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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

EV YAPIMI VE ENDUSTRIYEL OLARAK URETIiLEN YOGURTLARIN
MIKROBIYOLOJIK OZELLIKLERININ iINCELENMESIi VE POTANSIYEL
PROBIYOTIiK SUSLARIN BELIRLENMESI

Haktan AKTAS

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Biilent CETIN

Geleneksel bir liriiniimiiz olan, tlilkemizde ve diinyada farkli cesitleri ile yaygin olarak
tilkketilen yogurdun mikrobiyotasi saglikli beslenme agisindan 6nem arz etmektedir.
Ancak yogurdu olusturan bakterilerin biliylik c¢ogunlugunun mide ve bagirsak
bariyerlerini gegememesi probiyotik etkisi ile ilgili baz1 soru isaretleri dogurmaktadir.
Bu ¢alismada geleneksel olarak iiretilen yogurt 6rneklerinden mide ve safra bariyerlerini
gecebilen muhtemel probiyotik suslarin izolasyonu amaglanmaktadir. Bu amacla
geleneksel ve endistriyel olarak firetilmis toplam 50 yogurt 6rnegi iizerinde bazi
mikrobiyolojik ve fizikokimyasal analizler gerc¢eklestirilmistir. Yapilan analizler sonucu
orneklere ait ortalama muhtemel laktik basil, muhtemel laktik kok, maya-kiif, koliform,
pH ve % asitlik (laktik asit) miktarlar1 siras1 ile 6,56; 4,96; 2,19; <1; 3,74 ve %1,17
bulunmustur. izolatlarin sus bazinda farkliliklarinin ortaya koyulmasi amaci ile (GTG)s
parmak izi profilleri elde edilmistir. Molekiiler seviyede 11 farkli susun varhigi
belirlenmistir. Calismada elde edilen toplam 198 susun %?24,2’sinin mide ve safra
bariyerini gecebildigi ve ilgili probiyotik yeterlige sahip oldugu goriilmiistiir. izolatlarin
4 farkli Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve 7 farkli Streptococcus salivarius

subsp. thermophilus susuna ait oldugu tespit edilmistir.

2018, 65 sayfa

Anahtar Kelimeler: yogurt, probiyotik, GTGs parmak izi



ABSTRACT
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INVESTIGATION OF MICROBIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF
TRADITIONAL AND INDUSTRIAL YOGHURTS AND DETECTION OF
POTENTIAL PROBIOTIC STRAINS
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Yoghurt, which is a traditional product widely consumed with different varieties in our
country and in the world, is important for healthy nutrition. However, most of the
bacteria originated from yoghurt can not pass through the stomach and intestinal
barriers and this situation cause some problems on probiotic effect of the product. The
aim of this study is to isolate probiotic strains from traditional yoghurt samples, which
can pass through stomach and bile barriers. For this purpose, some microbiological and
physicochemical analyzes have been applied on a total of 50 traditional and industrial
yoghurt samples. As a result of the analyzes, the means of probable lactic bacilli and
cocci, yeast-mold, coliform, pH and acidity (lactic acid) values of the samples were
6.56; 4.96; 2.19; <1; 3.74 and 1.17%, respectively. Strain-based differences of isolates
were determined by using (GTG)s fingerprint profiles. 11 different strains in total 198
isolates were determined by moleculer techniques. It was observed that 24.2% of the
198 strains isolated in the study were able to pass the stomach and bile barriers and had
probiotic efficacy. The isolates were determined as 4 different Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus and 7 different Streptococcus salivarius subsp. termophilus strains.

2018, 65 pages
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1. GIRIS

Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) ile Diinya Saghk Orgiitii'nin (WHO) ortak olarak
olusturduklar1 tanima gore; probiyotikler, yeterli miktarlarda alindiklarinda konakgi
lizerinde yararli etkilere sahip olan tek veya karisik kiltiirden olusan canl
mikroorganizmalardir. Probiyotiklerin tarihi, Rus bilim adami Ellie Metchnikoff'lun
bagirsak florasint modiile etmek i¢in laktik asit bakterilerini (LAB) kullanma fikrini
savundugu 20. yy basina kadar uzanmaktadir. O zamandan beri, insan sagligini
gelistirmek i¢in probiyotik alaninda yogun bir arastirma yiiriitiilmiis ve bu uygulamalar
dogrultusunda kesfedilen probiyotik suslarin belirlendigi tarihsel donemler Cizelge

1.1’de sunulmustur (Priyodip et al. 2017).

Bakterilerin probiyotik olarak kullanilmasi icin, patojenik, invazif, kanserojen olmama,
bagirsak epitelyumuna yapisma, gastrik asiditeye direngli olma, bagirsak sindirimi
sirasinda gida matriksinde kararli olma, immiinomodiilasyonda yardimci ve belirli bir
siire boyunca kolonize olabilme gibi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Ayrica,
belirlenen hedefe karsi etkili olmali ve safra tuzu hidrolaz aktivitesi gostermelidirler

(Priyodip et al. 2017).



Cizelge 1.1. Baz1 probiyotiklerin kesif zamanlar1 (Priyodip et al. 2017)

« Bacillus subtilis (1907)
« Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium adolescentis (1989)
+ Lactobacillus casei (1991)

1980-1994 | . Bifidobacterium animals, Enterococcus hirae (1992)
+ Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (1992)
 Enterococcus faecium (1994)

« Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium angulatum (1995)

« Lactobacillus salivarius subsp. salivarius, Lactobacillus brevis
subsp. coagulans (1996)
1995-2000 | - Lactobacillus johnsonii, Bacillus coagulans (1998)

« Bacillus licheniformis, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
(1999)

« Lactobacillus fermentum, Lactobacillus rhamnosus (2000)

« Lactobacillus plantarum (2001)

* Leuconostoc mesenteroides (2002)

« Escherichia coli (2003)

« Bifidobacterium pseudocatenulatum (2004)
2000- - Bifidobacterium infantis (2006)

« Pediococcus pentosaceus, Bifidobacterium catenulatum, Bacillus
amyloliquefaciens (2008)

 Enterococcus durans (2009)

Probiyotik olarak en yaygin kullanilan mikroorganizmalar olan LAB’lar, yogurt ve
diger fermente siit iiriinlerinde, bagirsak saglig lizerinde yararli etkiler saglamak icin
yaygin olarak kullanilmaktadir (He et al. 2017). Saghk iizerindeki belirtilen yararh
etkilerin gdzlenebilmesi igin probiyotik bakterilerin en az 10° kob/g (koloni olusturan
birim/gram) yogunluklarda bulunmasi gerekmektedir. En 6nemli gereksinimler, iiriinde
yeterli sayida probiyotik bakterinin canliligi ve sagkalimidir. Diisiik pH, safra asidi ve
buzdolabinda depolama dahil olmak iizere siit iriinlerinde probiyotik bakterilerin
varhigim etkileyen bir dizi faktor oldugu iddia edilmistir. Ayrica, insan mide gegisine
direng, probiyotik bakteriler i¢in onemli bir se¢im kriteri olusturmaktadir (Cho et al.

2013). Probiyotik mikroorganizmalarin {iriindeki sayilarinin 6nemine ragmen, bazi



calismalar probiyotik bakterilerin ¢esitli probiyotik {irlinlerde yeterli sayida
bulunmadigint gostermistir. Asitlik, oksijen varligi, ambalajin oksijen gecirgenligi ve
bakteriler tarafindan sentezlenen antimikrobiyal maddelere karsi duyarlilik gibi bazi
faktorlerin, fermente siit {irlinlerindeki probiyotik mikroorganizmalarin canli sayilari

tizerinde etkili olabilecegi bildirilmistir (Gobbetti et al. 2010).

Probiyotiklerin yararli etkilerine olan inang, bagirsak florasinin insanlar1 enfeksiyona
kars1 koruyabilecegi ve bu floranin olumsuz etkilenmesinin (dizbiyozis) enfeksiyona
kars1 duyarlilig: artirabilecegi bilgisine dayanmaktadir. Cok sayida in vivo ve in Vitro
calisma, normal bagirsak florasinin patojen ve firsatgr mikroorganizmalara karsi son
derece etkili bir engel oldugunu gostermistir (Fuller 1991). Mikrobiyotanin istenen
olumlu o6zellikleri gdstermesinde rol alan probiyotik bakterilerin yararli etkileri
arasinda; kandaki kolesterol seviyesini azaltmalari, antioksidan ve inhibisyon
bilesiklerini artirmalart yer almaktadir. Bunlarin yaninda, bu bakterilerin kolon
kanserinin 6nlenmesinde olumlu etkilere sahip oldugu da bilinmektedir (Niamah et al.

2017).

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in gastrointestinal sistem
kosullarinda (GIS) canli kalmas1 ve patojen enfeksiyonlarina karsi koruma yetenegine
sahip olmas1 gerekir. Bunlarin yaninda, insanlar iizerindeki faydalari icin yeterli kanit
bulunmasi da gerekmektedir (De Sant'Anna et al. 2017). LAB tarafindan gosterilen
onemli probiyotik aktiviteler; rekabet, antagonizm ve konak immiin etkileri gibi
konak¢inin dogal savunma mekanizmalarini giiclendirerek patojenik bakteriyel

enfeksiyona kars1 korumadir (Puupponen-Pimia et al. 2002).

Bir¢ok mikroorganizma, probiyotik olarak diisiiniilmekte veya kullanilmaktadir.
Konak¢idaki hedef bolgelerde genellikle canli ve biyolojik olarak aktif
mikroorganizmalarin olmasi gerektiginden dolayi, probiyotiklerin, konak¢inin dogal
engellerine dayanabilmesi ¢ok 6nemlidir. En yaygin olarak kullanilan probiyotikler,
LAB’larin Lactobacillus, Bifidobacterium ve Streptococcus suslaridir. Lactobacillus ve

Bifidobacterium’un yararl etkileri yillar boyunca tartisilmistir. Bu iki cins igindeki



bakteriler gastrik aside, safra tuzlarina ve pankreatik enzimlere direnglidir, bagirsak
mukozasina yapisir ve bagirsak sisteminde kolayca kolonize olurlar. Bunlar
gastrointestinal floranin 6nemli bilesenleri ve zararsiz olarak kabul edilirler. LAB’larin,
Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium), Staphylococcus aureus (S. aureus),
Escherichia coli (E. coli), Clostridium perfringens (C. Perfringens) ve Clostridium
difficile (C. difficile) gibi bir¢ok enterik patojenin in vitro ortamda gelisimini inhibe
ettikleri ve bir¢ok gastrointestinal rahatsizligi tedavi edebildikleri kanitlanmistir (Rolfe
2000).

Mikroorganizmlarin tanilanmasi mikrobiyolojik c¢aligmalarda 6nem arz etmektedir.
Tanilamada kullanilan ¢esitli kimyasal ve molekiiler yontemler bulunmaktadir. Gram
boyama, katalaz testi, oksijen ihtiyaci, sekerleri parcalama gibi bir¢ok kimyasal testin
yaninda molekiiler temelli metodlar da tanilama islemi i¢in kullanilmaktadir. Son
zamanlarda, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), ayni tiiriin bakteriyel suslarinin ve
bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan yiiksek giiclii molekiiler araglardan biri haline
gelmistir. PCR islemi, canlinin DNA dizisi lizerinde belirli bir bélgenin spesifik

primerlar ile gogaltilmasi esasina dayanmaktadir (Kathleen et al. 2014).

1.1. Probiyotik Olarak Kullamlan Mikroorganizmalar

Bagirsak sagligimi gelistirmek icin probiyotik kullanimi1 uzun yillardir 6nerilmektedir.
Probiyotikler —geleneksel olarak, alindiklarinda spesifik patolojik durumlarin
onlenmesinde ve tedavisinde yararli bir etkiye sahip olan canli mikroorganizmalar
olarak tanimlanmaktadir. Bagirsak bozukluklarin1 onlemek veya tedavi etmek ig¢in
probiyotik kullanimii destekleyen olduk¢a genis bir literatiir hacmi mevcuttur.
Bununla birlikte, probiyotik kullaniminin bilimsel temeli son zamanlarda saglam bir
sekilde kurulmustur ve bir¢ok klinik ¢alisma yayinlanmaya baglanmistir. Giiniimiizde
en ¢ok calisilan probiyotikler arasinda LAB’lar ve ozellikle de Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinsleri yer almaktadir. Eubacteriales takiminin, Streptococcaceae ve
Lactobacillaceae familyalarina ait olan; Lactobacillus, Lactococcus, Tetragonococcus,

Vagococcus, Weissella, Streptococcus, Leuconostoc, Aerococcus, Oenococcus ve



Pediococcus cinsi bakteriler LAB‘lar1 olusturmaktadirlar. Patojenik suslar harig,
LAB’lar, en uygun probiyotik aday olarak kabul edilirler. Cilinkii bunlar saglikli insan
bagirsaginin dogal florasinda ve ayni zamanda birgok siit {iriiniinde ve geleneksel
fermente gidalarda bulunmaktadirlar. Bununla birlikte, insanlarda probiyotik olarak
kullanilan diger organizmalar arasinda E. coli, Streptococcus, Enterococcus,
Bacteroides, Bacillus, Propionibacterium gibi bakteriler ve Sacharomyces cerevisiae,
Saccharomyces boulardii ve Aspergillus oryzae gibi ¢esitli funguslara ait suslar da
bulunmaktadir (Rolfe 2000; Evren vd 2011; Kaur et al. 2017; Jahangiri et al. 2018).

Cok sayida arastirma, LAB'larin gastrointestinal fonksiyonu iyilestirebildigini, insan
viicudunda mikroekolojik dengeyi koruyabildigini, yiyeceklerin sindirilebilirliklerini
artirdigini  ve bagisikligt  gelistirdigini  gostermistir. Bunlarin  yaninda, serum
kolesteroliinii azaltabildikleri ve endotoksin olusumunu kontrol edebildikleri de
bilinmektedir (Yang et al. 2017).

