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Bu aragtirmada dogal ortamdan izole edilmis iki adet laktik asit bakterisi (Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus ve Lc. lactis subsp. lactis) fiizerine sicaklik, pH, tuz
konsantrasyonu ve soguk depolama siiresi olmak f{izere dort stres faktoriin etkisi
belirlenmistir. Bu amagla her iki sus, 3 farkli sicaklik ( Lb. bulgaricus icin 37, 42, 46 °C; Lc.
lactis i¢in 26, 32, 37 °C) , 7 farkli tuz konsantrasyonu (%1 - %7), 10 farkli pH degeri (pH:4 -
pH:9) ve 4 farkli soguk depolama siiresi (1., 7., 14. ve 30. Giin) ile muamele edilmistir.

Calisma sonunda stres faktorlerin s6zkonusu iki bakterinin canliliklar1 tizerinde
kayda deger etkiler yarattigi goriilmiistiir. Stres etkenlerinin farkli degerleri susa bagli olarak
spesifik etkiler yaratmustir. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susunun canlilig1 i¢in optimum
degerler pH 6,5, %2 tuz konsantrasyonu, 46 °C inkiibasyon sicakligi; Lc. lactis subsp. lactis
susu igin ise pH 7,5, %1 tuz konsantrasyonu, 32 °C inkiibasyon sicakligi olarak tespit
edilmistir. Soguk depolama siirecinde ise her iki susun canliliginda kayiplar meydana gelmis
ancak Lc. lactis subsp. lactis susu Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susuna oranla donmaya

kars1 daha fazla direng gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterisi, stres, canlilik, Lb. bulgaricus, Lc. lactis
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DETERMINATION OF EFFECT ON LACTIC ACID BACTERIA
(Lactobacillus bulgaricus and lactococcus lactis)
OF STRESS FACTORS IN MODEL SYSTEMS
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The purpose of this study is to determine the survival of 2 lactic acid bacteria(Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus ve Lc. lactis subsp. lactis) which were isolated from nature,
under stress conditions. In this respect, the survival ratios of two strains were determined
under different pH, temperature, NaCl concentration and cold storage period. For this
purpose, each of these strains were treated with 3 different temperature (Lb. bulgaricus: 37,
42, 46 °C; Lc. lactis: 26, 32, 37 °C), 10 different pH value (pH:4 - pH:9), 7 different NaCl
concentration (%1 - %7) and 4 different cold storage period (1%, 7™, 14" and 30™ Days).

It was found that the effects of stress factors on strains viability were significiant.
Different values of stress factors have specific effects related to strains. pH 6,5, %2 NaCl
concentration, 46 °C incubation temperature for Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus;
pH 7,5, %1 NaCl concentration, 32 °C incubation temperature for Lactococcus lactis subsp.
lactis were determined as optimal value for having the best survival ratio. Moreover; in cold
storage period, the survival ratio of two lactic acid bacteria decreased as cold storage period
increased; but Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus was more sensitive to freezing than

Lactococcus lactis subsp. lactis.

Key words: Lactic acid bacteria, stress, survival ratio, Lb. bulgaricus, Lc. lactis.



ONSOZ

Laktik asit bakterileri gida ve farmakoloji endiistrisinde kullanilan 6nemli
starterlerdir. Bu mikroorganizmalarin canliliklari, asitlik gelistirme, aroma iiretimi,
yap1 olusturma ve probiyotik 6zellikleri gibi teknolojik 6zelliklerinin optimizasyonu
fermentasyon teknolojisinin en 6nemli kriteridir. Mikroorganizmalara 6zgli optimum
gelisme kosullarinin saglanmasi fermentasyonda standart kalitenin saglanmasi ve

prosesteki basarizliklarin en aza indirgenmesi agisindan 6nem arzetmektedir.

Bu ¢alismada model iki laktik asit bakterisi (Lb. bulgaricus ve Lc. lactis)
tizerine pH, sicaklik, tuz konsantrasyonu ve soguk depolama siiresi olmak lizere 4
stres faktoriin etkisi kaydedilmis ve sonuclar istatistiki analiz yontemi ile
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler esliginde s6z konusu mikroorganizmalar i¢in

optimum gelisme degerleri ortaya ¢ikarilmistir.

Bana bu konuda calisma imké&ni sunan, tez calismam esnasinda bilgi ve
deneyimleri ile bana onciiliik eden, ¢aligsmalarimi biiyiik bir 6zveri ile yiiriiten tez
danismanim Prof. Dr. Nihat AKIN’a, yogun laboratuar g¢alismalarimda bana
yardimci olan Intermak A.S. ¢alisan1 Burcu ERIKLI’ye ve Ars. Gor. Hacer Coklar’a,
istatistiki analizlerin yiiriitilmesine katkida bulunan Ars. Gor. Durmus SERT’e, dua
ve desteklerini hi¢bir zaman eksik etmeyen sevgili aileme ve her zaman yanimda
oldugunu hissettiren, Ozveriyle bana destek olan Ekrem ORAC’a sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica bu arastirmay1 bir proje ile destekleyen Selguk Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinatérliigii’ne (S. U. BAP) cok tesekkiir ederim.

