindan Str. thermophilus suslarindan
%22,4 (13 adet)’ti farkli konsantrasyonlarda dayaniklilik gostermistir. Farkli NaCl
konsantrasyonlarinda gelisim yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla %6,5, %10 ve %12
olmak tizere li¢ farkli konsantrasyonda NaCl iceren besiyerleri kullanilmistir. %6,5 NaCl
konsantrasyonunda Str. thermophilus suslarinin %1,7 (1 adet)’si ¢ok iyi tireme, %1,7 (1
adet)’si iyi tireme, %19 (11 adet)’u zayif iireme gostermis, %77,6 (45 adet)’sinda ise

tireme olmamistir. %10 ve %12 NaCl konsantrasyonunda gelisme olmamis ve tiim
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suslarin %10 ve %12 konsantrasyonlarina hassas oldugu tespit edilmistir. Farkli tuz
konsantrasyonlarinda denenen suslardan en iyi gelismeyi 11S2 susunun gosterdigi

saptanmistir.

58 adet Str. thermophilus susu farkli pH degerlerinde gelisme yetenekleri agisindan
incelenmistir. Farkli pH degerelerinde gelisim 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla pH
2,5, 3,9, 5,0, 8,5 ve 9,6’ya ayarlanmis besiyerleri kullanilmistir. Test edilen hig¢bir Str.
thermophilus susunun pH 2,5’da gelisme yetenegine sahip olmadigi gozlemlendi. pH
3,9°da gelisme yetenekleri incelenen suslardan %12,1 (7 adet)’inin iyi, %1,7 (1
adet)’sinin zayif gelisme gosterdigi bulunmustur. pH 5°te ise koklarin  %12,1 (7
adet)’inin ¢ok iyi, %87,9 (51 adet)’unun iyi gelisme gosterdigi saptanmistir. pH 8,5 ve

9,6’da, denenen suslarin herhangi bir gelisme gostermedigi ortaya konulmustur.

Cizelge 4.1. Str. thermophilus suslarinin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Farkh Farkh tuz | Farkhh pH degerlerinde
sicakliklarda konsantras- gelisim
= gelisim (°C) yonlarinda
< gelisim (%)
- v O
= 5 “g
S 2 S (10 [15 [45 |6,5]10 |12 |25 |39 |50 ]85 |96
1S1 Streptokok | - - 4+ - - - . . +
1S3 Streptokok | - - ++ - - - . R +
2S1 Streptokok | - - ++ - - - - N .
2S3 Streptokok | - - 4+ - - - . . +
4S1 Streptokok | - - ++ + - - . . +
552 Streptokok | - - 4+ - - - . . ++
5S3 Streptokok | - + ++ - - - - - —+
6S1 Streptokok | - - ++ - - - - - i+
6S2 Streptokok | - - 4+ - - - . . ++
9S3 Streptokok | - - +H+ - - - . . +
10S1 | Streptokok | - - o+ - - - . . +
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11S1 | Streptokok +H+ +
11S2 | Streptokok | 4+ S+
12S1 | Streptokok |+ 4t
14S2 | Streptokok ++ +
15S1 | Streptokok +++ ++
1554 | Streptokok ++ -+
16S1 | Streptokok +H+ +
17S2 | Streptokok ++ +
17S3 | Streptokok ++ -+
18S2 | Streptokok 4+ +
18S3 | Streptokok 4+ ++
19S1 | Streptokok +H+ St
19S3 | Streptokok +H+ |+ ++
20S1 | Streptokok +4 St
20S3 | Streptokok i+ +
20S4 | Streptokok 4+ +
20S6 | Streptokok ++ +
26S1 | Streptokok 4+ +
30S1 | Streptokok 4+ +
30S4 | Streptokok - + =+ | 4+
30S5 | Streptokok 4+ +
31S1 | Streptokok +H+ |+ ++ | ++
33S2 | Streptokok ++ +
35S1 | Streptokok ++ +
35S2 | Streptokok ++ + ++
37S1 | Streptokok ++ + ++ | o+
37S2 | Streptokok ++ +
38S2 | Streptokok ++ ++
39S1 | Streptokok ++ ++




43

Cizelge 4.1. (devam)

40S1 | Streptokok +H+ . - . . - +
41S2 | Streptokok | - - ++ - - - . - +
42S1 | Streptokok | - - ++ - : - - .
42S3 | Streptokok | - - ++ y i - - .
43S2 | Streptokok | - - ++ + - - . ++ | ++
44S1 | Streptokok | - - |+ |- : I P
44S2 | Streptokok - +H+ - - - . + | ++
45S1 | Streptokok | - + | - - - . - | 4t
46S2 | Streptokok | - - ++ P - - z . +
47S1 | Streptokok | - - ++ - B - . |+t
47S2 | Streptokok | - < ++ - - - - N .
48S1 | Streptokok | - 2 +H+ - - - . . +
48S2 | Streptokok | - - +H+ |+ - - Y ++ | ++
48S3 | Streptokok | - - HH+ |+ - - - ++ | ++
4854 | Streptokok | - - o+ + - - . . +
48S5 | Streptokok | - - 4+ - - - . R +
23M1 | Streptokok | - - ++ - - - - N
41M1 | Streptokok | - - ++ - - - - - ++

- - Ureme goriilmemistir (Absorbans degeri=kér numune)

+ : Zayif iireme (Absorbans degeri <1)

++ : Iyi iireme (1<Aborbans degeri<l1,5)

+++ 1 Cok iyi tireme (1,5 < Aborbans degeri)

Analiz edilen Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarina ait biyokimyasal test sonuglari

Cizelge 4.2°de verilmistir.