LAB’lar genel olarak, spor olusturmadan yiiksek bir laktik asit konsantrasyonu elde
etmek i¢in karbonhidratlar (%50'den fazla glukoz kullanarak) fermente edebilen gram
(+), katalaz-negatif, pigment olusturmayan, fakiiltatif anaerob ve hareket kabiliyetine
sahip olmayan bakteriler olarak karakterize edilirler. LAB’lar Lactobacillus,
Pediococcus, Bifidobacterium, Streptococcus ve en az 23 diger cinsi igerir (Erkkila and
Petaja 2000). Probiyotik mikroorganizmalar; fermantasyonlarda kullanilan starterler,
gida katki maddeleri ve ilaglarin uygun bir alternatifi olarak kullanilabilir.
Aragtirmacilar, siit irinlerinin tiiketiciye saglik yarar1 saglayan uygun probiyotik araglar
oldugunu bildirmislerdir. insanlari, 6zellikle de gastrointestinal sistemin kolonize
mukozal yiizeylerinde meydana gelen enfeksiyonlardan koruyabilirler (Meira et al.
2015). LAB’larmn GIS’de yogun olarak bulunduklari kabul edilmesi nedeniyle bazi
arastirmacilar bagirsak orjinli suslarin tercihen probiyotik olarak kullanilmak iizere
secilmesi gerektigini bildirmislerdir (Vizoso Pinto et al. 2006). Diisiik pH, safra asitleri
ve sindirim enzimlerine direng dahil olmak {izere bu bakterilerin hayatta kalmasi ve
kolonizasyonu ¢esitli faktorlere bagli oldugundan diyet yardimcilart olarak

kullanilabilmeleri i¢in LAB’larin se¢iminde s6z konusu faktorler gz Oniinde



bulundurulmalidir (lyer and Kailasapathy 2005). Bununla birlikte, birgok ¢alisma bir
probiyotigin 6nemli 6zelliklerinin diisiik pH ve yliksek safra tuzlarinda hayatta kalma
orani oldugunu ileri siirmektedir (Brink et al. 2006). Yapilan bir ¢alismada, insan mide
stvisi kullanilarak insan sindirimine benzer kosullar altinda pH degerleri 2,5 ile 3,5
arasinda tutulan in vitro ortamda LAB’larin hayatta kalma potansiyeli karsilastirilmis ve
uygun safra tuzu konsantrasyonu %0,15-0,3 olarak onerilmistir (Boke et al. 2010; Evren
vd 2011; Jahangiri et al. 2018).

LAB’lar normal gastrointestinal mikrofloranin dengesinin korunmasinda 6nemli rol
oynarlar. Bununla birlikte, diyet, stres, mikrobiyal enfeksiyon ve diger hastaliklar gibi
faktorler dogal dengenin bozulmasmma bu da genellikle canli laktik basil ve
bifidobakterilerin sayisinda bir azalmaya yol agabilir. Patojenik bakterilerin kontrolsiiz
bir sekilde ¢ogalmasi, diyare, kanser ve inflamatuar hastalik gibi diger klinik
bozukluklara neden olabilir (Fuller 1989; Fooks et al. 1999; Brink et al. 2006).

Probiyotik LAB’larin temel Ozelliklerinden biri, epitelyal hiicrelere veya bagirsak
mukusuna yapigsmasidir. Bu tutunmanin gergeklesmesinde, epitel hiicreleri ve bakteriyel
yiizeylerdeki reseptér molekiilleri arasinda gii¢lii bir etkilesim s6z konusudur.
Probiyotik hiicrelerin yapismasi patojenlerin yapismasini onler ve bagisiklik sistemini
uyarir. LAB’larin gram (+) ve bazi gram (-) bakteriler tizerinde antimikrobiyal aktivite
gosterdigi bilinmektedir (Salminen et al. 1996; Brink et al. 2006).

Onemli bir maya tiirii olan Saccharomyces boulardii (S. boulardii), bircok iilkede
gastrointestinal bozukluklar i¢in koruyucu ve tedavi edici bir sus olarak
kullanilmaktadir. S. boulardii, in vivo ve in vitro olarak bir dizi mikrobiyal patojenin
gelisimini inhibe etmesi ve gastrointestinal sistemden etkilenmeden gegmesi gibi birgok
ozelligi sayesinde potansiyel bir probiyotik olarak kabul edilir. Optimum gelisme
sicakligi 37°C'dir. Bunlarin yaninda, bu maya; tedavinin sonunda hizli bir sekilde
ortamdan uzaklastirilabildigi ve antibiyotik tedavisinden etkilenmedigi bildirilmistir
(Rolfe 2000).



1.2. Probiyotik Mikroorganizmalar Kullanilarak Uretilen Uriinler

Modern tiiketiciler kendi kisisel sagliklarina giderek daha fazla 6nem vermekte ve
yedikleri yiyeceklerin lezzetli-¢ekici olmasinin 6tesinde giivenli ve saglikli olmasini da
beklemektedirler. Beslenme ve saglik arasindaki iligkinin 6nemi anlasildik¢a birgok
tiiketici, besleyici yonii 6ne c¢ikarilan gidalar1 yedikten sonra kendilerini iyi hissetmek
ve saglikli kalmak icin de bir beklentiye girmektedirler. Giiniimiizde yogun bilimsel
arastirmalarla desteklenen saglik iirtinleri, bliyiik ilgi uyandirmaya devam etmekte ve

gelecekteki biiyiime potansiyelini ortaya koymaktadir (Puupponen-Pimia et al. 2002).

LAB’lar, hastaliga kars1 direngte énemli rolleri ve GRAS (Generally Recognized As
Safe) olarak algilanmalarindan dolayr en yaygin olarak kullanilan probiyotiklerdir
(Thamacharoensuk et al. 2017). LAB’lar giivenli olarak algilanmalarindan dolay1
gidalarin yaninda hayvan yemlerinde de 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Bu suslar;
dogal mikroflora, probiyotik starter veya koruyucu kiiltiir olarak kullanilmak tizere ya
geleneksel fermantasyon siirecini ya da yeni fonksiyonel gidalarin tiretimini gelistirmek
amaciyla kullanilirlar. Fermente {riinlerde ¢ogunlukla kullanilan LAB’lar Cizelge
1.2°de gosterilmistir (Ojha et al. 2015). Et fermantasyonlarinda, istenmeyen
mikroorganizmalarin gelismesini engelleyen ve iirline daha fazla gilivenlik ve diger
fonksiyonel faydalar saglayan kontrollii asidifikasyon olusturmak ic¢in probiyotikler

siklikla kullanilmaktadir.



Cizelge 1.2. Baz1 gelenceksel fermente iiriinlerde bulunan LAB’lar (Evren vd 2011)

Uriin LAB isimleri

Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, L. cremoris,
Peynir | Lactobacillus helveticus, L. delbrueckii, L. casei, L. paracasei, L.
plantarum, L. rhamnosus, L. curvatus, Pediococcus acidilactici, Pe.
pentosaceus, Leoconostoc dextranicum

Streptococcus  thermophillus, Lactobacillus delbroeckii  subsp.
Yogurt | bulgaricus, Lactococcus lactis ssp. lactis, Enterococcus faecium
Enterococcus durans, Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Streptococcus sp.,
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Lactobacillus casei ssp.
Tereyag: | casei, Lactobacillus paracasei ssp. paracase, Enterococcus faecium,
Leuconostoc pseudomesenteroides (Leuconostoc mesenteroides ssp.
dextranicum), Leuconostoc gelidum (Leuconostoc mesenteroides ssp.
mesenteroides), Leuconostoc paramesenteroides

L. bulgaricus, Streptococcus lactis, S. durans, L. cellobiosis, S. avium,
S. cremoris, Lactobacillus kefir, Lactobacillus kefirgranum,
Lactobacillus parakefir, L.brevis, L. plantarum, L. helveticus, L.
Kefir | acidophilus, L. delbrueckii, L.rhamnousus, L. casei, L. paracasei, L.
fructivorans, L. hilgardi, L. fermentum, L. viridescens, Lactococcus
lactis subsp. cremoris, Streptococcus thermophilus, Leuconostoc sp.,
Leuconostoc mesenteroides

Kimiz | Lactobacillus bulgaricus, L.acidophilus

L. plantarum, L. curvatus, L. pentosus, L. fermentum, L. brevis,
Pediococcus pentosaceus, P. acidilactici, Lc. lactis subsp. lactis, Leuc.
Sucuk | cmesenteroides subsp. mesenteroides/dextranicum, Leuc. lactis, L.
sake, L viridescens, L. agilis, L. carnis, L. casei subs. rhamnosus
Pastirma | Lactobacillus pentosus, Lactobacillus sakei

Leuconostoc paramesenteroides, L. mesenteroides subsp. dextranicum,
Boza | Lactobacillus coryniformis, L. confusus, Lactobacillus sanfrancisco, L.
fermentum

Tarhana | Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus

Salgam | L. sanfranciscensis, L. pontis, L. brevis, L. plantarum, L. alimentarius,
L. fructivorans, L. reuteri, L. fermentum

Tursu | Enterococcus faecalis, Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus
brevis (L.pentoaceticus), L. plantarum, Pediococcus pentosaceus

Bircok fermente {irlinde oldugu gibi sucukta da LAB’lar hékim flora olarak
goriilmektedir. Sucuk, bu LAB’lar igerisinden de en ¢ok L. plantarum, L. sake ve L.
curvatus tiirlerini  bulundurmaktadir. Sucugun kendisine has 0Ozelliklerinin
kazandirilmasinda bu mikroorganizmalar ©6nemli rol oynamaktadirlar. LAB’lar
tarafindan sekerlerin indirgenmesi sonucu aroma gelisimi saglanmaktadir. Bunlarin

yaninda pH’y1 diisiirerek iirtiniin daha hizli kurumasina, nitrit pargalanmasi ve tipik



rengin olusumuna da katkida bulunmaktadirlar. L. plantarum’un olusturdugu bazi
metabolitlerin (laktik asit ve H205); E. coli, Bacillus subtilis (B. subtilis), S. aureus ve
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) gibi patojenik bakterileri inhibe ettigi
belirlenmistir (Evren vd 2011).

Boza, alkol orami diisiik olan diger bir fermente iiriindiir. Bozada hakim flora olarak
cesitli LAB’lar bulunmaktadir. Bunlarin yaninda mayalar da dogal flora igerisinde yer
almaktadir. Tarhanada ise spontan veya disaridan ilave edilen mayalarin ve yogurt
bakterileri olarak da bilinen Streptococcus thermophilus (S. thermophilus) ve
Lactobacillus bulgaricus (L. bulgaricus) suslarinin faaliyetleri sonucunda olusan laktik
asit, etil alkol ve CO; iiriine 6zgii tat ve aroma olusumuna katkida bulunmaktadir.
Tarhananin icerisinde bulunan laktik asit, pH nin diismesini saglamaktadir ve bu diisiik
pH nedeniyle iirlinde istenmeyen mikroorganizma gelisiminin engellendigi one
stiriilmiistiir. Bunun yaninda tarhanada bulunan LAB’lar, besin dgelerinin daha kolay

sindirilmesine olanak saglamaktadir (Zorba vd 2003; Evren vd 2011).

Salgam geleneksel bir Tiirk igecegidir. Salgamin fermentasyonunda basta LAB’lar (L.
sanfranciscensis, L. pontis, L. brevis, L. plantarum, L. alimentarius, L. fructivorans, L.
reuteri, L. fermentum) olmak tizere eksi maya (S. cerevisiae ve az miktarda S. exiguous,
Candida krusei ve Candida milleri) kullanilmaktadir. Salgamin kendine has kirmizi

renginin olugsmasinda bu fermentasyonun etkisinin bilyiik oldugu saptanmistir (Evren vd
2011).

Tiirkiye'de genellikle sebzelerin fermente edilmesiyle {iretilen iirtine “Tursu” denir.
Tirkiye'de en yaygin olarak fermente edilen sebze lahana, salatalik, havug, pancar, yesil
domates, biber ve salgamdir. Bununla birlikte, turp, fasulye, sogan gibi farkli sebzeler

de kullanilabilmektedir.

Tursunun fermentasyonunda yer alan mikroorganizmalar Leuconostoc mesenteroides
(Leu. mesenteroides), L. brevis, Pediococcus pentocaceus (P. pentocaceus) ve L.

plantarum’dur. Tursu fermantasyonunda ana mikroorganizma L. plantarum’dur. Genel
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olarak tursu, Tiirkiye'de baslangi¢ kiiltiirii kullanmayan kiiciik aile isletmeleri tarafindan

tiretilmektedir (Cetin 2011).

Yogurt en eski fermente siit {iriinlerinden birisi olup kokeninin Orta Asya oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica uzun zamandir tiiketiciler i¢in arzu edilen birgok etkiye sahip

bir {iriin olarak kabul edilmistir (Zhao et al. 2006; Dincel 2012).

Yogurdun kolesterol diisiiriicii etkisinin, i¢erisinde bulunan LAB’lar sayesinde oldugu
diisiiniilmektedir. Laktik asit fermentasyonu sonucu olusan laktik asit ve diger
antibakteriyel maddelerin ise, bagisiklik sistemini gii¢lendirdigi, yogurt bakterilerinin
indol ve sketol gibi bazi bilesikleri iireterek zararli bakterileri engelledigi ©one
stiriilmistiir. Bunlarin yaninda, bu maddelerin 6zellikle hamilelikte kan basinci tizerinde
diizenleyici etkisinin oldugu da belirtilmektedir (Evren vd 2011). Yogurdun saglik
tizerinde bu yararli etkileri ve geleneksel fermente bir lirliniimiiz olmasi nedeniyle
tilkemizde oldukca fazla tiiketilmektedir. Son yillarda tilkemizde yogurt tiiketimi igin
hanehalk: biit¢esinden yapilan harcama rakamlarini gosteren degerler Cizelge 1.3’de

verilmistir.