Konya, 2010 Aysun GUNDUZ
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri insan ve hayvanlardan bitkilere kadar birgok farkli
ortamda bulunan bakterilerin heterojen grubunu olusturmaktadirlar. Bu bakteriler
uzun zamandir hayvan (siit, et, balik vb.) ve bitkilerden (sebzeler, sarap, zeytin vb.)
elde edilen gesitli fermente tiriinlerin tiretiminde kullanilmaktadir (Stiles, 1996). Gida
biyotransformasyonlarinin endiistriyellesmesi laktik asit bakterilerinin ekonomik
degerini ortaya c¢ikarmigtir. Ayrica laktik asit bakterileri gida biyotransformasyon
proseslerinin diisiik maliyete sahip bilesenleridir. Fermente {iriinlerin organoleptik ve
hijyenik kalitelerinin gelisiminde kritik rol oynamaktadirlar. Bu nedenle basarili
fermentasyonlar i¢in starter kiiltiirlerin sahip oldugu kalite ve fonksiyonel 6zellikler
(aroma ve yap1), gelisim performanslar1 6nemli hale gelmistir. Bu ylizden laktik asit
bakteri suslar1 bakteriyofajlara kars1 diregli olmalari, hizli gelisim ve asidifikasyon
saglamalari, proteolitik 6zellikleri ve bakteriyosin direnglerine gore secilmektedir.
Asilar (Wells ve ark., 1996; Mercenier ve ark., 2000) ve probiyotik gida takviyeleri
(Schiffrin ve ark., 2001) gibi yeni uygulamalarin gelisimi; sindirim bolgelerinde
canli kalabilen, bagirsak sisteminde tutunabilen ve sindirim ya da {irogenital
mukozada kolonize olabilen laktik asit bakterilerine olan ihtiyaci arttirmistir. Benzer
sekilde dogada da; strese hizli bir bicimde tepki gosterebilmek hayatta kalmak icin
gereklidir ve laktik asit bakterileri tipki diger bakterilerde oldugu gibi kotii kosullara
ve ani c¢evresel degisikliklere direng gostermek ic¢in strese karst savunma

mekanizmalari gelistirmektedirler.

Laktik asit bakterilerilerinin korunmalar1 genellikle dondurma ya da
dondurarak kurutma ile saglanir (To ve Etzel, 1997). Boylece bakterilerin canliliklar:
ve asitlik gelistirme, aroma {iretimi, yap1 olusturma ve probiyotik 6zellikler gibi
teknolojik ozellikleri korunacaktir (Fonseca ve ark., 2003). Bunun yani sira bazi

tiirler dondurma ve dondurarak kurutmaya kars1 hassastir. Bu etki genellikle starter



kiiltiirin performansinin diismesi seklinde gozlemlenir. Bu duyarlilik ¢esitli
streslerden  kaynaklanan  hiicrenin  fizyolojik  durumundaki  bozulmalara
baglanmaktadir. Soguk depolama sirasinda meydana gelen soguk stres bakteriyel
aktivitedeki kayiplarin ana sebebidir. Diger istenmeyen kosullar ise sicaklik stresi
(Desmond ve ark., 2002), asit stres (De Angelis ve ark., 2001), besinsizlik (Maus ve
Ingham, 2003), ozmotik stres (Guerzoni ve ark., 2001), oksidatif stres (Aubert ve
ark., 2002) vb.dir.

Laktik asit bakterilerinde strese adaptasyon tepkileri bakteri tiirli ve stres
kosullarina bagli olarak farklilik gostermektedir. Ancak bunlardan iki tepki 6n plana
cikmaktadir. Birincisi, 6zellikle soguk ya da sicak stres ve asit stres gibi stres
kosullarinda gozlemlenen bazi 6zel proteinlerin sentezidir. Lactococcus lactis
(Wouters ve ark., 2001) ve S. thermophilus (Wouters ve ark., 1999) tarafindan
sicakligin ani diisiisi durumunda soguk sok proteinleri diye adlandirilan (CspA-
Cspl) proteinler sentezlenmektedir. Lc. lactis 'te sicaklik sokuna tepki GroEL, Dna K,
Dnaj ve Grp E gibi 1s1 soku proteinlerin sentezlenmesi ile saglanir (Broadbent ve
ark., 1997). Kiiltiir pH’sinin 4,5’e diismesi Lactobacillus acidophilus’ta 9 proteinin
ve Lc. lactis’te de bazi 1s1 sok proteinlerinin (Frees ve ark., 2003) sentezine sebep
olur. Lactobacillus bulgaricus’ta ise pH 4,75’te olusan asit soku 3 1s1 sok proteini
(GroES, GroEL ve DnaK) ile baskilanmaktadir.