Deneme kapsamindaki Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin 10°C, 15°C ve
45°C’de gelisme yetenekleri test edilmistir. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin
hicbiri 10°C’de gelisme gostermemistir. 15°C’de ise sadece 1 tane susun zayif gelisme
gosterdigi saptanmistir. 45°C’de gelisim 6zellikleri incelenen basil suslarin bu sicaklik

derecesinde iyi gelisim gosterdigi, bu sicaklikta suslarin %56,1 (23 adet)’inin ¢ok iyi,



44

%43,9 (18 adet)’unun ise iyi bir sekilde gelisme yetenegi oldugu tespit edilmistir. Tim

suslar arasindan 45°C’de en iyi gelisim 6zelligine sahip olanin 50M1 oldugu saptanmuistir.

41 adet Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susuna ait farkli NaCl konsantrasyonlarinda
gelisim yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla %6,5, %10 ve %12 olmak {izere ii¢ farkh
konsantrasyonda NaCl iceren besiyerleri kullanilmistir. Higbir Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus susunun %6,5, %10 ve %12 NaCl konsantrasyonlarinda iiremedigi, suslarin

s0z konusu NaCl konsantrasyonlarina karsi hassas oldugu tespit edilmistir.

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslar1 farkli pH degerlerinde gelisme yetenekleri
acisindan incelenmistir. Farkli pH degerlerinde gelisim o6zelliklerinin incelenmesi
amaciyla pH 2,5, 3,9, 5,0, 8,5 ve 9,6 ya ayarlanmis besiyerleri kullanilmistir. Kullanilan
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin pH 2,5’¢ karsi hassas oldugu
gozlemlenmistir. Suslarin %4,9 (2 adet)’u pH 3,9°da iyi, %12,2 (5 adet)’si zayif lireme
gostermis, %84,2 (32 adet)’sinde ise tireme goriillmemistir. pH 5’te suslarin %12,2 (5
adet)’sinde ¢ok iyi, %87,8 (36 adet)’inde Iyi tireme goriilmistir. pH 8,5 ve pH 9,6

degerlerinde basil suslarin higbirinde tireme olmadigi saptanmustir.

Cizelge 4.2. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslara ait morfolojik ve biyokimyasal
ozellikler

= | ~ | Farkh Farkh  tuz | Farkh pH degerlerinde
S| & | sicakhklar- | konsantras- i
°10 gelisim
D B | € 4| da gelisim | yonlarinda
= T| 8 gl (o . .
S | Z|SE o gelisim (%)
- v O =| o=
s =t Elxs
) = O > =S5
- == <|OO|10]15] 45 |65 [10[12] 25|39 |50 85 ] 96
5M1 | Basil - - = -] - - - ++
5M4 | Basil - - = -] - - - ++
6M1 | Basil - - = -] - - - ++
6M2 | Basil - - = -] - - - ++
™M1 Basil - - - - +++ - - - - - +++
8M1 | Basil - - = -] - - - ++
8M4 | Basil - - - - | - - | - - - ++
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Cizelge 4.2. (devam)

9M1 | Basil - - - - ++ - - - - - ++ - -
9M2 Basil - - - - ++ - - - - + ++ - -
9M3 Basil - - - - ++ - - - - - ++ - -
9M4 Basil - - - - ++ - - - - + ++ - R
10M1 | Basil - - - S - - - - + ++ - R
10M2 | Basil - - - - +++ - - - - ++ ++ - -
10M5 | Basil - - - + | +++ - - - - - ++ - -
10M6 | Basil - - e - -] - - - ++ - -
11M1 | Basil - - - - ++ - - - - - ++ - -
11M2 | Basil - - - - |+ - - - - - ++ - -
11M5 | Basil - - - - |+ - - - - - ++ - -
12M1 | Basil - - e - -4 - + ++ - -
12M2 | Basil - - I I - - - - - ++ - -
25M2 | Basil - = - - |+ - - E - - ++ - -
25M3 | Basil > 4 - - ++ . - - - - ++ - -
26M1 | Basil = - N - - | - - - +++ - -
26M2 | Basil + r - -dNET+ E - - 9 - ++ - -
27M3 | Basil - - - - ++ - - - - _ ++ _ -
27M5 | Basil - - 2 - ++ - - : - k. ++ _ -
28M1 | Basil - - - -] 4+ - - |- - - ++ - -
29M1 | Basil - - - - |+t - - | - - - ++ - -
33M1 | Basil + - - - |+ - - - - ++ | -+ - -
35M2 | Basil - - - [ - - - - _ ++ _ -
37M1 | Basil - - - - ++ - - - - - ++ - -
40M1 | Basil - - - - |+ - - - - - ++ - -
40M2 | Basil - - - - |+ - - - - - ++ - -
46M1 | Basil - - - - ++ - - - - - ++ - -
47M1 | Basil - - e - -] - - - +++ - -
50M1 | Basil - - - - |+ - - - - - ++ - -
8S1 Basil - - - - ++ - - - - - +++ - -
8S2 Basil - - - - ++ - - - - _ ++ _ -
21S1 | Basil - - - - |+t - - | - - - ++ - _
2252 | Basil - - - - |+ - - - - - ++ - _
23S2 | Basil - - - - ++ - - - - + ++ i _