Cizelge 1.3. 2010-2016 yillar1 aras1 Tiirkiye’de yogurt tiiketimi i¢in harcanan yillik
hanehalki biitce arastirmasi sonuglar1 (TUIK 2018)

Anket Yih

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Harcama

(Tl\lfl_i)lyon 225 238 267 285 309 335 382

Yogurt iiretiminde, starter kiiltiir olarak S. thermophilus ve L. delbrueckii subsp.
bulgaricus kullanilmaktadir. Bu iki kiltiir yogurt iiretimi i¢in kombinasyon halinde
kullanilir, ¢iinkii bu iki bakteri arasinda simbiyotik bir iliski vardir. L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, proteolitik aktivitesi sonucu ortama valin, glisin ve histidin gibi amino
asitleri salgilar. Boylece, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus’un gelisimi

i¢in uygun bir ortam olusturur. Daha sonra ise S. thermophilus, CO ve piruvat iireterek
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L. delbrueckii subsp. bulgaricus’un gelisimini tesvik eder. Fermantasyon sirasinda, bu
iki bakteri farkli gelisim egrileri gosterirler. Baslangigta, S. thermophilus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricusun yardimiyla daha hizli bir tireme gostermektedir. Daha sonra
asitlikteki artigla beraber, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sayisinda bir artis meydana
gelir. Son olarak, bu iki bakteri aktivitesi ile siitiin pH’s1 6,3-6,5’ten 4,6 nin altina diiser.
Bu pH azalmasmin bir sonucu olarak protein molekiilleri, protein koagiilasyonu da
denilen, izoelektrik noktada ¢okelir. Bu bakterilerin faaliyetleri sadece yogurt olusumu
saglamakla kalmaz, aym1 zamanda asetaldehit, diaseton, aseton, asetik, kaprik ve
kaprilik asitler, ugucu yag asitleri ve ekzopolisakkaritleri de iireterek yogurdun tadi,
aromast ve yapisini da etkilemektedir (Dincel 2012). Asagida ev (Sekil 1.1) ve

endiistriyel (Sekil 1.2) tip yogurtlarin iiretimlerine ait akis semas1 goriilmektedir.
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Cig Siit
Kaynatma
Sogutma (llontrolsﬁz)
Mayalama
Inkiibasyon (Kontrolsiiz, genellikle cevre sicakliginda)
Sogutma

Tuketim

Sekil 1.1. Evlerde Yapilan Yogurtlarin Uretim Sekli (Demirci ve Simsek 1997)
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Cig St
l
Klarifikasyon
Standardizasyon
Kurumaddenin Artirilmasi
On Isitma (60-70 °C)
Homojenizasyon (160-180 atii)
Isil Islem (90 °C- 5 d)

Sogutma (43-45 °C)

Starter Kiiltiir Ilavesi (%1-3)

Paketleme Tankta Inkiibasyon (41-43 °C/2-3 Saat)
Inkiibasyon (41-43 °C/2-3 Saat) Karigtirma
Sogutma Sogulma (20-30 °C)
Depllama Paketleme
Set Tipi Yogurt Depolama
Strirred Tip LIogur‘[

Sekil 1.2. Endiistriyel Olarak Uretilen Yogurtlarin Uretim Sekli (Demirci ve Simsek
1997)
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Yogurt iilkemizce bol miktarda tiiketilen geleneksel bir iirliniimiizdiir. Sevilerek
tiiketilen ve saglik {izerine olumlu etkileri olan yogurt bu 6zelligini igerdigi bakterilere
bor¢ludur. Dolayisi ile bu bakterilerin belirlenmesi ve daha iyi 6zelliklere sahip iiriin
iretimine katki saglayacak bilgi ve mikroorganizma koleksiyonu olusturmak iizere

yapilan ¢alismalar 6zel 6neme sahiptir.

Bu caligmanin amaci; yogurt tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilabilecek probiyotik
Ozellikte suslarin izolasyon ve tanilanmasidir. Bu amagla Erzurum ilinden elde edilen ev
yapimi ve endiistriyel yogurt 6rnekleri mikrobiyolojik analize tabi tutulmustur. Yapilan
calisma cergevesinde probiyotik Ozellik ve starter kiiltiir agisindan incelenmek iizere
yogurt bakterilerini iceren bir kiiltiir koleksiyonu hazirlanmigtir. Bdylece yogurt
acisindan starter ve probiyotik alaninda daha ileri ¢alismalarin yapilmasi i¢in temel
calisma materyalleri olusturulmustur. Bunlara ek olarak; ev ve endiistriyel olarak
tiretilmis baz1 yogurt drnekleri arasindaki mikrobiyolojik farkin ortaya konulmasi da

calisma kapsaminda amaglanan hedeflerden bir digeridir.
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2. LITERATUR OZETi

Insan saghiginin korunmasi ve fermente iiriinlerin olusumunda oynadiklar1 &nemli roller
nedeniyle, LAB’lar ¢alismalarin odak noktasi haline gelmistir. Cesitli kaynaklardan elde
edilen LAB’larin izolasyonu, tanisi ve probiyotik olarak kullanilabilme olanaklarinin

arastirildig1 caligmalara ait sonuglar asagida 6zetlenmistir.

Tulumoglu (1996) tarafindan yapilan calismada, Istanbul’un Silivri bolgesinden 15
yogurt Ornegi toplanmis ve izole edilen LAB’larin metabolik ve antimikrobiyal
aktivitelerinin test edilmesi amaglanmistir. Toplanan 6rneklerden 60 sus izole edilmis
ve bu suslarin L. bulgaricus (25), L. lactis (5), S. thermophilus (24) ve Streptococcus sp.
(6) oldugu tespit edilmistir.

Boliikbasi (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, yogurt bakterilerinin tanimlanmasi ve
bu suslarin baz1 6zelliklerinin tespit edilerek ayran {iretimi i¢in uygun starter kiiltiiriin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagcla, Trakya bolgesinde bulunan kdylerden 47 yogurt
ornegi toplanmistir. Toplanan yogurtlarin ev yapimi olmasina dikkat edilmistir. Yogurt
orneklerinden uygun besiyerlerine ekim yapilmis ve toplamda 24 ayri LAB izole
edilmis ve APl 50 ve APl 20 Strep testleri uygulanarak izolatlarin tanimlanmasi
yapilmigtir. Tanimlama sonuglarina goére izolatlarin; S. thermophilus, Lactococcus lactis
ssp. lactis, Enterococcus faecium, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii

subsp. lactis oldugu tespit edilmistir.

Erkus (2007) tarafindan vyiiriitilen caligmada, “Toros” bolgesinden toplanan ve
geleneksel yontemlerle iiretilmis yogurt Orneklerinde bulunabilecek LAB’larin
izolasyon ve tanimlanmasit amaclanmistir. Bu amacla 14 yogurt 6rnegi toplanmus,
toplamda 400 izolat elde edilmis ancak, saflastirma ve muhafaza islemleri sirasinda
hassas olan suslarin kayiplarindan dolay1 137 izolat ile ¢aligmaya devam edilmistir.

Biyokimyasal ve molekiiler tanimlamalar sonucunda, bu izolatlarin 66 tanesinin kok, 71
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tanesinin ise basil oldugu tespit edilmistir. Basil olanlarin tamaminin L. delbrueckii ssp.

bulgaricus, kok olanlarin ise 7 tanesinin tipik S. thermophilus oldugu anlasilmistir.

Demir vd (2017) yogurt bakterilerinin molekiiler yontemlerle tanimlanmasini
amagclayan bir ¢calisma yliriitmislerdir. Bu kapsamda, Akdeniz bolgesinin farkl: illerinde
tiretilen ev veya kiiclik ¢apli igletme yogurtlarindan 40 adet toplanmis, toplanan
numunelerde mikrobiyolojik analizler yapildiktan sonra 55 adet LAB izole edilmistir.
Toplanan numunelere mikrobiyolojik analizler yapildiktan sonra 55 adet LAB izole
edilmistir. Molekiiler tanimlama ic¢in 16S-ITS rDNA bdlgesi PCR yontemiyle
¢ogaltilmistir. Tanimlama sonuglarina gére, bu izolatlardan, 50 tanesinin L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, 2 tanesinin L. helveticus, 2 tanesinin Enterococcus faecium ve 1

tanesinin P. acidilactici oldugu tespit edilmistir.

Kuzey Irak bolgesinden bazi fermente iriinlerin toplanarak LAB’larin izolasyon ve
tanimlanmasinin amaglandigi ¢alisma Al-Bayati (2014) tarafindan gerceklestirilmistir.
Bu kapsamda; 26 peynir, 2 yogurt ve 1 sosis olmak iizere toplam 29 fermente iiriin
toplanmigtir. Uygun mikrobiyolojik analizler sonucunda 141 potansiyel LAB izole
edilmistir. 16S rDNA sekans sonuglarma goére bu fermente {iriinlerden yaygin 2 LAB
cinsinin (Enterococcus spp. ve Streptococcus spp.) ve 1 tiiriin (Enterococcus durans)

yaygin olarak bulundugu belirlenmistir.

Okuklu (2014) tarafindan yapilan c¢alismada, Urla bolgesinden toplanan dogal
yogurtlardan elde edilen suslarin tanimlanmasi ve probiyotik 6zelliklerinin arastiriimasi
amaclanmugstir. 13 farkli dogal yogurt 6rnegi toplanmis ve bu drneklerden 473 sus izole
edilmistir. Bu izolatlarin probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasi icin katalaz, diisiik pH
toleransi, simiile insan gastrik suyu, farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisim, safra tuzu
toleransi, antibiyotik direng profilleri, yapisma kabiliyeti ve prebiyotik varliginda
gelisim gibi testler uygulanmistir. Bu suslardan 5 S. thermophilus ve 26 L. delbrueckii

subsp. bulgaricus potansiyel probiyotik olarak belirlenmistir.



17

Ispirli ve Dertli (2017) ise yaptiklar1 galismada, Bayburt ilinin gesitli hanelerinden
toplanmis olan yogurt Orneklerinden LAB’larin izole edilmesi ve tanimlamasini
amaglamiglardir. Toplanan yogurt 6rneklerinden uygun besiyerlerine ekim yapilmis ve
toplam 150 sus izole edilmistir. 16s rDNA tani islemi sonrasinda bu izolatlarin 21 farkh
sus oldugu belirlenmistir. Bunlardan 4 tanesinin L. delbrueckii subsp. bulgaricus, 9
tanesinin S. thermophilus, 2 tanesinin Leu. mesenteroides ve 6 tanesinin ise L.

plantarum oldugu tespit edilmistir.

Demirci (2017) yaptigi ¢alismada, Agri ilinin 5 farkli kdyiinden 11 yogurt numunesi
toplamis ve bu orneklerden toplam 28 izolat elde etmistir. Bu izolatlara morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve antibiyotige direng testleri uygulanmistir. Molekiiler testler
kapsaminda ise 16S rDNA gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilmis ve sekans verileri elde
edilmistir. Sekans sonuglarina gore %99 benzerlik orani ile bu izolatlarin Sphingonomas

sp., Lactococcus lactis subsp. lactis, L. casei ve L. paracasei oldugu tespit edilmistir.

Fermente gidalardan laktik asit bakterilerini izolasyonu 6nemine atfen olduk¢a yaygin
olarak calisilan bir konudur. Mikrobiyal gelisim sonucu olusan ve asagida belirtilen
riinlerde de izolasyon ¢aligmalar1 yapilmis ve molekiiler metodlarla tani isleminin

gerceklestirildigi goriilmiuistir.

Argyri et al. (2013) tarafindan yapilan calismada, fermente zeytinden izole edilen
LAB’larin potansiyel probiyotik olarak kullanilabilme olanaklar1 aragtirilmis, bu amacla
izole edilen 71 LAB’1n; 17’sinin Leu. mesenteroides, 1’inin Leu. pseudomesenteroides,
13’{inlin L. plantarum, 37’sinin L. pentosus, 1’inin L. paraplantarum ve 2 tanesinin L.
paracasei subsp. paracasei oldugu tespit edilmistir. Daha sonraki asamalarda ise
probiyotik 6zellik i¢in gesitli testler uygulamis, 3 L. pentosus, 4 L. plantarum ve 2 L.
paracasei subsp. paracasei susunun, 3 saat diisiik pH’ya maruz kaldiktan sonra en
yiiksek son popiilasyon miktarmni gosterdigi bildirilmistir. Ilaveten calisilan suslarin
bliylik bir kisminin 4 saatlik bir inkiibasyon sonucunda bile safra tuzlarina karsi direncli

oldugu belirlenmistir.
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Papamanoli et al. (2003) iki tip fermente kuru sosis 6rneklerinden elde ettikleri 147
LAB’1in tamimlamas1 ve probiyotik Ozelliklerinin arastirilmasini amaglamiglardir. Bu
dogrultuda yapilan ¢alismalar sonucunda, bu izolatlarin ¢ogunlukla, L. sakei (49), L.
curvatus (24), L. plantarum (7), Weissella viridescens (W. viridescens), Leu.
pseudomesenteroides ve Leuconostoc sp. oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin probiyotik
Ozelliklerinin arastirilmasi amaciyla tuzlu ortamda gelisim, safra tuzlarina karsi direng,
bazi patojenlere karsi inhibisyon etkisi gibi testler de uygulanmistir. Bu testler
sonucunda, izolatlarin biiyilk bir c¢ogunlugunun asetat agarda %6,5 tuz
konsantrasyonunda gelisebildikleri bulunmustur. Ayrica, izolatlarin ¢ogunlugunun %0,1
safra tuzu konsantrasyonuna dayanabildigi saptanmisken, %0,3 safra konsantrasyonuna
L. curvatus izolatlarinin %58’i L. plantarum tiirlerinin ise tamaminin dayanabildikleri
anlasilmistir. Bunlarin yaninda, L. sakei, L. curvatus ve L. plantarum tiirlerinin; 3
Listeria monocytogenes ve 2 S. aureus susuna karsi antagonistik etkiye sahip olduklari

belirlenmistir.

Muyanja et al. (2003) yaptiklari ¢alisma ile geleneksel bir Uganda igcecegi olan
“bushera”dan elde edilen LAB’larin izole edilmesi ve bu izolatlarin tanimlanmasini
amaclamislardir. Geleneksel yontemlerle fermente olmus 15 6rnekten toplam 351 izolat
elde edilmis ve bunlarin igerisinden 113 izolat se¢ilmistir. Bu izolatlara tanimlama testi
olarak API 50 CHL kiti kullanilmig ve tanimlama sonuclarina gore izolatlarin;

Lactobacillus, Streptococcus ve Enterococcus cinslerine ait olduklari belirlenmistir.

Cho et al. (2013), Kore’nin geleneksel fermente bir iiriinii olan Kimginin farkli
bolgelerden toplanmasi ve bu iiriinden elde edilen LAB’larin tanimlanmasina dayanan
bir galisma yiiriitmiislerdir. Izole edilen 106 susun fenotipik ve genotipik tanilari
yapilmis ve 16S rDNA gen tanilama sonuglarina gére bu suslarin; L. paracasei, L. casei
ve L. plantarum oldugu tespit edilmistir. Daha sonra, tanimlanmasi yapilan bu suslar
tizerinde asitlik ve safra toleransi testleri yapilmistir. Buna gore, asitlige gosterilen
toleransta genis bir degisiklik oldugu, ancak safra icin suslar arasinda onemli bir
farkliligin gézlemlenmedigi saptanmistir. Analiz sonucunda, L. paracasei ve L.

plantarum asitlige karsi en direngli suslar olarak belirlenmistir.
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Ispirli (2016) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada, Erzincan sehrinin farkh
bolgelerinde bulunan koéylerden toplanan Tulum peynirlerinden LAB’larin izolasyonu
ve molekiiler metotlarla tanimlanmasi amag¢lanmistir. Bu amagla iireticilerin
kendilerinden olmak iizere toplam 12 6rnek toplanmistir. Bu 6rnekler diliisyon yontemi
ile uygun seyreltmeler yapildiktan sonra besiyerlerine ekim yapilmis ve 272 izolat elde
edilmistir. Izolatlarin fingerprintlerinin degerlendirilmesi ile elde edilen agaroz jel
sonuglara gore 80 ayr1 bant elde edilmistir. Sekans sonuglarina gore, bu izolatlarin 23
farkli tiir ve 70 farkli susa ait oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda tulum
peynirinden izole edilen bu tiirlerin L. plantarum, L. brevis, Lactococcus lactis, S.
thermophilus, L. crustorum, L. paracasei, W. paramesenteroides olduklar1 tespit

edilmistir.