- Ureme goriilmemistir (Absorbans degeri=koér numune)
+ Zayif tireme (Absorbans degeri <1)

++ lyi iireme (1<Aborbans degeri<1,5)

+++ Cok iyi tireme (1,5 < Aborbans degeri)

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin hepsi glukozdan gaz olusumu testine tabi
tutulmus ve test tiipleri incelenmistir. Suslarin higbirinde Durham tiiplerinde gaz olusumu

gozlemlenmemistir. Elde edilen sonuglara gore test edilen Lb. delbrueckii subsp.
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bulgaricus suslarinin hepsinin homofermentatif oldugu tespit edilmistir. Glukozdan gaz

olusturma test sonuglarina ait tiipler Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. Glukozdan gaz olusumu test sonuglari

Analiz edilen 41 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susundan %4,9 (2 adet)’unun
argininden NHs olusturdugu, %95,1 (39 adet)’inde ise herhangi bir reaksiyon olmadigi
tespit edilmistir. Arginin hidrolizi testi yapilan ve pozitif sonu¢ veren 26M2 (solda) ve

negatif sonug veren SOM1 (sagda) suslara ait test tiipleri Sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.2. Arginin hidrolizi testi yapilan ve pozitif sonug veren 26M2 (solda) ve negatif
sonug veren SOM1 (sagda) suslari
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Azadnia and Khan Nazer (2009) tarafindan yapilan calismada, iran’in Fars vilayetindeki
farkli bolgelerden toplanan igilebilir yogurt 6rneklerinden izole edilen 673 LAB’den
144’tniin Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus oldugunu tespit etmistir. Arastiricilar izole
edilen suslarin glukozdan gaz olusturmadigini ve arginini hidrolize edip NHsz agiga
¢ikarmadigini tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizla karsilastirildiginda Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus suslarinin homofermentatif olmasi uygunluk gosterirken, ¢alismamizda
arginini hidrolize ederek NH3 a¢iga ¢ikarabilme yetenegine sahip 2 adet Lb. delbrueckii

subsp. bulgaricus susu tespit edilmistir.

Nigam et al. (2012) ¢alismalarinda ¢ig siit, lor peyniri, domates ve dosadan izole edilen
4 LAB izolatmin (Lb. salivarus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. fermentum, Lb.
acidophilus) antimikrobiyal aktivitelerini belirlemeyi amaglamislardir. Calismada izole
edilen Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus izolatinin 15°C ve 45°C’de gelistigi, ayrica
argininden NHs olusturdugunun gézlemlendigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda da
argininden NHz olusturan 2 adet Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susu oldugu

gbzlemlenmistir.

Erkus (2007) tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada, 13 adedi Toros Bolgesinden, 1 adedi ise
Adana’dan toplanan 14 yogurt numunesinden 68 kok ve 71 basil izolat1 elde edilmistir.
Elde edilen 139 izolatin farkli NaCl konsantrasyonlarinda ve farkl sicaklik degerlerinde
gelisebilme ve glukozdan gaz olusturma yetenekleri incelenmistir. Koklarin sadece 2
tanesinin %2 NaCl konsantrasyonuna kars1 direngli oldugu, %4 NaCl konsantrasyonuna
karsi ise biitiin kok izolatlarinin hassas oldugu belirlenmistir. Basil izolatlarin ise %4 ve
%6,5 NaCl konsantrasyonlarinda gelisme yetenekleri izlenmistir. Sadece 1 izolatin %4
NaCl konsantrasyonuna karsi direng gosterdigi ve higbir izolatin %6,5 NaCl
konsantrasyonunda gelismedigi saptanmistir. Ayrica suglarin farkli sicakliklarda gelisme
yetenekleri incelenmis ve Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus izolatlarmin 15°C’de
gelisemeyip, 45°C’de gelistikleri; Str. thermophilus izolatlarinin ise 10°C’de gelisme
gostermeyip 45°C’de gelisebildikleri tespit edilmistir. Bununla birlikte hicbir izolat
glukozdan gaz olusturmamistir. Bizim ¢alismamiz farkli sicaklik derecelerinde gelisim

ve glukozdan gaz olusturma yetenekleri agisindan bu ¢alismayla uygunluk
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gostermektedir. Calismamizda siirpriz bir sekilde 1 adet Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
susu 15°C’de zayif gelisme gostermistir. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisim
yetenekleri agisindan buldugumuz sonuglar ise c¢alismadaki Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus suslari ile uygunluk gosterirken, bizim ¢alismamizda denenen Str.
thermophilus suslarmin bir kisminin %6,5 NaCl konsantrasyonunu tolere edebildigi

gozlemlenmistr.

Ali (2011)’nin yaptigi calismada, Sudan Khartoun sehrinden toplanan geleneksel
icilebilir yogurt orneklerinden izole edilen 303 adet LAB arasindan 94 adetinin Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin farkli sicaklik
derecelerinde, farkli tuz konsantrasyonlarinda ve farkli pH degerlerinde gelisimi
incelenmistir. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin 10°C ve 15°C’de gelisme
gostermedigi fakat 45°C’de, pH 4,5 ve 6,5 degerlerinde gelisme gosterdigi belirtilmistir.
Suslar, %2 NaCl konsantrasyonlarinda gelisme gosterirken, %3, %4 ve %6,5 NaCl
konsantrasyonlarinda gelisme gosterememistir. Ayrica hig¢bir Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus izolatinin arginini pargalayamadigini belirtmistir. Farkli sicaklik dereceleri ve
farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisim yetenekleri agisindan bulunan sonuglar bu

calisma ile uygunluk gostermektedir.

Terzic-Vidojevic et al. (2009) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, Azerbaycan’da bulunan
geleneksel siit tirlinlerinden (2 adet peynir, 3 adet yogurt numunesinden) izole edilen Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus (5 adet) ve Str. thermophilus (1 adet) izolatlarinin 45°C’de
gelistigi, %4 ve %6 NaCl konsantrasyonunda gelisme gbézlemlenmedigi belirtilmistir.
Bizim calismamizda da test edilen suslar 45°C’de gelisme gostermis, farkli NaCl
konsantrasyonlarinda gelisim yetenekleri agisindan bulunan sonuglar ise Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus suslarinda uygunluk gosterirken, kullandigimiz Str. thermophilus

suslar1 farkli tuz konsantrasyonlarini tolere etmistir.

Iyeretal. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada Hindistan orijinli 209 adet siit ve siit tiriinii
orneginden izole edilen izolatlarin klasik biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle

karakterize edilmistir. Calismada siit ve siit liriinlerinden rastgele 500 koloni izole edilmis
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ve 140 tanesi morfolojik olarak incelenmistir. Morfolojik olarak Str. thermophilus oldugu
kanitlanan 140 sustan 23 izolat, 10°C’de, %4 ve %6,5 NaCl konsantrasyonunda, pH
9,6’da ve %0,1 metilen mavisinde gelisim yetenegi dikkate alinarak tanilanmustir.
Izolatlarin 117 tane Str. thermophilus olarak tanimlanmustir. 117 tane Str. thermophilus
izolatinin ise biyokimyasal profilinin, katalaz ve bile esculin negatif, %6,5 NaCl
konsantrasyonunda gelisim gosteren, friiktoz, glukoz ve maznnozu fermende edebilen
fakat dekstroz, mannitol, rhamnoz, salisin, sorbitol ve ksilozu fermente edemeyen
seklinde tanimlamiglardir. Bizim ¢alismamuiz ile Str. thermophilus suslarinin %6,5 NaCl

konsantrasyonunda gelisim yetenekleri agisindan bu ¢alisma uygunluk gostermektedir.

4.2. LAB’lerinin Asit Uretme Yetenekleri

Deneme kapsamindaki suslarin asit iiretme yeteneklerini belirlemek amaciyla,
inkiibasyonun 12, 24 ve 48 saatlerinde pH degerleri 6l¢iilmiis ve asitlik laktik asit
cinsinden hesaplanmustir. Str. thermophilus suslarinin farkli inkiibasyon siirelerine asit

tiretim miktarlar1 (% L.A.) Cizelge 4.3 te yer almakatadir.

Asit liretme yetenegi analizi sonucunda; Str. thermophilus suslarinin 12 saat sonunda pH
6,95-5,30 arasinda olup asit iiretim miktarlarinin 0,29-0,88 % L.A. oldugu, 24 saat
sonunda pH 6,91-4,18; asit tiretim miktarlarinin 0,32-1,10 % L.A. arasinda oldugu ve 48
saat sonunda pH 6,76-3,89 arasinda iken asit iiretim miktarlarinin 0,37-1,30 % L.A.
arasinda oldugu bulunmustur. 48 saat sonunda Str. thermophilus suslari arasinda en az
asit liretim yetenegine sahip susun 40S1 oldugu, en yiiksek asit iiretim yetenegine sahip

susun ise 23M1 oldugu gbézlemlenmistir.
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Cizelge 4.3. Str. thermophilus suslarinin farkli inkiibasyon siirelerinde asit iiretim
miktarlart

izolat 12 Saat 24 Saat 48 Saat
pH  Asit Uretimi pH  Asit Uretimi pH  Asit Uretimi
(% L.A) (% L.A) (% L.A)