Wang et al. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, Mogolistan’in Baotou ve Bayannur
sehirlerinden fermente siit Triinlerinden LAB’larin izolasyonu ve tanimlamasi
amaglanmistir. Bu amagla 66 fermente siit 6rnegi toplanmis ve 237 izolat elde edilmis,
142 izolat basil olarak (Lactobacillus spp.), 95 izolat ise kok olarak (Enterococcus spp.,
Lactococcus spp., Leuconostoc spp.) tanimlanmistir. Tanimlama i¢in ise, 16S RNA

tanilama metodu kullanilmistir.

Arslan (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, Erzurum (Merkez, Hasankale, Tekman) ve
cevre illerin (Kars, Karaman, Konya ve Van) cesitli bolgelerinden toplanan Beyaz
peynir Orneklerinden elde edilen LAB’larin izolasyonu, tanimlanmasit ve molekiiler
karakteristiklerinin  ortaya c¢ikarilmast amaglanmistir. Mikrobiyolojik analizler
sonucunda toplamda 42 izolat elde edilmistir. Izolatlarin genotipik tanimlanmasi
amactyla 16S rDNA tanilama iglemi uygulanmigtir. Bunun sonucu olarak, toplanan
Beyaz peynir drneklerinden izole edilen LAB’larin ¢ogunlukla; Enterococcus faecium,
L. kefiri, L. paraplantarum, L. casei, L. paracasei, L. buchneri, L. brevis, L. paracasei

subsp. paracasei, L. plantarum subsp. plantarum olduklari tespit edilmistir.

Oz vd (2017) yaptiklar1 ¢aligmada, farkli ireticilerden geleneksel yontemlerle iiretilmis

14 pastirma 6rnegi toplanmis ve LAB’larin izolasyonu ve tanimlanmasi amaglanmigtir.
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Orneklerden 106 LAB izole edilmis ve bunlarin tanimlanmasi igin 16S rDNA tanilama
yontemi kullanilmigtir. Sekans sonuglarina gore; L. sakei, W. cibaria ve W. confusa

baskin LAB’lar olarak tespit edilmistir.

Bai and Ji (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Dogu Mogolistan bolgesinden
toplanan kimiz 6rneklerinden 55 LAB izole edilmistir. Elde edilen izolatlar {izerinde
morfolojik testlerin yaninda gram boyama ve katalaz testleri de uygulanmistir. 16S
rDNA sekans sonuglarina gore ise, bu izolatlarin L. helveticus, L. casei, L. plantarum, L.
delbrueckii, Enterococcus durans, Leu. lactis ve Leu. mesenteroides olduklar1 tespit

edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Yogurt Ornekleri Erzurum ili merkez ve bazi ilgelerinden toplanmistir. Numune
toplamada daha ¢ok evlerde yapilmis yogurtlarin secilmesine dikkat edilmistir. Calisma
kapsaminda toplam 50 6rnek (36 evlerde, 14 endiistriyel olarak iiretilmis yogurt drnegi)
toplanmis olup, numuneler steril kavanozlarda ve soguk zincir kirtlmadan hizlica

laboratuvara getirilmis ve analize kadar 4°C’de muhafaza edilmistir. Denemede

kullanilan yogurt 6rnek ¢esitleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan yogurtlarin iretim sekilleri ve elde edildikleri

kaynaklar
Ornek No |  Uretim Sekli Kaynak

1 Ev Tipi Uretim Ilica/Erzurum
2 Ev Tipi Uretim Yoncalik/Erzurum
3 Ev Tipi Uretim Askale/Erzurum
4 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
5 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
6 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
7 Ev Tipi Uretim Cat/Erzurum
8 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
9 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
10 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
11 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
12 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
13 Ev Tipi Uretim Tortum/Erzurum
14 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
15 Ev Tipi Uretim | Palandoken/Erzurum
16 Ev Tipi Uretim | Palandoken/Erzurum
17 Ev Tipi Uretim | Palanddken/Erzurum
18 Ev Tipi Uretim | Palandoken/Erzurum
19 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
20 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
21 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
22 Ev Tipi Uretim | Palandoken/Erzurum
23 Endiistriyel Uretim Yerel Firma
24 Endiistriyel Uretim Ulusal Firma
25 Ev Tipi Uretim | Palandoken/Erzurum
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26 Ev Tipi Uretim Aziziye/Erzurum
27 Ev Tipi Uretim Y oncalik/Erzurum
28 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
29 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
30 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
31 Ev Tipi Uretim Tortum/Erzurum
32 Ev Tipi Uretim Tortum/Erzurum
33 Ev Tipi Uretim Tortum/Erzurum
34 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
35 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
36 Ev Tipi Uretim | Palanddken/Erzurum
37 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
38 Ev Tipi Uretim Yakutiye/Erzurum
39 Endiistriyel Uretim Ulusal Firma
40 Endiistriyel Uretim Ulusal Firma
41 Endiistriyel Uretim Ulusal Firma
42 Endiistriyel Uretim Ulusal Firma
43 Endiistriyel Uretim Ulusal Firma
44 Endiistriyel Uretim Ulusal Firma
45 Endiistriyel Uretim Ulusal Firma
46 Endiistriyel Uretim Yerel Firma
47 Endiistriyel Uretim Yerel Firma
48 Endiistriyel Uretim Ulusal Firma
49 Endiistriyel Uretim Ulusal Firma
50 Endiistriyel Uretim Yerel Firma

Cizelge 3.1’de goriildiigli iizere denemede kullanilan toplam 50 yogurt 6rneginin 36
tanesi evlerde yapilmis, 14 6rnek endiistriyel tiretimdir. Endiistriyel olarak iretilen 14

yogurdun 10 tanesi ulusal firmalardan, 4 tanesi ise yerel firmalardan temin edilmistir.

3.2. Metod

Erzurum ilinin ¢esitli bolgelerinden toplanan yogurt 6rnekleri buzdolabindan ¢ikarilarak
analiz sicakligina (oda sicakligl) gelmesi beklenmistir. Orneklerde mikrobiyolojik
analiz olarak; muhtemel laktik kok, muhtemel laktik basil, maya-kiif, koliform sayimlari

yapilmistir. Bunlarin yaninda mikrobiyolojik 6zellikleri etkileyebilecek olan pH ve %

asitlik gibi fizikokimyasal analizler de gergeklestirilmistir.
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3.2.1. Mikrobiyolojik analizler

Toplanan 6rneklerden 10 g steril stomacher posetine alinip tizerine 90 mL %0,85 steril
fizyolojik tuzlu su (SFTS) ilave edilerek seyreltme islemi yapilmistir. 10°-10°
diliisyonlarina kadar seyreltme yapilip istenilen besiyerinlerine yayma ve dokme
metotlar1  kullanilarak ekim yapilmistir. Her ekim 2 paralel olacak sekilde

gerceklestirilmigtir (Harrigan 1998).

Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan tiim malzemeler (cam-metal-plastik malzemeler,

besiyerleri, ¢ozeltiler vd.) 121°C’da 15 d steril edildikten sonra kullanilmistir.

Inkiibasyon sonunda ise 30-300 aras1 koloni igeren petri plaklari sayilmis ve sonuglar

log kob/g olarak verilmistir.

3.2.1.a. Laktik asit bakterilerinin sayimi

LAB’larin sayimi i¢in MRS (de man, Rogosa, Sharpe Agar) Agar (Oxoid) ve M17 Agar
(Merck) kullanilmistir.  Yapilan ekimler sonrasi 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. inkiibasyon sonunda makroskobik ve mikroskobik muayene esliginde

sayim yapilmistir (Speck 1984; Pichhardt 2004; Cetin 2011).

3.2.1.b. Maya-kiif sayim

Maya ve kiif sayimi i¢in Potato Dekstrose Agar (PDA, Merck) sterilize edildikten sonra
%10’luk steril laktik asit ¢ozeltisi kullanilarak asitlendirilmis (pH 3,5) ve petri
plaklarina dokiilmiistiir. Petriler katilagtiktan sonra uygun dillisyonlardan ekim yapilmis
ve oda sicakliginda (25°C) 5-7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon boyunca ii¢ petriden
fazla istifleme yapilmamstir. Inkiibasyon sonunda gdzlenen koloniler mikroskobik ve

makroskobik 6zellikleri belirlenerek sayilmistir (Speck 1984; Tournas et al. 1998).
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3.2.1.c. Koliform grubu bakteri sayim

Bu amagla petri plaklarina uygun diliisyonlardan 1 mL alinarak {izerine hazirlanan ve
45°C’ye kadar soguyan Violet Red Bile (VRB, Merck) agardan 15 mL dokiilmiis ve
homojen bir sekilde karistirilmistir. Agar katilastiktan sonra tizerine 5 mL daha agar
ilave edilerek 35-37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda tipik
koloniler sayilarak numunelerin gramindaki koliform bakteri sayisi belirlenmistir

(Harrigan 1998).

3.2.1.d. LAB izolasyonu

LAB’larin izolasyonunda sayimi yapilan petrilerdeki kolonilerden makroskobik ve
mikroskobik farkliliklart g6z Onilinde bulundurularak rastgele sekilde segimler
yapilmistir. Muhtemel laktik basiller igin beyaz parlak koloniler, muhtemel laktik
koklar igin ise soluk beyaz kolonilere oncelik verilmistir. Izolat se¢iminde farkli
yapidaki koloniler segilmeye calisilmig ve secilen suslar iizerinde bazi tanimlama
testleri uygulanmustir. Sekil 3.1°de goriildiigli gibi, secilen izolatlar saf halde elde
edilinceye kadar iiglii ¢izim yapilmistir (Ertiirkmen ve Oner 2015).

Izole edilen suslar, -80°C’de 0,5 mL LB Broth (Merck) ve 0,5 mL %40’lik Gliserol
(Merck) esliginde muhafaza edilmistir. Boylelikle muhafaza soliisyonundaki gliserol

orani %20 olarak ayarlanmigtir (Cisem 2003).
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Sekil 3.1. Saflagtirma islemi i¢in {i¢lii ¢izim yapilan suslar

izolatlarin makroskobik ve mikroskobik tanisi

LAB izolatlariin saf olarak elde edilebilmesi i¢in koloniler {izerinde makroskobik ve
mikroskobik incelemeler yapilmistir. Makroskobik olarak; petri plagi iizerindeki
koloninin fiziksel 6zellikleri not edilmistir. Mikroskobik olarak ise; lam {izerine
incelenmek istenen koloniden alinarak 1sik mikroskobunda incelemeler yapilmis ve
hiicre sekli kaydedilmistir (Jamaly et al. 2011). Mikroskobik olarak gézlemlenen bazi

suslar Sekil 3.2°de verilmistir.
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a: Streptococcus thermophilus (28S2), b: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (22M1)

Sekil 3.2. Mikroskobik gozlemleri yapilan ve farkli hiicre tipine sahip Streptococcus
thermophilus 28S2 (solda) ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 22M1 (sagda) suslari

Gram boyama

LAB’larin gram &zelliklerinin belirlenmesi amaciyla boyama islemi yapilmistir. Taze
olarak lam fiizerine alinan kiltiirler alev tizerinde fikse edilerek sabitlenmis ve kristal
viyole ile 1 dakika boyanmistir. Daha sonra su ile yitkama islemi yapilmis ve iizerine
liigol ¢ozeltisi damlatilarak 1 d beklenmistir. Daha sonra etil alkolde bekletilerek son
boya olan karbol fiikksin damlatilmis ve 25-30 s beklenmistir. Boya uzaklastirma
isleminden sonra havada kurutulmus ve 40X objektif ile 151k mikroskobu altinda
incelenmistir. Gram (+) LAB’lar mavi renkte, gram (-)’ler ise kirmizi renkte

goriilmistiir (Sert 2002).

Katalaz Testi

Katalaz, birgok mikroorganizma tarafindan iiretilen bir enzim olmasi nedeniyle katalaz
eksikligi, suslarin teshisinde ¢ok¢a kullanilmaktadir. Bu enzim, asagida goriildiigii gibi,

hidrojen peroksiti (H202) su ve oksijene pargalamaktadir.

2H,02 —» 2H,0 + O
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Denemede besiyerinde gelismis saf kiiltiirlerin tizerine 1-2 damla %3’liikk H2O> (Merck)
damlatilmis ve gaz olusumu gozlemlenmistir. Gaz olusturan izolatlar katalaz pozitif,

olusturmayanlar negatif olarak kaydedilmistir (Cisem 2003).

3.2.2. LAB’larin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi

Daha onceki arastirmalarda, potansiyel probiyotiklerin degerlendirilmesinde mide
asitligi ve safra tuzlarina dayaniklilik, bagirsak epitelyum dokusuna yapisma,
gastrointestinal sisteme kolonizasyon yetenegi, antimikrobiyal maddelerin iiretimi ve
bagisikligi giiclendirme yetenegi gibi testlerin yapilmasi Onerilmistir (Dunne et al.
2001). Bu calismada, elde edilen izolatlarin 6n probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi

amaciyla mide ortami ve safra tuzlarina dayanikliliklari test edilmistir.

3.2.2.a. Mide ortamina dayanikhihk

Izolatlarin mide ortamindan gecerek ince bagirsaga ulasabilme yeteneklerinin test
edilebilmesi i¢in mide ortami simiilasyon ¢6zeltisi kullanilmistir. Bu amagla, 100 mL
saf su icerisine %0,3 pepsin (w/v) ve %0,5 NaCl (w/v) ilave edilerek, HCI ile pH 2’ye
ayarlanmis ve mide ortami simiilasyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti 0,45
um caph filtreden gecirilip steril edildikten sonra kullanilmistir (Elcioglu ve
Kunduhoglu 2014).

Saflastirilan suslar 108 kob/mL olacak sekilde SFTS igerisine almmistir. Bu
solisyondan mide ortami simiilasyonuna 1/10 oraninda ilave edilerek 6 saat
bekletilmistir. Daha sonra uygun besiyerlerine (MRS, M17) ekilerek inkiibe edilmis ve
sayim sonuglarina gére mide ortamina dayanikliliklar1 belirlenmistir. Yapilan analiz
sonuglara gore; %20-30 dayaniklilik gosteren suslar +, %40-49 iireme gosteren suslar
++, %50-60 gelisim gosterenler +++ seklinde ifade edilmistir. Hi¢ lireme gostermeyen

suslar ise — ile gosterilmistir.
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3.2.2.b. Safra tuzlaria dayamkhihk

Sindirim sisteminde bulunan safra tuzlari, mikroorganizmalarin gelisimini etkileyen bir
diger onemli faktdrdiir. izole edilen suslarin probiyotik &zelliklerinin belirlenmesinde
safra tuzlarina dayaniklilik testi uygulanmistir. Bu amagla izolatlar; %0; %0,3; %0,5 ve
%1°1ik safra (Merck) iceren besiyerlerinde (MRS, M17, Merck) inkiibe edilerek safra
tuzlarina dayanikliliklar: test edilmistir (Elcioglu ve Kunduhoglu 2014). Inkiibasyon
icin 96’lik plateler kullanilmis ve okumalar plate reader’da (Epoch, BioTek) yapilarak
absorbans degerlerine gore gelisim oranlari belirlenmistir. Analiz sonuglarina gore; kor
numunesi ile ayn1 absorbansi veren suslar -, <l absorbans gdsteren suslar +, 1 ve 1,5
arasinda absorbans gosterenler ++, >1,5 absorbans gosterenler ise +++ seklinde ifade

edilmistir.

Safra tuzlaria dayaniklilik testi i¢in kullanilan 96’11k plate Sekil 3.3°de verilmistir.

Sekil 3.3. izole edilen suslarin safra tuzlarina dayaniklilik testlerinde kullanilan plate

3.2.3. LAB’larin molekiiler tanisi

Yogurt oOrneklerinden izole edilen ve -80°C’de muhafaza edilen suslar yeniden

canlandirilarak molekiiler tanis1 yapilmistir. Bu islem genel olarak; DNA izolasyonu,
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izolatlarin gruplandirilmasi ve tanilanmasi asamalarini igermektedir. Gruplandirilmasi

yapilan suslardan birer 6rnek olacak sekilde sekanslama iglemi gergeklestirilmistir.

3.2.3.a. izolatlarin tekrar canlandirilmasi

Izolatlarn taze olmalar1 amaciyla -80°C’de bulunan stok Kkiiltiirlerden uygun
besiyerlerine (MRS, M17) ¢izim yapilarak inkiibe edilmis ve son olarak saflik kontrolii
yapilmistir. Safliklar1 kontrol edilen geng izolatlar DNA izolasyonu igin steril saf su

icerisine alinarak -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.b. izolatlardan DNA izolasyonu

-20°C’de saf su igerisinde tutulan kiiltiir soliisyonundan 100 pL alinarak 1,5 mL’lik
ependorflarda 500 pL steril saf su ile karistirllmigtir. Siispansiyon 5000xg’de 3 d
santrifiij edilerek fosfat tamponu ile 3 defa yikanmistir. Yikama sonucu elde edilen
bakteri siispansiyon igerisine 0,5 mL 6 M iire ve 0,1 mL %10 SDS ilave edilerek
37°C’de 20 d inkiibe edilmistir. Ornekler 95°C’de 5 d tutulduktan sonra 8000xg’de
25°C’de 10 d santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonras1 siipernatant kismi atilmistir.
Ardindan pellet iizerine 0,1 mL 0,2 N NaOH eklenerek 37°C’de 10 d inkiibe edilmistir.
Hiicre yikintilarimin (debris) ayrilmasi i¢in 3000xg’de 25°C’de 3 d santriflyj islemi
ardindan siipernatant uzaklastirilmistir. DNA’nin saflastirilmas1 amaciyla 2,5 hacim
absolute (mutlak) alkol ilave edilerek -20°C’de 2 saat bekletilmistir. Beklemenin
ardindan 13200xg’de, 4°C’de 15 d santrifiij edilmis ve %70’lik etanol ile yikanmistir.
DNA pelleti oda sicakliginda kuruduktan sonra 20 pL Tris-EDTA (TE) tamponunda
tekrar slispanse edilmis ve PCR islemine hazir hale getirilmistir (Singh and Ramesh
2009).

DNA izolasyon islemi sonrasi elde edilen template DNA’larin PCR islemi igin
kalitelerinin belirlenmesi amaciyla 260 ve 280 nm dalga boylarinda elde edilen

absorbans degerlerinin oranlar1 dikkate alinmistir. Bu amagla Take3 aparati takili Epoch
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absorbans degerleri temsili olarak Sekil 3.4’te verilmistir.

(BioTek) cihazindan yararlanilmistir. 260 ve 280 nm dalga boylarinda o&lgiilen

2 3
SPL1 SPLA Well ID
Sp=ctrum
1,963 1,785 R0
25,714 55,105 ngisl
SPL2 SPLE Well ID
Sp=ctrum
1.621 1716 ZE0I2E0
164,457 62,653 gl

Sekil 3.4. Bazi suglara ait 260/280 nm dalga boylarinda alinan absorbans degerlerinin
orani

3.2.3.c. izolatlarin molekiiler yontemlerle gruplandirilmasi ve tanisi

izolatlarin tiir ve sus bazinda tanimlanmasmin yapilmasi i¢in RAPD PCR (randomly
amplified polymorphic DNA) teknigi uygulanmis ve primer olarak (GTG)s primeri (5°-
GTGGTGGTGGTGGTG-3’) kullanilmistir. PCR isleminde kullanilan siire ve sicaklik
dongiisti; 95°C’de 20 s (ayrilma), 50°C’de 60 s (baglanma) ve 72°C’de 90 s (uzama)
seklindedir. PCR karisimi toplam 15 pL olacak sekilde hazirlanmistir. Bu amagla PCR
tiipleri igerisine 7,5 uL master mix, 1 pL template DNA, 1 puL primer ((GTG)s) ve 5,5
pL su ile PCR karisimi elde edilmistir. Hazirlanan bu karisimdan 12-13 pL alinarak
%?2’lik agaroz jele yiiklenmistir. Yiirlitme islemi 6 saat boyunca 35 V’luk gerilimde
uygulanmigstir.  Yiriitme sonrasinda UV 151k  altinda izolatlarin  fingerprintleri
kaydedilmis ve benzer suslar tespit edilmistir. Olusturulan her benzer gruptan bir adet

temsili 0rnek sekans analizi i¢in kullanilmistir (Vasdinyei and Dea 'k 2003).

Genotipik tanilama 16S rDNA-PCR yontemi ile yapilmistir. Bu amagla 8F (5’-AGA
GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) ve 534 R (5-ATT ACC GCG GCT GCT GGC-3’)
primerleri kullanilmistir. Kathleen et al. (2014) tarafindan o6nerilen islemde PCR igin
toplam 25 pl reaksiyon karigimi belirtilmis olup bu yonergeye uyulmustur. PCR iiriinleri
DNA sekanslama islemi hizmet alimi ile ABI 3130 X1 genetic analyzer (Applied

Biosystems, Foster City, CA) cihazi1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonugta edinilen
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DNA dizileri Nation Center for Biotechnology Information (NCBI) ile Blast programi

kullanilarak degerlendirilmistir.

3.2.4. Fizikokimyasal Analizler

Yogurt ornekleri lizerinde, mikrobiyolojik ¢esitlilik ve sayiy1 etkileyebilecek 6neme
sahip fizikokimyasal ozelliklerin belirlenmesi amaciyla pH ve %asitlik analizleri

uygulanmistir. Bu deneylerin yapilisi asagida sunulmustur.

3.2.4.a. pH

Yogurt orneklerinin pH’sin1 belirlemek igin uygun problu pH-metre (Hanna pH-211)
kullanilmistir. Olgiimlerden 6nce pH-metre standart tampon ¢ozeltileri (pH 4 ve pH 7)
ile kalibre edilmis ve oda sicakliginda dl¢iimler yapilmigtir. pH-metre probu saf su ile
yikanip kurulandiktan sonra Ornek igerisine daldirilip pH degerinin sabitlenmesi

beklenmistir. Sabitlenen pH degerleri not edilmistir (Savello et al. 1989).

3.2.4.b. % Asitlik Tayini

Karstirilarak homojenize edilen yogurt Orneklerinden erlen igerisine 10 g civari
tartilarak iizerine %]1°lik fenolftaleinden 3-4 damla damlatilmistir. Karisim onceden
hazirlanmis 0,1 N NaOH c¢ozeltisi ile titre edilmistir. Pembe renk olusup 15-20 s
kaybolmayincaya kadar titrasyona devam edilmis ve harcanan NaOH miktarlar1 not
edilmistir. Hesaplama asagida verilen formiile gore yapilmis ve yogurt drneklerinin

asitlik dereceleri % laktik asit cinsinden hesaplanmigtir (Metin 2009).

% Laktik asit = (Vx 0,009 x100) / m

V: Titrasyonda kullanilan 0,1 N NaOH ¢ozeltisi (mL)
m: Titrasyonda kullanilan yogurt miktar1 (g)
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3.2.5. istatistik analizler

Aragtirma sonucunda elde edilen veriler one-way ANOVA testi uygulanmistir.

Istatistiksel analizler, SPSS version 17.0 paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Calismada, Erzurum ilinin gesitli bolgelerinden toplanmis 50 adet yogurt 6rnegine (36
evlerde tiretilmis, 14 endiistriyel olarak tretilmis) ait muhtemel laktik kok ve laktik
basil, koliform grubu, maya-kiif sayim sonuglari1 log kob/g cinsinden asagida verilmistir.
Bunlarin yaninda probiyotiklik, gram 6zellik, katalaz testi ve molekiiler tan1 sonuglari

da asagida sunulmustur.

4.1. Mikrobiyolojik Bulgular

Evlerde ve endiistriyel olarak {iretilen yogurt orneklerine ait mikrobiyolojik analiz
sonuclar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Mikrobiyolojik sayim sonuglar1 log kob/g olarak

sunulmustur.

Yogurt orneklerinde bulunan laktik basil ve laktik kok sayilarina ait ortalamalar,
sirasiyla, 6,56 log kob/g ve 4,96 log kob/g olarak belirlenmistir. Fermente Siit Uriinleri
Tebligine gore yogurtta bulunmasi gereken toplam spesifik mikroorganizma sayisi en az
107 kob/g’dir. Bu sonuglara gére toplanan yogurt numunelerinden elde edilen toplam
laktik basil ve laktik kok sayilari; 5, 20, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 36,
37, 38, 39, 41, 43, 44, 45, 46, 47, 49 ve 50 numarali ornekler hari¢ olmak iizere,
Fermente Siit Uriinleri Tebligi’ne uygunluk gdstermektedir (Anonim 2009). Bunlardan
21, 24, 29, 34 numarali Orneklerde toplam spesifik mikroorganizma sayilarin
standartlarin altinda g¢ikmasinin nedeni, bu Orneklerde laktik koklara rastlanmamis
olmasidir. Laktik koklarin tespit edilememesinin nedeni olarak fermentasyonun
sonlarina dogru asitligin artmasiyla beraber laktik basillerin sayisindaki artis
gosterilebilir. Bunlarin yaninda, 23, 24, 39, 41, 43, 44, 45, 46, 47, 49 ve 50 numarali
orneklerin piyasada yogunlukla bulunan endiistriyel iiriinler olmasi ve bu yogurttan
diger numunelerin de mayalanmis olma ihtimali, bu Orneklerde spesifik

mikroorganizma sayisinin diisiik olmasinin nedenleri arasinda sayilabilir.
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Cizelge 4.1. Yogurt orneklerinden elde edilen mikrobiyolojik sayim sonuglar1 (log
kob/qg)

5 Y -
@ | < g v 5
=] o v \ = o
e X > o < ,E}
S et = = > .|

z| F = % <
< < S g

5 _|

1 1 6,68 7,90 4,90 <1
2 6,55 8,00 4,80 <1
) 1 7,05 5,48 <2 <1
2 7,00 5,66 <2 <1
3 1 7,37 6,72 3,24 <1
2 7,39 6,52 3,36 <1
4 1 7,28 6,90 5,78 <1
2 6,91 6,98 5,16 <1
5 1 6,85 6,18 <2 <1
2 6,50 6,35 <2 <1
5 1 6,63 7,37 5,95 <1
2 6,55 7,45 5,66 <1
7 1 7,31 <2 4,26 <1
2 7,26 <2 4,32 <1
g 1 7,28 <2 <2 <1
2 7,65 <2 <2 <1
9 1 7,30 6,26 4,30 <1
2 7,24 6,22 4,41 <1
10 1 7,40 1,60 3,33 <1
2 7,63 1,86 3,65 <1
1 1 6,46 8,00 <2 <1
2 6,41 7,89 <2 <1
12 1 7,63 8,00 5,45 <1
2 7,60 8,06 5,67 <1
13 1 6,56 7,33 6,23 <1
2 6,36 7,21 6,45 <1
14 1 7,27 6,45 5,00 <1
2 7,25 6,32 4,92 <1
15 1 7,49 7,47 2,34 <1
2 7,62 7,49 2,10 <1
16 1 7,23 6,47 5,15 <1
2 7,36 6,90 5,23 <1
17 1 7,40 6,48 <2 <1
2 7,23 6,67 <2 <1
18 1 8,00 7,48 4,97 <1
2 7,69 7,25 5,09 <1




Cizelge 4.1. (devam)

35

5 % - =
2l 5| & | ¥ | % | B
E| = Y = < =
= 2 = = > =
=2 i N4 < @)
< < = <

=
19 1 7,32 6,93 <2 <1
2 7,63 6,65 <2 <1
20 1 6,69 6,54 <2 <1
2 6,57 6,38 <2 <1
21 1 5,35 <2 <2 <1
2 5,39 <2 <2 <1
29 1 7,70 3,70 5,39 <1
2 7,55 3,78 5,27 <1
23 1 4,64 4,32 <2 <1
2 4,63 4,71 <2 <1
24 1 6,59 <2 <2 <1
2 6,68 <2 <2 <1
o5 i 6,17 4,30 2,65 <1
2 6,31 4,47 2,39 <1
26 1 6,41 6,56 5,48 <1
2 6,23 6,79 5,63 <1
97 1 6,93 3,57 2,46 <1
2 6,80 3,46 2,34 <1
28 1 7,04 5,00 <2 <1
2 6,98 5,23 <2 <1
29 1 6,75 <2 <2 <1
2 6,63 <2 <2 <1
30 1 5,48 5,46 <2 <1
2 5,25 5,63 <2 <1
31 1 5,78 5,70 4,18 <1
2 5,69 5,43 3,98 <1
39 1 6,92 4,15 4,15 <1
2 6,85 4,31 4,22 <1
33 1 5,60 6,11 5,32 <1
2 5,73 6,14 5,49 <1
34 1 6,18 <2 4,18 <1
2 6,31 <2 4,29 <1
35 1 6,98 1,48 1,00 <1
2 7,09 1,62 1,34 <1
36 1 6,54 1,00 <2 <1
2 6,31 1,07 <2 <1
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Cizelge 4.1. (devam)