1S1 5,90 0,72 5,75 0,77 5,38 0,83
1S3 5,60 0,75 5,55 0,81 5,47 0,82
251 6,86 0,41 6,75 0,44 6,45 0,47
2S3 6,87 0,41 6,70 0,43 6,10 0,61
451 6,85 0,29 6,70 0,34 5,90 0,68
552 6,20 0,65 5,90 0,67 5,44 0,74
5S3 6,80 0,38 6,74 0,43 6,00 0,70
6S1 5,95 0,67 574 0,77 5,55 0,81
6S2 5,97 0,65 5,81 0,74 5,33 0,85
9S3 591 0,70 5,82 0,72 5,22 0,86
10S1 6,10 0,68 5,88 0,74 5,27 0,86
11S1 5,65 0,72 5,43 0,77 5,30 0,86
11S2 5,45 0,77 5,30 0,86 521 0,88
12S1 6,60 0,43 6,46 0,47 5,70 0,85
14S2 5,90 0,67 5,75 0,77 5,50 0,81
15S1 5,95 0,66 5,88 0,74 513 0,86
1554 6,15 0,63 5,56 0,74 5,30 0,85
16S1 6,75 0,42 6,70 0,40 6,30 0,47
1752 5,96 0,65 5,78 0,76 5,10 0,86
17S3 5,79 0,74 5,62 0,79 5,40 0,83
1852 6,15 0,68 6,00 0,70 5,75 0,76
18S3 6,60 0,43 6,46 0,47 6,20 0,65
1951 6,86 0,39 6,68 0,43 6,30 0,47
19S3 6,75 0,42 6,10 0,61 5,90 0,67
20S1 5,75 0,72 5,60 0,79 5,27 0,85
20S3 6,10 0,68 6,00 0,70 5,88 0,74
2054 591 0,68 5,78 0,76 5,60 0,79
20S6 5,75 0,72 5,65 0,79 5,40 0,83
26S1 6,64 0,41 6,45 0,47 6,35 0,50
30S1 5,49 0,81 5,36 0,90 5,40 0,83
3054 5,75 0,72 5,65 0,79 5,30 0,85
30S5 6,89 0,34 6,81 0,35 6,62 0,45
31S1 6,70 0,40 6,65 0,41 6,50 0,45
3352 5,30 0,88 5,16 0,90 515 0,90
35S1 6,93 0,32 6,81 0,36 6,65 0,43
3552 6,65 0,41 6,50 0,45 6,10 0,68

37S1 5,75 0,72 5,64 0,81 541 0,81




o1

Cizelge 4.3. (devam)

Izolat 12 Saat 24 Saat 48 Saat
pH Asit Uretimi  pH  Asit Uretimi pH  Asit Uretimi
(% L.A) (% L.A) (% L.A)

37S2 6,91 0,32 6,75 0,39 6,71 0,41
3852 6,68 0,40 6,67 0,41 6,67 0,41
39S1 6,70 0,38 6,68 0,39 6,60 0,45
40S1 6,90 0,33 6,81 0,35 6,76 0,37
41S2 6,95 0,29 6,91 0,32 6,62 0,45
42S1 6,80 0,36 6,75 0,40 6,66 0,42
42S3 6,70 0,39 6,71 0,39 6,69 0,40
43S2 6,80 0,38 6,76 0,40 6,67 0,42
4451 6,12 0,63 5,99 0,63 5,41 0,79
44S2 6,94 0,29 6,80 0,36 6,68 0,40
4551 6,80 0,35 6,68 0,40 6,55 0,44
46S2 6,83 0,35 6,74 0,39 6,70 0,40
4751 6,95 0,29 6,81 0,35 6,70 0,40
47S2 6,91 0,32 6,76 0,38 6,69 0,40
4851 6.00 0,70 5,83 0,74 5,58 0,77
48S2 5,91 0,68 5,77 0,74 5,30 0,85
48S3 6,50 0,45 6,40 0,49 5,45 0,77
48S4 5,90 0,70 5,76 0,77 5,37 0,81
48S5 6,81 0,35 6,68 0,40 6,60 0,44
23M1 5,34 0,82 4,18 1,10 3,89 1,30
41M1 5,75 0,73 5,66 0,76 4,57 0,99

% L.A.: % laktik asit

Calismamizda Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin asit tiretim yetenekleri ve pH
degerleri incelenmistir. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin farkli inkiibasyon

stirelerine asit iiretim miktarlart (% L.A.) Cizelge 4.4’te yer almakatadir.

Yapilan testler sonucunda; Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin 12 saat
sonunda pH degerleri 5,78-5,20 arasinda olup asit iiretim miktarlarinin 0,69-0,85 %L.A.
oldugu, 24 saat sonunda pH 5,70-4,10; asit iiretim miktarlarimin 0,71-1,14 % L.A.
arasinda oldugu ve 48 saat sonunda pH 5,08-3,63 arasinda iken asit iiretim miktarlarinin
0,88-1,53 % L.A. arasinda oldugu saptanmistir. 48 saat sonunda Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus suslar1 arasinda en az asit iiretim yetenegine sahip susun
10M1 ve 40M2 oldugu, en yiiksek asit iiretim yetenegine sahip susun ise 9M4 oldugu

saptanmistir.
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Cizelge 4.4. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarmin farkli inkiibasyon siirelerine ait
asit tiretim miktarlar

izolat 12 Saat 24 Saat 48 Saat
pH Asit Uretimi pH Asit Uretimi  pH Asit Uretimi
(% L.A) (% L.A) (% L.A)

5M1 5,42 0,81 5,10 0,86 4,06 1,20
5M4 5,46 0,80 5,29 0,82 4,58 0,99
6M1 5,50 0,79 5,21 0,82 3,81 1,35
6M2 5,53 0,79 5,04 0,88 3.74 1,42
™1 5,20 0,85 4,10 1,14 3,65 1,51
8M1 5,74 0,72 4,80 0,95 3,98 1,26
8M4 5,72 0,72 4,70 0,96 3,92 1,33
oM1 5,63 0,74 4,60 0,98 3,65 1,51
oM2 5,54 0,77 4,77 0,95 3,69 1,48
9M3 5,74 0,73 5,68 0,76 4,58 0,99
9M4 5,55 0,77 4,66 0,96 3,63 1,53
10M1 5,61 0,75 5,55 0,79 5,08 0,88
10M2 5,70 0,72 4,92 0,90 3,72 1,46
10M5 5,51 0,80 4,88 0,92 3,68 1,49
10M6 5,44 0,81 4,70 0,96 3,73 1,44
11M1 5,38 0,83 4,60 0,98 3,71 1,46
11M2 5,53 0,79 5,14 0,86 4,25 1,08
11M5 5,40 0,82 4,80 0,95 3,85 1,30
12M1 5,35 0,85 4,50 0,99 3,70 1,47
12M2 5,37 0,85 4,60 0,96 3,77 1,40
25M2 5,78 0,69 5,70 0,71 4,42 0,97
25M3 5,74 0,70 5,67 0,71 4,32 1,05
26M1 577 0,69 5,56 0,75 4,15 1,13
26M2 5,75 0,70 5,54 0,76 4,43 0,97
27M3 571 0,74 4,70 0,96 3,85 1,33
27M5 5,74 0,71 5,69 0,72 4,25 1,10
28M1 5,72 0,74 5,68 0,72 3,94 1,25
29M1 5,60 0,78 5,51 0,77 4,11 1,17
33M1 5,70 0,76 5,05 0,88 3,96 1,27
35M2 5,72 0,74 5,44 0,81 3,98 1,26
37M1 5,75 0,70 5,68 0,72 4,25 1,00
40M1 5,61 0,77 5,51 0,76 4,20 1,11
40M2 5,75 0,71 5,68 0,73 5,08 0,88
46M1 5,74 0,72 5,62 0,75 4,45 0,97
47M1 5,76 0,70 5,61 0,75 4,03 1,22
50M1 5,70 0,74 5,42 0,81 3,75 1,37
8S1 5,36 0,83 4,50 0,99 3,91 1,33
8S2 5,40 0,81 4,72 0,95 3,75 1,44
2151 5,70 0,75 4,90 0,90 3,95 1,27
2252 5,50 0,80 4,85 0,90 3,70 1,47
2352 5,75 0,72 5,02 0,88 3,95 1,27

% L.A.: % laktik asit
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Michaylova et al. (2007) yiirittiigii ¢calismada, Bulgaristandaki bazi bitkilerden elde
edilen 20 adet Str. thermophilus ve 20 adet Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus izolatlarinin
asit iiretme yeteneklerini incelemistir. Str. thermophilus izolatlarinin inkiibasyonun ilk 16
saatinde 0,85-1,10 g/100 mL asit trettikleri ve pH degerlerinin 4,01-4,58 arasinda
degistigi; inkiibasyondan 40 saat sonra ise 0,85-1,28 g/100 mL asit drettigi ve pH
degerlerinin 3,50-3,79 arasinda oldugu bildirilmistir. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
izolatlarnin inkiibasyonunun 16. saatinde ise 1,08-1,59 g/100 mL asit tirettikleri ve pH
degerlerinin 3,67-4,18 arasinda oldugu; 40. saatte ise 1,43-2,03 g/100 mL asit iirettikleri
ve pH degerlerinin 3,50-3,79 araliginda degisim gosterdigi belirtilmistir. Bizim
calismamizda Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarina ait asit tiretim miktarlar1 bu

calismaya gore daha diistiktiir.

Ayhan vd (2005) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, 29 ¢ig siit orneginden 30 Str.
thermophilus susu, 70 ¢ig siit 6rneginden ise 24 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susu
izole edilmis ve bu suslarin ticari olarak énemli 6zellikleri incelenmistir. Asit olugturma
yeteneklerinin ise ticari kok izolatlarinda 3 sus hari¢ 0,95-1,50 g/100 mL arasinda oldugu,
yerli izolatlarda ise 0,35-1,0 g/100 mL arasinda degistigi belirtilmistir. Baz1 yerli
izolatlarin ticari izolatlardan daha yiiksek asit olusturma yetenegine sahip oldugu tespit
edilmistir. Yerli ve ticari Laktobasil izolatlar1 arasinda asit olusturma yetenekleri
agisindan biiytik farkliliklar gézlemlenmekle birlikte, bazi ticari suslar 1,0-1,5 g/100 mL
gibi yiiksek asit olusturma yetenegi gosterirken, yerli suslarin bu kadar yiiksek degerler
vermedigi gozlemlenmistir. Bizim g¢alismamizda bulunan Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus suslarina ait asit iiretim miktarlar1 ortalama olarak bu ¢alisma ile uygunluk
gostermektedir. Str. thermophilus suslarinin ise yerli tirtinlerden elde edilen koklarin asit
tiretimi ile uygunluk gosterdigi goriilmiis olup bizim ¢alismamizdaki suslarin bazi ev tipi
ya da ticari yogurtlardan izole edildigi diisiiniiliirse buldugumuz sonuglar bu ¢alisma ile

uygunluk gostermektedir.
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4.3. EPS Uretme Yetenegi