X 3
el 5| B < v %

=) — H'}Z‘ N ]
£ X e % = < =
AR -
- < = o
5 4
37 1 6,65 4,59 4,67 <1
2 6,50 4,66 4,91 <1
38 1 5,95 6,32 5,70 <1
2 5,63 6,29 5,61 <1
39 1 4,00 6,36 <2 <1
2 4,19 6,22 <2 <1
40 1 6,11 7,23 <2 <1
2 6,31 7,29 <2 <1
41 1 5,08 4,00 <2 <1
2 5,30 3,65 <2 <1
42 1 7,27 6,28 <2 <1
2 7,38 6,17 <2 <1
43 1 6,00 5,95 <2 <1
2 5,86 5,81 <2 <1
44 1 6,54 5,30 <2 <1
2 6,63 5,14 <2 <1
45 1 6,48 3,48 <2 <1
2 6,67 3,59 <2 <1
46 1 6,45 5,85 <2 <1
2 6,29 5,37 <2 <1
47 1 6,54 5,30 <2 <1
2 6,79 5,48 <2 <1
48 1 6,49 7,08 <2 <1
2 6,68 7,34 <2 <1
49 1 5,30 6,26 <2 <1
2 5,39 6,18 <2 <1
50 1 5,20 3,00 3,00 <1
2 5,38 2,86 3,27 <1
Min. 4,00 <2 <2 <1
Max. 8,00 8,06 6,45 <1
Ev Ort. 6,807 | 4,95% | 2,95 <1
End. Ort. | 5,96 | 5,000 | 0,22°" <1
Ortalama 6,56 4,96 2,19 <1
Std.Sapma | 0,82 2,44 2,38 -

<1 ve <2: Tespit Edilebilir Seviyenin Altinda;

Ev Ort: Evierde Uretilen Yogurtlarin Ortalamast;

End. Ort.: Endiistriyel Olarak Uretilen Yogurtlarin Ortalamast

ab: Aym Siitunda Farkli Ustel Harflerle Gosterilen Ortalamalar Birbirinden Farklidir.
*p<0,05, **p<0,01 Diizeyinde Onemli
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Tiim Orneklere ait ortalama laktik basil sayis1 6,56 log kob/g olarak, bunun yaninda
minimum ve maksimum degerler sirasiyla, 4,00 ve 8,00 log kob/g olarak tespit
edilmistir. Ornekler ev yapimi ve endiistriyel iiretim olarak ayrildiginda, rneklerde
bulunan laktik basil sayilari, ev yapimi yogurtlar i¢in ortalama 6,80; endiistriyel olarak
tiretilenlerin ise 5,96 log kob/g oldugu saptanmistir. Ev yapimi ve endiistriyel
yogurtlarin laktik basil sayim ortalamalar1 arasindaki farkliligin 6nemli oldugu

gozlemlenmistir (p<0,01).

Mikrobiyolojik sayim sonuglarina gore, tiim orneklere ait ortalama laktik kok sayilar
4,96 log kob/g bulunmustur. Ev (4,95 log kob/g) ve endiistriyel (5,00 log kob/g) olarak
tiretilen yogurtlardan elde edilen sonuglara gore laktik kok sayilarinin ortalamalar1 genel
ortalamaya yakinlik gdstermektedir. Ev yapimi yogurtlar ile endiistriyel yogurtlarin
ortalama laktik kok sayilar1 arasinda 6nemli bir farkliligin olmadigi belirlenmistir
(p>0,05). Elde edilen tiim orneklerde yapilan mikrobiyolojik analiz sonuglarina gore

laktik kok sayilar1 en diisiik <2, en yiiksek 8,06 log kob/g oldugu tespit edilmistir.

Tiirk Standartlar1 Enstitiisii tarafindan belirtilen TS ISO 9232 standardina gore, yogurda
0zgii mikroorganizmalar S. thermophilus ve L. bulgaricus’dur. Bu ¢alismada kullanilan
bazi yogurtlarin (7, 8, 21, 24, 29, 34) TSE standardina uygunluk gdstermedigi

anlasilmstir.

Fermente Siit Uriinleri Tebligine gore yogurtlarda maya bulunmamalidir (Anonim
2009). Ancak yogurt drneklerimizin %50’sinde maya tespit edilmistir ve tiim numuneler
diisiiniildiiglinde tespit edilen maya sayis1 ortalama 2,19 log kob/g’dir. Analizin yapilma
mevsiminin yaz olmasi veya yogurt drneklerinin taze olmamasi gibi nedenlerden dolay1
numunelerde maya tespit edilmis olabilir. Bunlarin yaninda orneklerde kiif tespit

edilmemistir.

Ev yapimi olarak firetilen orneklerin maya-kif sayilari 2,95; endiistriyel olarak
iiretilenlerin ise 0,22 log kob/g olarak tespit edilmistir. Endiistriyel olarak iiretilen

yogurtlarin 1 tanesinde (50 numarali 6rnek) maya tespit edilmisken, evde yapilan yogurt
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orneklerinden 24 tanesinde (1, 3,4, 6, 7,9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 22, 25, 26, 27, 31,
32, 33, 34, 35, 37, 38 numarali 6rnekler) maya-kiif tespit edilmistir. Ev yapimi
yogurtlarin ortalama maya-kiif sayisinin endiistriyel yogurtlardan istatistiksel olarak
onemli seviyede daha yliksek oldugu belirlenmistir (p<0,01). Endiistriyel olarak iiretilen
yogurtlarda bulunan maya-kiif sayilarinin genel ortalamanin altinda olmasinin nedeni

tiretim ortamlarinin daha temiz olmasindan kaynaklanabilir.

Orneklerin higbirisinde koliform grubu bakterilere rastlanmamistir. Bunun nedeni

olarak yogurdun 1s1l islem gérmiis ve asitligi yiliksek bir tirlin olmasi1 gosterilebilir.

Celik (2007)’in yogurt orneklerinde gergeklestirdigi mikrobiyolojik analizlere gore
muhtemel laktik kok ve laktik basil sayim sonuglari, sirasiyla, 9,08 ve 8,80 log kob/g
olarak tespit edilmistir. Okuklu (2014) tarafindan yapilan c¢alismada, 13 yogurt
orneginden 453 koloni se¢ilmis ve bunlarin 170’1 saflastirilabilmistir. MRS Agarda
yapilan sayim sonuglarinin ortalamasi 7,15 iken, M17 Agarda 7,10 log kob/g’dir. Bizim
calismamizda ise 242 izolattan 198’1 tekrar canlandirilabilmistir. Yapilan
mikrobiyolojik sayim sonuglarimizin ise daha diigiik (laktik basiller igin 6,56, laktik
koklar icin 4,96 log kob/g) oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni olarak, ¢aligmamizda

kullanilan yogurtlarin asitliginin yiiksek olmasi1 gosterilebilir.

Tulumoglu (1996) yogurt 6rnekleri tizerinde gergeklestirdigi ¢alismada yogurtlarda 1,8-
3,8 log kob/g Streptococcus, 5,6-8,6 log kob/g Lactobacillus, 0,00-6,6 log kob/g maya-
kiif tespit edilmistir. Bir 6rnekte 0,57 log kob/g koliform grubu bakteri saptanmustir.
Bizim calismamiz ile karsilastirildiginda laktik basil sayilari uygunluk gosterirken,
calismamizda laktik kok sayilar1 daha fazla bulunmustur. Maya-kiif sayim sonuglarimiz
ise ortalama olarak daha diisiik seviyede oldugu goriilmektedir. Ayrica, yapilan
mikrobiyolojik analizler sonucunda, ¢alismamizda, koliform grubu mikroorganizmalar

tespit edilmemistir.

Sert vd (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, yogurt 6rneklerinin laktik basil ve laktik
kok sayilar1 sirasiyla, 6,82 ve 6,32—6,99 log kob/g olarak tespit edilmistir. Laktik basil
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sayilar1 agisinda ¢aligmamizda bulunan degerler bu ¢alismaya uygunluk gostermektedir.
Ancak laktik kok sayist bakimindan ¢alismamizda bulunan ortalama degerin daha diisiik

oldugu saptanmistir.

Yu et al. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, Rusya’nin ¢esitli bolgelerinden topladiklari
geleneksel yontemlerle tiretilen fermente siit iirlinlerinden izole ettikleri LAB’larin
tanilamasini1 amaglamislardir. Elde edilen LAB sayilar1 3,18 ile 9,77 log kob/g arasinda
oldugu tespit edilmistir.

Toplam 260 yogurt 6rneginin mikrobiyolojik 6zelliklerinin incelendigi Hislioglu (2007)
tarafindan yapilan ¢alismada, evlerde iiretilen yogurt orneklerinin maya-kif sayisi
ortalama 2,38 log kob/g olarak bulunmustur. Calismamizda ise ortalama 2,19 log kob/g

olan maya-kiif sayis1 benzer galismalar ile uygunluk gostermektedir.

4.2. Probiyotik Ozellik Test Bulgulari

Deneme boyunca toplam 242 izolat elde edilmis, ancak 44 tanesi tekrar canlandirma
isleminde geri kazanilamamistir. Dolayisiyla ¢alismada 198 izolat daha ileriki testler
icin kullanilmistir. Denemede kullanilan toplam 198 izolatin 94’4 M17, 104’1 ise MRS
Agar kaynakli oldugu goriilmektedir.

Elde edilen laktik koklara uygulanan gram 6zellik, katalaz testi, mide ortamina ve safra

tuzlarma dayaniklilik test sonuglar1 Cizelge 4.2 verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore yogurt drneklerinden izole edilen suglarin tamaminin gram

(+) ve katalaz negatif oldugu tespit edilmistir.

Izole edilen laktik kok suslarmin %24,5’i mide ortaminda canlihigini siirdiirmiistiir.
Canliligim siirdiirebilen bu suslarin; %4,3’4 (toplamda %1,1) ¢ok iyi tireme, %13’

(toplamda %3,2) iyi tireme ve %82,6’s1 (toplamda %20,2) zayif ireme gostermistir.
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Safra tuzlarina dayaniklilik agisindan laktik koklarin %61°1 safra tuzlarinda gelisim
gostermistir. Safra tuzlarina dayaniklilik testi i¢in %0,3, %0,5 ve %1 olmak iizere ii¢
farkli konsantrasyonda safra iceren besiyerleri kullanilmistir. %0,3  safra
konsantrasyonunda, laktik koklarin %4,1°i ¢ok iyi lireme, %6,4’iyi iireme ve %23,3’1
ise zayif ireme gostermistir. %0,5 safra konsantrasyonunda; laktik koklarin %1,7’si ¢ok
iyi treme, %I11’1 lyi treme, %21’1 ise zayif ireme gostermistir. %1 safra
konsantrasyonunda ise; laktik koklarmn, %]1,7’si ¢ok iyi tireme, %5,8’1 iyi tireme, %251

ise zay1f lireme gostermistir.
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Cizelge 4.2. Yogurt Orneklerinden izole edilen laktik koklarin fenotipik ve bazi
probiyotik 6zellikleri

Safra Tuzlarinda Gelisim (%)

Gram Ozellik
Katalaz Testi
Mide Ortami

1zolat
Hiicre Morfolojisi

0,3 0,5 1

1S1 | Streptokok | +
1S2 | Streptokok | + - | + + +
1S3 | Streptokok | + 4 - - - -
1S4 | Streptokok | + - = F - -

2S1 | Streptokok | + - - + + +
252 Basil + - + + + ¥
2S3 | Streptokok | + - - . - -
2S4 | Streptokok | + - + + + +
3S2 | Streptokok | + - - + + +

4S1 | Streptokok | + - - - - -
5S1 | Streptokok | + - - - - -
5S2 | Streptokok | + - - - - -

5S3 | Streptokok | + - - + + +
6S1 | Streptokok | + - - - - -
8S1 Basil + - - + + +
852 Basil + - - + + +
9S1 Basil + - - + + +

9S2 | Streptokok | + - - - - -
9S3 | Streptokok | + - - - - -

9S5 | Streptokok | + - + +++ ++ ++
10S1 | Streptokok | + - - - - -
10S2 | Streptokok | + - - + + +

11S1 | Streptokok | + - - + + +
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Cizelge 4.2. (devam)

s | € 2 | = | £ |SafraTuzlarda Gelisim (%)
T |2 S 18 |9

3 S | X | =

= 0,3 0,5 1
11S2 | Streptokok | + - - +++ ++ +
11S3 | Streptokok | + - - +++ +++ +++
11S4 | Streptokok | + - - - ++ -
12S2 | Streptokok | + - - + + +
14S1 | Streptokok | + - - 4 - -
14S2 | Streptokok | + - - + ++ ++
15S1 | Streptokok | + - - + + +
16S1 | Streptokok | + - - + + -
16S2 | Streptokok | + - - +++ ++ ++
17S1 | Streptokok | + - - - - -
17S2 | Streptokok | + - - - - -
17S3 | Streptokok | + - - + + -
18S1 | Streptokok | + - - - + -
18S2 | Streptokok | + - - - + -
18S3 | Streptokok | + - - - - -
19S1 | Streptokok | + - - - - -
19S2 | Streptokok | + - - - + -
20S1 | Streptokok | + - - - + -
20S2 | Streptokok | + - - + + +
20S4 | Streptokok | + - - ++ + +
20S5 | Streptokok | + - - +++ ++ ++
20S6 | Streptokok | + - - + + +
21S1 Basil + - - - - -
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Cizelge 4.2. (devam)