Izolatlarin EPS iiretim yetenekleri qPCR ile tespit edilmeye ¢aligilmis ve elde edilen
temsili pikler Sekil 4.3’te verilmistir. Uzerinde calisilan suslarda EPS olusturma
genlerinin varligi uygun primer [Bact-a-F-36-TCATTTTATTCGTAAAACCTCAATT
GYGARYTNCC ve Bact-a-R-27 AATATTATTACGACCTSWNAYYTGC CA] ile
belirlenmis ve sekilde de goriildiigii gibi EPS genlerinin varligt qPCR cihazi tarafindan
tespit edilmistir. Analizde kullanilan template DNA’larda EPS geni mevcudiyetinde
amplikasyon ger¢eklesmis ve ilave edilen Syber-Green boyasinin DNA’nin ¢ift sarmalli
yapisi arasina yerlesmesi sayesinde cihaz tarafindan okumalar yapilmistir. EPS geninin
varligi qPCR piklerindeki artis ile tespit edilmektedir. EPS geninin bulunmadig:
izolatlarin pikleri ise herhangi bir artis gézlemlenmemistir. Béylece PCR islemi sonunda
qPCR piklerine bakilarak EPS iiretme yetenegine sahip olan ve olmayan suslar

belirlenmistir.

EPS Pozitif Suglar

EPS Negatif Suslar

ﬂ 5 10 15 20 25 30 35 40

Cycke

Sekil 4.3. Izolatlarin EPS iiretim yeteneklerine ait qPCR ile tespit edilmeye calisilan
temsili pikler

Deneme kapsamindaki 99 adet susun EPS iiretme yetenekleri test edildi. Test edilen Str.

thermophilus suslariin EPS iiretme yeteneklerine ait bulgular Cizelge 4.5’te verilmistir.



Cizelge 4.5. Str. thermophilus suslarinin EPS tiretme yetenekleri

55

] EPS Uretme ] EPS Uretme
Sira 1zolat Kabiliyeti Sira Izolat Kabiliyeti
1 151 - 28 2651 -
2 1S3 - 29 2751 -
3 2S1 - 30 30S1 -
4 2S3 - 31 3054 -
5 451 - 32 30S5 -
6 5S2 - 33 31S1 +
7 5S3 - 34 33S2 -
8 6S1 - 35 35S1 -
9 6S2 - 36 35S2 -
10 9S3 - 37 37S1 -
11 10S1 - 38 37S2 -
12 1151 - 39 39S1 +
13 11S2 - 40 41S2 -
14 1251 - 41 42S1 -
15 1452 - 42 42S3 -
16 15S1 - 43 43S1 -
17 1554 - 44 43S2 -
18 16S1 - 45 44S1 -
19 17S2 - 46 4452 -
20 1753 - 47 4551 -
21 1853 - 48 4652 -
22 19S1 - 49 4751 -
23 19S2 - 50 47S2 -
24 20S1 - 51 48S1 -
25 20S3 - 52 48S2 -
26 2054 - 53 48S3 -
27 20S6 - 54 4854 -
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Cizelge 4.5. (devam)

. EPS Uretme . )
Sira | Izolat L Sira Izolat | EPS Uretme Kabiliyeti
Kabiliyeti

95 48S5 -

56 48S2 -

o7 23M1 -

58 41M1 -
+ : pozitif
- negatir

Lb delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin EPS iiretme yeteneklerine ait bulgular Cizelge

4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin EPS iiretme yetenekleri

’ EPS Uretme . EPS Uretme
Sira | Izolat Kabiliyet Sira | Izolat Kabiliyeti
1 5M1 - 22 25M3 +
2 5M4 + 23 26M1 +
3 6M1 + 24 26M2 +
4 6M2 + 25 27TM3 -
5 M1 + 26 27M5 -
6 8M1 - 27 28M1 +
7 8M4 - 28 29M1 +
8 oMm1 + 29 33M1 -
9 oM2 + 30 35M2 +
10 oM3 + 31 37M1 +
11 oM4 + 32 40M1 -
12 10M1 - 33 40M2 +
13 10M2 + 34 46M1 -
14 10M5 + 35 47M1 +
15 10M6 + 36 50M1 -
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Cizelge 4.6. (devam)

16 11M1 + 37 8S1 -
17 11M2 + 38 8S2 -
18 11M5 - 39 21S1 -
19 12M1 + 40 22582 -
20 12M2 + 41 2352 +
21 25M2 +

+: pozitif

- 1 negatir

Analiz edilen Str. thermophilus suslarmin %3,4 (2 adet)’iniin EPS firettigi %96,6 (56
adet)’smin EPS iiretme yetenegine sahip olmadigi tespit edilmistir. Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus suslarinin %63,4 (26 adet)’iiniin EPS tiretme kabiliyetine sahipken %36,6 (15
adet)’sinin EPS iiretme kabiliyetine sahip olmadigi tespit edilmistir. Toplamda ise analiz
edilen suslarin %28,3 (28 adet)’liniin EPS iirettigi, %71,7 (71 adet)’sinin EPS {iretmedigi

gbzlemlenmistir.