% ag g E g Safra Tuzlarinda Gelisim (%)
;5 O | X | 2

0,3 0,5 1
2251 Basil + - - + + +
23S2 Basil + - + + + +
25S1 | Streptokok | + - - - - -
25S2 | Streptokok | + 4 - - - -
26S1 | Streptokok | + - = ++ ++ +
27S1 | Streptokok | + - - ++ ++ +
27S2 | Streptokok | + - - + + +
28S1 Basil + - - + + +
28S2 | Streptokok | + - + ++ + +
30S1 | Streptokok | + - - - - -
30S2 | Streptokok | + - + - - -
30S3 | Streptokok | + - + + + +
30S4 | Streptokok | + - - ++ ++ ++
30S5 | Streptokok | + - - +++ +++ +++
31S1 | Streptokok | + - - - - -
32S1 | Streptokok | + - - + + +
33S2 | Streptokok | + - - + - -
35S2 | Streptokok | + - + + + +
36S1 | Streptokok | + - + ++ ++ ++
36S2 | Streptokok | + - - + - -
36S3 | Streptokok | + - + + + +
37S1 | Streptokok | + - - - - -
37S2 | Streptokok | + - - - - -
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Cizelge 4.2. (devam)

8

) = |2 | 8

£ T | & | & |SafraTuzlarnda Gelisim (%
= = 2 [t £ afra Tuzlarinda Gelisim (%)
'—o' o O N O
-~ =2 g c—‘g o

5] ~ +— =]

St — [0 o

3 S | X | =

=

0,3 0,5 1

39S1 | Streptokok | + - - + - -
39S2 | Streptokok | + - + ++ ++ ++
41S1 | Streptokok | + - - +++ +++ +++
41S2 | Streptokok | + 4 - - - -
4281 | Streptokok | + - + + + +
42S2 | Streptokok | + - - ++ ++ ++
42S3 | Streptokok | + - + + + +
43S1 | Streptokok | + - - + + +
43S2 | Streptokok | + - + ++ + +
44S1 | Streptokok | + - ++ + - -
44S2 | Streptokok | + - - - - -
45S1 | Streptokok | + - + ++ ++ +
4552 Basil + - - - - -
45S3 | Streptokok | + - + + + +
4554 | Streptokok | + - - + + +
46S1 | Streptokok | + - - + + +
46S3 | Streptokok | + - + + + +
47S1 | Streptokok | + - + ++ ++ ++
47S2 | Streptokok | + - - + + +
48S1 | Streptokok | + - - - - -
48S2 | Streptokok | + - + - - -
48S3 | Streptokok | + - - - - -
48S4 | Streptokok | + - - - - -
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Cizelge 4.2. (devam)

2
5 -
. < 2 | = | £ |SafraTuzlarda Gelisim (%)
s |2 S |8 |°
S |2 E | g |2
5 < 4+ =
S — © -
2 o | X | =
=
0,3 0,5 1
48S5 | Streptokok | + - + + + +
49S2 | Streptokok | + - + + + +
- : Ureme goriilmemistir (Absorbans degeri=kor numune)
+ : Zayif lireme (Absorbans degeri <1)
++ : lyi iireme (1<Aborbans degeri<1,5)
+++ : Cok iyi tireme (1,5 < Aborbans degeri)

Mide ortami igin; +: 20-30%; ++: 40-49%; +++: 50-60%; —: Ureme goriilmemistir.

Yogurt o6rneklerinden izole edilen laktik basillerin bazi fenotipik ve bazi probiyotik

ozellikleri analiz sonuglar Cizelge 4.3’de verilmistir.

Elde edilen sonuglara goére yogurt drneklerinden izole edilen suslarin tamami gram (+)

ve katalaz negatif olarak tespit edilmistir.

Laktik basil suslari iizerinde yapilan mide ortamina dayaniklilik test sonuglarina gore;
izolatlarin %45,2’si mide ortaminda canliliklarini stirdiirebilmislerdir. Bunlarin %4,3’1
(toplamda %1,9) ¢ok iyi tireme, %2,1°i (toplamda %]1) iyi tireme, %93,6’s1 (toplamda

%42,3) ise zayif lireme gostermistir.

Orneklerden izole edilen laktik basillerin %37,5’i safra tuzlarinda iireme gostermistir.
%0,3 safra konsantrasyonunda, bu izolatlarin %4,3’{ iyi tireme, %33,3’1 zayif {ireme
gostermistir. %0,5 safra konsantrasyonunda, direngli laktik basillerin %2,6’s1 iyi iireme,
%31,6°s1 ise zayif lireme gostermistir. %1 safra konsantrasyonunda ise; laktik basillerin
%0,8’si iyi lreme, %29,3’l ise zayif lireme gostermistir. Ayrica, higbir izolat safra

konsantrasyonunda ¢ok iyi lireme gosterememistir.
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Cizelge 4.3. Yogurt orneklerinden izole edilen laktik basillerin fenotipik ve bazi
probiyotik 6zellikleri

= 2 | = -
- :; %S é g Safra Tuzlarinda Gelisim (%)
AR
= . | E|E |2

s |5 |¥ |E

= 0,3 0,5 1
1M1 | Streptokok | + - - - - -
1M3 | Streptokok | + - - - _ -
2M1 Basil + 4 - - - -
3M2 Basil + - + 4 - -
4AM1 Basil - - + £ - -
4AM2 Basil + - - . - -
SM1 Basil 4 - + 3 - -
SM4 Basil + - - - - -
5M5 Basil + - + + + -
6M1 Basil + - + - - -
6M2 Basil + - + - - -
6M3 Basil + - + + - -
M1 Basil + - + + + -
M2 Basil + - + + - -
8M2 Basil + - + - - -
8M3 Basil + - + + - -
8M5 Basil + - - - - -
8M6 Basil + - - - - -




Cizelge 4.3. (devam)
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— N VR -
= ;% .?:’ é § Safra Tuzlarinda Gelisim (%)
IO ]% 8
2|28 |2
2 O | X |2
0,3 0,5 1
9M1 Basil + - + - - -
9M2 Basil + - + + + -
9M3 Basil + - + - - -
om4 Basil + - + + + +
10M1 | Basil + - + - - -
10M2 | Basil + - + + + -
10M3 | Basil + - & + + +
10M4 | Basil + - + + + -
10M5 | Basil + - + - - -
10M6 | Basil + - + + + +
11M1 | Basil + - - + + -
11M2 | Basil + - + + + -
12M1 | Basil + - + - - -
12M2 | Basil + - - - - -
12M3 | Basil + - + + + +
14M3 | Basil + - + ++ ++ +
14M5 | Basil + - + - - -
15M1 | Basil + - - - - -
15M3 | Basil + - - - - -
16M1 | Basil + - - - - -
16M2 | Basil + - + - - -
16M3 | Basil + - + - - -




Cizelge 4.3. (devam)
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% E : g |: g Safra Tuzlarinda Gelisim (%)
S = |5 |5 |32

= 0,3 0,5 1
17M2 Basil + - - + + +
17M3 Basil + - + - - -
18M3 Basil + - r - - -
19M4 Basil + - + - - -
20M2 | Streptokok | + - - - - -
21M1 Basil + - - - - -
21M2 Basil + - - h - -
21M3 Basil + - - - - -
22M1 Basil + R ++ ++ +
22M2 Basil + - - - - -
23M1 | Streptokok | + - - - - -
23M2 | Streptokok | + - + - - -
23M3 Basil + - - - - -
25M1 | Streptokok | + - - + + +
25M2 Basil + - + - - -
25M3 Basil + - - + + +
26M1 Basil + - + + + -
26M2 Basil + - - - - -
27M2 Basil + - - - - -
27M3 Basil + - - + ¥ n
27MA4 Basil + - + + + +




Cizelge 4.3. (devam)
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% E : g E g Safra Tuzlarinda Gelisim (%)
A > |EE |2
g |& |¥|E
=

0,3 0,5 1
27M5 Basil + - - - - -
28M1 Basil + - - - - -
29M1 Basil + - P ++ n i
29M3 Basil + = - - - -
29M4 Basil + - + + + +
30M1 Basil + - ++ + + +
30M2 Basil + - - - h -
30M3 | Streptokok | + - - - - -
30M4 Basil + - - + n n
31M1 Basil + - - + + +
32M1 Basil + - - - - -
32M2 Basil + - - + + +
33M1 Basil + - |+ ++ ++ ++
33M2 Basil + - + + + +
34M1 Basil + - - + + +
34M2 Basil + - + + + +
35M2 Basil + - + + + -
35M3 Basil + - - + + +
35M4 Basil + - - + ¥ -
36M2 Basil + - - + + ¥
36M3 Basil + - - + + +




Cizelge 4.3. (devam)
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% ag : g |: g Safra Tuzlarinda Gelisim (%)
S = |5 |5 |32

= 0,3 0,5 1
37M1 Basil + - - - - -
37M2 Basil + - - - - -
38M2 Basil + - + + + n
39M2 | Streptokok | + = - - - -
40M1 Basil + - - - - -
40M2 Basil + g - - - -
41M1 | Streptokok | + - + + + +
41M2 Basil + - - - - -
42M1 | Streptokok | + - + + + -
42M2 Basil + - - + - -
43M1 | Streptokok | + - - - - -
43M2 | Streptokok | + - - - - -
44M1 | Streptokok | + - - - - -
44M2 | Streptokok | + - + - - -
46M1 Basil + - - - - -
46M2 | Streptokok | + - - + + +
47TM1 Basil + - - - - -
A4TM2 Basil + - - - - _
48M1 Basil + - + - - -
48M2 | Streptokok | + - - ++ + +
49M1 | Streptokok | + - - - - -
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Cizelge 4.3. (devam)

2
s |2 |8 |E
= € | 8 |~ | € |SafraTuzlarinda Gelisim (%)
S S |© | R |O
S = | |5 |2
5} < - =
515 |8 |s
= O | X | =
0,3 0,5 1
50M1 | Baisil + - + + + +
: Ureme goriilmemistir (Absorbans degeri=kor numune)
+ : Zayif iireme (Absorbans degeri <1)
++ : lyi iireme (1<Aborbans degeri<1,5)
+++ : Cok iyi tireme (1,5 < Aborbans degeri)

Mide ortamu igin; +: 20-30%; ++: 40-49%; +++: 50-60%; —: Ureme goriilmemistir.

izolatlarin probiyotik &zellikleri degerlendirilirken, mide ortami ve en az %0,3 safra
tuzlaria dayaniklilik gdsteren suslar probiyotik olarak belirlenmistir. Buna gore; yogurt
orneklerinde izole edilen suslarin %24,2’sinin (48 izolat; 5M5, 6M3, 7M1, 7M2, 8M3,
9M2, 9M4, 10M2, 10M3, 10M4, 10M6, 11M2, 12M3, 14M3, 22M1, 26M1, 27M4,
29M4, 30M1, 33M1, 33M2, 34M2, 35M2, 38M2, 41M1, 42M1, 50M1, 1S2, 252, 254,
9S5, 2352, 28S2, 30S3, 3552, 36S1, 36S3, 39S2, 4251, 42S3, 43S2, 44S1, 4551, 45S3,
46S3, 47S1, 48S5, 49S2) hem mideye hem de safra tuzlarina dayaniklilik gosterdigi
tespit edilmistir. Bu suslarin, mide ve safra tuzlarina dayaniklilik agisindan, probiyotik

olarak degerlendirilebilecegi goriilmiistiir.

Okuklu (2014) yaptig1 ¢alismada, izole edilen suslarin mide ortami ve safra tuzlarina
dayanikliligini test etmistir. Analiz sonucglarina gore; mide ortamina, izolatlarinin 29
tanesinin, safra tuzlarma ise izolatlarinin 17 tanesinin diren¢ gosterdigi bulunmustur.
Bizim calismamizda izole edilen suslarin 70’inin mide ortamina, 107 tanesinin ise safra

tuzlarina dayaniklilik gosterdigi tespit edilmistir.

Kuda et al. (2016) Japonya’nin sahil kesimlerinden topladiklar1 fermente iiriinlerden
elde ettikleri 138 izolat {izerinde asitlige direng testi uygulamislardir. Bu izolatlarin 10

tanesinin asitlige direncli olduklar1 yapilan ¢alismada belirlenmistir.
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4.3. Molekiiler Tan1 Bulgulari

Calismada izole edilen toplam 198 izolat elde edildikleri besiyeri ¢esidine gore (94’1
M17, 104’1 ise MRS Agar kaynakli) DNA fingerprintleri elde dilmek iizere GTGs (5°-
GTGGTGGTGGTGGTG-3") primeri ile analiz edilmislerdir. Analiz sonucu elde edilen
ve farkli sus olduklar1 disiiniilen izolatlar gruplandirilarak temsili bir numune 16S
rDNA PCR islemine tabi tutulmustur. Elde edilen amplikonlar sekans islemi
tamamlanmak tizere hizmet alim1 yapilacak firmaya gonderilmistir. Asagidaki sekillerde

(Sekil 4.1 ve Sekil 4.2) elde edilen izolatlara ait farkli fingerprintler gériilmektedir.

M1 2 3 4

Sekil 4.1. Laktik basil gruplarindan farkli DNA parmak izine (fingerprint) sahip
izolatlarin agaroz jel goriintiisii
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M 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 4.2. Laktik kok gruplarindan farkli DNA parmak izine (fingerprint) sahip
izolatlar agaroz jel goriintiisii

Gorildiglu tizere calismada; 4 farkli laktik basil ve 7 farkli laktik kok sus tipi
belirlenmigtir. Bdylece yogurt Orneklerinin sus bazinda ¢esitliligi de ortaya

koyulmustur.

Farkli suslarin tespitinden sonra genotipik tanilama icin yapilan 16S-rDNA PCR
islemine ait bantlar Sekil 4.3’te verilmistir. Elde edilen suslarin hedef bolgelerinin
amplifikasyonu gergeklestirilen temsili suslar, sekans islemlerini gerceklestirilmek

tizere hizmet alim1 gerceklestirilecek ilgili firmaya gonderilmistir.

Sekil 4.3. 16S-rDNA PCR islemine ait temsili parmak izi sonuglari
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Yogurt orneklerinden izole edilen muhtemel laktik basil ve laktik koklarin molekiiler

tanilama sonuglari, sirasiyla, Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Laktik Basil Izolatlarinin Genetik Tan1 Sonuglar

Sira| Genetik Tam -
Sonucu g 5
X 3 € 5
E = ;\a Sekans :i: E Temsil ettigi izolatlarin numaralar:
D = Z
O g ID | E3
2 & 8
=
Lactobacillus 99 LS974 | 23 2S2, 4M2, 5M1, 6M2, 7TM2, 8M2,
1 |delbrueckii subsp. 444.1 8M3, 9M3, 12M3, 14M3, 14M5,
bulgaricus 17M2, 18M3, 19M4, 27M5, 28M1,
30M4, 31M1, 32M1, 41M2, 46M1,
48M1, 50M1
Lactobacillus 100 LT899 | 22 8M5, 8M6, 9M1, 9IM2, 10M1,
2 | delbrueckii subsp. 687.1 10M2, 10M6, 11M1, 15M3, 16M1,
bulgaricus 22S1, 22M2, 23M3, 25M2, 25M3,
27M2, 27M3, 28S1, 32M2, 33M1,
36M3, 37TM1
Lactobacillus 100 CPO16 | 23 2M1, 3M2, 4M1, 5M4, 5M5, 8S1,
3 |delbrueckii subsp. 393.1 852, 9S1, 10M4, 10M5, 12M1,
bulgaricus 12M2, 21M1, 22M1, 29M1, 29M3,
30M1, 30M2, 34M1, 35M3, 35M4,
36M2, 4552
Lactobacillus 98 CP013 | 27 6M1, 6M3, 7M1, 9M4, 10M3,
4 | delbrueckii subsp. 610.1 11M2, 15M1, 16M2, 16M3, 17M3,
bulgaricus 21M2, 21M3, 26M1, 26M2, 21S1,
23S2, 27M4, 29M4, 33M2, 34M2,
37M2, 38M2, 40M1, 40M2, 42M2,
47M1, 47TM2

Alt1 ¢izili numaralar sekans islemi i¢in génderilen temsili izolatlar ifade etmektedir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LS974444.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=MYD297D3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LS974444.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=MYD297D3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT899687.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=MYDZVUYW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT899687.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=MYDZVUYW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP016393.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=MYEE3NSC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP016393.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=MYEE3NSC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP013610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=MZDU8C3X014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP013610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=MZDU8C3X014

Cizelge 4.5. Laktik Kok Izolatlarinin Genetik Tan1 Sonuglar
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Sira Genetik Tam o o Temsil ettigi izolatlarin
X = =l
Sonucu 2| Sekans ID S gs numaralari
gt T53
O 3 .g =
Streptococcus 99 LS9744441 | 19 151, 1M3, 3S2, 4S1, 5S2,
thermophilus 10S2, 16S1, 17S2, 20S6,
1 25S1, 28S2, 35S2, 36S2,
39S2, 43S1, 44S1, 48S1,
48M2, 49M1
Streptococcus 100 LS483339.1 |13 251, 2S4, 6S1, 33S2,
2 thermophilus 36S1, 37S1, 37S2, 4181,
42S2, 4253, 44M2, 46M2
3 | Streptococcus 99 MF798950.1 | 15 1S4, 5S1, 9S2, 9S3, 1452,
thermophilus 30S5, 31S1, 39S1, 43M1,
43M2, 44M1, 45S3, 468S3,
47S2, 49S2
4 | Streptococcus 99 CP006819.1 | 15 1S2, 1S3, 2S3, 9S5, 1081,
thermophilus 16S2, 17S1, 18S1, 20S1,
30S3, 30S4, 41M1, 42M1,
46S1, 47S1
5 99 LC096241.1 |15 11S1, 19S2, 20M2, 23M1,
Streptococcus 23M2, 30S1, 30S2, 32S1,
thermophilus 41S2, 42S1, 43S2, 44S2,
45851, 4554
6 | Streptococcus 99 CP025216.1 | 14 11S3, 11S4, 12S2, 14S1,
thermophilus 18S3, 1951, 20S2, 30M3,
36S3, 39M2 48S2, 48S3,
4854, 48S5
7 | Streptococcus 99 MF798811.1 | 13 1M1, 5S3, 11S2, 15S1,

thermophilus

17S3, 18S2, 20S4, 20S5,
25M1, 25S2, 26S1, 2781,
27S2

Alt1 ¢izili numaralar sekans islemi i¢in génderilen temsili izolatlar ifade etmektedir.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LS974444.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=MYGCPDCF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LS483339.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=MYVT74EC015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF798950.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=MZF6TDD001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP006819.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=25&RID=MZF6TDD001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC096241.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=18&RID=MZF6TDD001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP025216.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=MYVT74EC015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF798811.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=7&RID=MZF6TDD001R
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Tablolardan da goriildigi tlizere (Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’te) elde edilen izolatlar

yogurt liretiminde kullanilan suslar olup toplam 11 farkli alt tiirden olugmaktadir.

Georgalaki et al. (2017) yaptiklar1 ¢alismada, yogurt 6rnekleri tizerinden g¢alisilmis ve
53 sus izole edilmistir. Tanilama islemi sonucunda bu suslarin Lactobacillus,

Enterococcus spp., S. thermophilus ve L. lactis olduklari tespit edilmistir.

Kuda et al. (2016) Japonya’nin sahil kesimlerinden elde ettikleri fermente iriinlerden
izole edilen LAB’lar iizerinde tanilama islemi yapmislardir. 138 LAB izolatinin

tanilanmasi sonucu 6 farkli L. plantarum ve 4 farkli L. lactis susu tespit edilmistir.

Yu et al. (2015) tarafindan yapilan g¢alismada, Rusya’da geleneksel yontemlerle
tiretilmis fermente siit {riinleri toplanmis ve MRS-M17 besiyerleri kullanilarak 599
muhtemel LAB izole edilmistir. izolatlar icerisinde baskin suslar L. helveticus ve L.

plantarum olarak tespit edilmistir.

4.4. Fizikokimyasal Bulgular

Yogurt 6rneklerinin fizikokimyasal analizler uygulanmis ve sonuglar Cizelge 4.6’da

verilmistir.

Yogurt 6rneklerinin pH sonuglart minimum 3,12; maksimum 4,46; ortalama 3,74 olarak
tespit edilmistir. Evlerde yapilmis yogurtlarin pH sonuglarmin ortalamasi 3,76;

endiistriyel olarak tiretilen yogurtlarin ise 3,69 oldugu gézlemlenmistir.

Yogurt 6rneklerinden elde edilen % asitlik sonuglarina gore; minimum, maksimum ve
ortalama degerleri, sirasiyla, 0,37; 1,56 ve 1,17°dir. Evlerde iiretilmis yogurtlarin %
asitlik analiz sonuglarinin ortalamasi 1,16 iken, endiistriyel yogurtlarin 1,17 oldugu
bulunmustur. Ortalama pH ve % asitlik degerleri bakimindan ev yapimi ve endiistriyel
yogurtlar arasinda farkliliklarin bulundugu, fakat bu farkliliklarin istatistiksel olarak

onemli olmadigi tespit edilmistir (p>0,05).
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Celik (2007) tarafindan yapilan g¢alismada, 20 yogurt Orneginin pH degerlerinin
ortalamasi 4,4 olarak bulunmustur. Dincel (2012)’in yaptig1 ¢alismada; 38 yogurt 6rnegi
ile calisilmis ve analiz sonuglarina gore ortalama pH degeri 4,23; ortalama % asitlik
degeri ise 1,17 olarak bulunmustur. Herdem (2006) tarafindan yapilan ¢alismada ise,
geleneksel olarak iiretilen 50 yogurt 6rnegi tizerinde galisilmistir. Caligma sonucu elde
edilen ortalama % asitlik 1,40; ortalama pH 4,02 bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise
pH ortalama 3,74; % asitlik ortalama 1,17 olarak tespit edilmistir. Yogurt drneklerinin
cogunlukla evlerden toplanmis olmasi, tarafimizca iiretilmemis olmas: ve muhafaza
sartlar1 gibi nedenler pH degerlerinin diisiik olmasinin nedeni olarak diisiiniilebilir. pH
degerlerinin arasindaki farka ragmen ¢alismamizda bulunan ortalama % asitlik degeri

diger ¢alismalarla uygunluk géstermektedir.



Cizelge 4.6. Yogurt numunelerinin fizikokimyasal analiz sonuglari
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® . = @ . X @ . X
S| €| | 2|3 € | Z = g T | 5
E| | 2| <|E§| %] 2| < E 5 s | <
z| F lz|F S p = s
1 1 14,08|0,95 1 (406|086 37 1 3,18 | 1,25
2 140609119 | 2 [4,09|0,85 2 3,19 | 1,24
5 1 1383]|1,10 1 (445|037 38 1 3,12 | 1,33
2 1381108120 | 2 (4,46 |0,38 2 3,15 | 1,32
3 1 |4,15]1,10 1 (441072 39 1 3,68 | 1,17
2 1410|1071 21| 2 (4,40|0,71 2 3,68 | 1,18
4 1 1]3,79]1,33 1 (1398|1341 40 1 3,41 | 1,08
2 1383113]22| 2 |398]|1,35 2 3,40 | 1,08
5 1 |4,06]1,16 1 (1360|1501 41 1 3,40 | 1,32
2 1408|116 23| 2 |3,62]|1,49 2 3,42 | 1,32
5 1 (394121 1 (352|087 42 1 3,58 | 1,45
2 1389|122124| 2 |350|0,88 2 3,59 | 1,45
7 1 1380]1,13 1 (3401411 43 1 3,72 | 0,98
2 1381112125 | 2 |3,40|1,40 2 3,71 | 1,00
8 1 14,15|0,84 1 (322129 44 1 3,93 | 1,27
2 14201085126 | 2 [3,25|1,29 2 3,92 | 1,25
9 1 1390]1,16 1 (335116 45 1 3,78 | 1,06
2 1386|1181 27 | 2 [3,36|1,14 2 3,77 | 1,05
10 1 |4,09]0,99 1 (332]1,18] 46 1 3,59 | 1,04
2 1411)101)28| 2 |3,30]|1,19 2 3,58 | 1,03
11 1 ]395]1,26 1 360|126 47 1 3,47 | 1,14
2 1388|125]29| 2 |3,62]|1,25 2 3,48 | 1,13
12 1 |3,741,37 1 (383]1,10] 48 1 3,66 | 1,02
2 136713630 | 2 |3,82]|1,08 2 3,65 | 1,01
13 1 (390121 1 (347|115 49 1 431 | 1,00
2 1392120131 2 (3,44 |1,16 2 4,30 | 0,99
14 1 1385|141 1 (340127 50 1 3,98 | 1,47
2 1385(140132| 2 (3,41|1,28 2 3,99 | 1,47
15 1 ]391]1,15 1 (343|127 Min. 3,12 | 0,37
2 1386|115133| 2 (3,43 |1,27 Max. 446 | 1,56
16 1 1]4,01]1,15 1 (343|111 Ev Ort. 3,76% | 1,162
2 140311734 | 2 |3,42|1,10
17 1 ]3,90]1,13 1 |3,60]1,28 End. Ort. 3,692 1,178
2 1391|111})135| 2 |3,63]|1,28 Ortalama 3,74 | 1,17
18 1 ]3,60]155 1 |3,34]1,38 Std. Sapma 0,31 | 0,21
2 [365|156Q136| 2 |335|1,39
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5. SONUC

Erzurum ilinin ¢esitli bolgelerinden 36°s1 ev yapimi, 14’1 endiistriyel iiretim olmak
lizere toplam 50 yogurt 6rnegi toplanmistir. Elde edilen yogurt 6rnekleri laboratuvara
getirilerek bazi fizikokimyasal ve mikrobiyolojik analizleri yapilmistir. Bu amagla
orneklerde toplam muhtemel laktik basil, laktik kok, maya-kiif ve koliform grubu
mikroorganizma sayimlari gergeklestirilmistir. Fizikokimyasal analizlerden ise pH ve %
asitlik yapilmistir. Izole edilen mikroorganizmalar ileri ¢alismalarda kullanilmak {izere
muhafaza edilmistir. Bu amagla LAB grubuna ait 198 bakteri izolat1 elde edilmistir.

Bunlarin 94 tanesi M17 ve 104 tanesi MRS besiyerinden izole edilmistir.

Calismamizda izole edilen bakteri kiiltiirleri Atatiirk Universitesi Gida Miihendisligi
Béliimii  Mikrobiyoloji Laboratuvarinda kiiltiir koleksiyonuna eklenmistir. Izolatlar

%20’lik gliserol ¢ozeltisi i¢inde — 80°C’de depolanmustir.

Yapilan analizler sonucunda asagida belirtilen bulgular tespit edilmis olup ilgili

sonuglara varilmistir.

v Toplam 198 susun %24,2’sinin (48 izolat) mide ve safra bariyerlerini gecebildigi
tespit edilmistir. Boylece ileri probiyotik ¢aligmalar tamamlandiginda kullanim imkani

olan yeterli sayida sus izole edilebildigi goriillmektedir.

v Yogurt 6rneklerinden izole edilen; 5M5, 6M3, 7M1, 7TM2, 8M3, 9M2, 9M4, 10M2,
10M3, 10M4, 10M6, 11M2, 12M3, 14M3, 22M1, 26M1, 27M4, 29M4, 30M1, 33M1,
33M2, 34M2, 35M2, 38M2, 41M1, 42M1, 50M1, 1S2, 2S2, 254, 9S5, 2352, 28S2,
30S3, 3552, 36S1, 36S3, 39S2, 42S1, 42S3, 43S2, 44S1, 4551, 45S3, 46S3, 47S1,
48S5, 49S2 numarali suslarin daha sonraki caligmalar veya fliretimde potansiyel

probiyotik olarak kullanilabilecegi anlasilmistir.
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v' Calismada endiistriyel 6rneklerde oldugu gibi ev tipi oOrneklerde de tek sus
izolasyonu saptanmigtir. Yani {iriiniin olusturulmasinda tek bir tiir bakteri kullanilmistir.
Bu durum endiistriyel yogurtlarin mayalamada kullamildigmmi ve genel yogurt
kiltliriimiiziin de bu yolla degisime ugradig fikrini dogurmaktadir. Boylece zamanla
endistriyel iiriinlerden mayalama iglemi arttik¢a geleneksel suslarimizin da kaybolacagi
gercegi ile kars1 karsiya oldugumuz ortaya c¢ikmaktadir. Dolayist ile yogurt orjinli

izolasyon ¢alismalar1 her zamankinden fazla 6neme sahip goriilmektedir.

v Calismada, 4 farkl laktik basil ve 7 farkli laktik kok sus tipi belirlenmistir. Boylece
yogurt Orneklerinin sus bazinda ¢esitliligi de ortaya koyulmustur. Elde edilen
izolatlarin  beklendigi {izere Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus suslarina ait oldugu goriilmiistiir.

v" Orneklerin hi¢ birisinde koliform grubu bakterinin tespit edilmemis olmasi

yogurdun genel olarak giivenli bir {iriin oldugu diisiincesini tekrar teyit etmistir.

v' Yogurt genis tiiketim miktar1 nedeni ile probiyotik olarak tretilmesi durumunda
toplum sagligint olumlu etkileyecek Oneme sahiptir. Dolayis1 ile elde edilecek
probiyotik karakterde suslarin yogurt iiretiminde kullanilmasi hem {ilkemiz ekonomisi

hem de toplum saglig1 agisindan 6zel 6neme sahiptir.
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