Mora et al. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada, giinliik siit iiriinlerinden izole edilen Str.
thermophilus suslarinin teknolojik 6zellikleri ve genetik gesitliliginin degerlendirilmesi
amaclanmistir. Elde edilen Str. thermophilus suslarinin 36 adeti yogurttan izole
etmislerdir. Bunlardan 18 adet susun EPS iirettigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizla
karsilastirildiginda analiz ettigimiz Str. thermophilus suslarindan EPS iiretenlerin sayisi

bu ¢alismaya gore olduk¢a az oldugu saptanmaistir.

Demir vd (2017) tarafindan yapilan caligmada, yogurt orneklerinden izole edilmis
LAB’lerinin molekiiler yontemlerle tanimlanmasi ve EPS iiretiminin belirlenmesini
amaciyla izole edilen 55 adet LAB’nin 50 adetini Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus olarak
tanimlamiglardir. Analiz edilen 55 adet izolatin tiimiiniin EPS tirettigi belirtilmistir. Bizim
calismamizda 41 adet Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susunun 26 tanesi EPS tiretmistir.
EPS iireten Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin sayisinin bu ¢alismaya gére daha
az oldugu tespit edilmesine ragmen, bu say1 analizi yapilan Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus suslarinin %63,4’{inti olusturmaktadir.
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Van Geel-Schutten et al. (1998) calismalarinda, 182 adet Lactobacillus susunun 60’1mnin
EPS iiretim yetenegine sahip olduklarimi bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda 41 Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus susunun 26 tanesinin EPS iirettigi gézlemlenmis ve bu say1

calismadaki sayilar ile nispeten uygunluk gostermektedir.
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5. SONUC

Calismamizda daha onceden yogurt drneklerinden izole edilen ve 16S rRNA bolgesi
hedef alinarak molekiiler yontemlerle tanilar1 yapilan 58 adet Str. thermophilus ve 41 adet
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susu Atatiitk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvart kiiltiir koleksiyonundan temin
edilmistir. Aktiflestirilen suslarin starter ozelliklerini belirlemek amaciyla bir takim
analizler yapilmistir. Bu amacla suslarin farkli pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonlarinda
gelisimleri ile arginin hidrolizi, glukozdan CO2 olusturma ozellikleri ve EPS {iretme

yetenekleri incelenmistir.

Yapilan analizler sonucu elde edilen bulgular asagida belirtilmis olup ilgili sonuglara

varilmstir.

» Calismada sonucunda, kullanilan bir¢ok susun yogurt liretiminde muhtemel starter
kiiltiir olarak kullanilabilecegi disiiniilmektedir. Boylece iilkemiz endiistrisi igin
onerilebilecek ve damak tadimiza uygun suslarin bulundugu bir kaynak olusturulmaya
calisiimastir.

» Toplamda 99 susun 28 adetinin (23S2, 31S1, 39S1, 5M4, 6M1, 6M2, 7M1, 9M1,
9M2, 9M3, 9M4, 10M2, 10M5, 10M6, 11M1, 11M2, 12M1, 12M2, 25M2, 25M3, 26M1,
26M2, 28M1, 29M1, 35M2, 37M1, 40M2, 47M1) EPS iiretme yetenegine sahip oldugu
tespit edilmistir. Yogurt iiretiminde EPS iiretim kabiliyetine sahip suglarin kullanilmasi;
katki maddesi kullanimini azaltabilecegi gibi, yogurdun viskozite ve tesktiir gibi
ozelliklerini iyilestirebilme, yogurt iiretiminde bir sorun olarak karsimiza ¢ikan sinerizisi
onleyebilme ve tat ve aromasini gelistirebilme gibi fonksiyonlara sahiptir. Tiim bu olumlu
ozellikleri nedeniyle ¢alisgmamizda EPS {iretim kabiliyetine sahip 28 adet susun daha
sonra yapilabilecek caligmalar veya iiretimlerde starter kiiltiir kombinasyonlarinda
potansiyel olarak kullanilabilecegi anlasilmistir.

» Arginin hidrolizi testinin sonucunda 41 adet Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

susunun 2 tanesinin arginini par¢alama yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir.
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» 99 adet susun hicbirinin 10°C gelisemedigi, 15°C’de 6 adet susun zayif gelisme
gosterdigi diger suslarda gelisme olmadig1 ve 45°C’de hepsinin iyi veya ¢ok iyi gelistigi
gozlemlenmistir. Suslarin beklenildigi lizere optimum gelisme sicakliklari olan 45°C’de
gelistigi gorilmustiir.

» Caligmada kullanilan tiim suslarin yogurt iiretiminin gergeklestigi asitlik degeri olan
pH 5’te gelisme gosterebildigi ortaya konulmustur.

» Toplamda 58 adet Str. thermophilus susunun %22,4’intin farkli tuz
konsantrasyonlarini tolere edebildigi gozlemlenmistir. Bununla birlikte L. delbrueckii
subsp. bulgaricus suslarinin tamaminin denenen tuz konsantrasyonlarina hassas oldugu
saptanmistir. Farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisebilen Str. thermophilus suslarinin
Tiirk Gida Kodeksi Peynir Tebligi (2015)’nde belirtildigi iizere tuz orani en ¢ok %3-7,5
olarak degisebilen peynirlerde ilave kiiltiir olarak kullanilabilme imkanlarinin daha

sonraki ¢aligmalarda denenebilecegi diistiniilmektedir.
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