Ikinci tepki ise hiicre zar1 yag asidi kompozisyonu ile iliskilidir. Membran
fosfolipidlerinin doymamis yag asidi igerigindeki artig ile soguk soku indirgenir.
Boylelikle katidan siviya sicaklik akist azaltilir ve membran akigkanligi artar. Bu da
doymus ve doymamis yag asitleri arasindaki oranin gelisme sicakligi ile korelasyon
gosterdigi sonucunu agiga ¢ikarmaktadir. Ornegin S. thermophilus’ta fermentasyon
pH’sindaki diisiis doymus/doymamis yag asidi oranimi arttirir ve bu durum da

asidifikasyon aktivitesinin geri kazanimina katkida bulunur.

Eski zamanlardan beri Lc. lactis gida iiretimi ve korumasi ile anilmaktadir.
Giiniimiizde Lc. lactis’in tanimli starter kiiltiirleri peynir tiretiminde biiyiik ekonomik

oneme sahiptir. Bu organizma peynirin yap1 ve aromasinda anahtar role sahiptir.



Endiistriyel agidan bakildiginda fermentasyonda iyi performans gosterecek ve
fermentasyon prosesi sirasinda ortaya cikan elverissiz kotii kosullara dayanikli
tiirlerin se¢cimi 6nemlidir. Ayrica; bazi suslar ucuz ve elverisli olan isleme
prosediirleri ve depolama esnasinda hayatta kalabilmelidir. Baz1 gida tirtinlerinde
(6rn. taze siit) Lc. lactis bozulmaya neden olan mikroorganizma olarak da
goriilebilmektedir. Gida sistemlerinde Lc. lactis’in varligi; spesifik kosullarin segimi
ile arzu edilen alanlarda lactococal tiremeye destek vererek; lactococal
fermentasyona ihtiya¢ olmadiginda iirinlerdeki bozulmay1 engellemek i¢in kontrol
altina alinabilir. Bazi fiziksel parametrelerle son {irliniin giivenligi ve besinsel
degerini degistirmeden lactoccocci kontrol edilebilir. Bu nedenle; hangi kosullarin
uygun oldugu, hangilerinin bu organizmanin yasamina zarar verdigi ve bu kosullar

altinda hangi mekanizmalarin yasam icin zorunlu oldugunu bilmek 6nemlidir.

Lc. lactis; nitrojen ve karbonca zengin ve ¢ok ¢esitli bitki materyallerini
icinde barmdiran siitte bulunmaktadir (Sandine ve ark., 1972). Ozellikle endiistriyel
proseslerde Lc. lactis sicaklik, pH, osmotik basing gibi farkli kosullarla
karsilagmaktadir. Bu organizma; cheddar peyniri iiretiminde kendi kritik sinir1 olan
40 °C sicaklik ile karsilasmaktadir. Peynir olgunlastirma (8-16 °C) ve dondurulmus
starter kiiltiirlerin depolanmasinda da diisiik sicakliklar ile kars1 karsiya gelmektedir.
Osmotik basin¢ preslenmis peynirlerde oldukca yiikselmektedir. Birgok farkli stres
kosulu siklikla bir arada meydana gelmektedir. Seker fermentasyonu yiiksek
seviyelerde laktik asit olusumuna yol actig1 igin asit stresine ya da karbonhidrat
yokluguna sebep olmaktadir. Liyofilize ya da piskiirterek kurutma yontemiyle
hazirlanmis starter kiiltiirlerdeki kuru hiicreler osmotik ve oksidatif strese maruz
kalmaktadirlar. Hiicreler yiiksek sicakliklara ve UV radyasyonu ile karsi karsiya
gelmektedir. Gelisim i¢in optimum kosullar1 saglamak zordur ve spesifik metabolik

adaptasyonlar gerektirmektedir.

Laktobasiller; laktik asit bakterileri grubunda en genis yere sahip olan
tiirlerdir. insan, hayvan, bitki ve gidalardan izole edilen fenotipik, biyokimyasal ve
fizyolojik cesitlilik gosteren ¢ok fazla susa sahiptir. Laktobasiller peynir, yogurt, eksi
hamur ekmekleri, silaj, zeytin, tursu, fermente balik ve sosis-sucuk iiretiminde starter

olarak kullanilirlar ve fermente edilmemis sebzelerde dogal biyolojik koruyucu



olarak on plana ¢ikarlar. Gastrointestinal bolgede kolonize olan laktobasil tiirlerinin

sagliga yararl etki (probiyotik) yarattigi rapor edilmistir.

Laktobasillerin kullanildig1 yukaridaki uygulamalarda; hiicrelerin fizyolojik
durumlar ve 6zelliklerini etkileyebilen sicaklik, pH, osmotik basing, oksijen, yiiksek
basing, besinsizlik gibi c¢esitli ¢evresel streslerle karsilasilmaktadir. Bu durumda
laktobasil yasami i¢in hangi kosullarin uygun hangi kosullarin olumsuz oldugunu

bilmek 6nemlidir.

Bu ¢alismada dogadan izole edilmis Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ve Lc.
lactis subsp. lactis suslari tizerine inkiibasyon sicakligi, pH, tuz konsantrasyonu ve
soguk depolama siiresi olmak lizere dort stres faktoriin etkisinin tespit edilmesi
amaglanmistir. Susa 6zgili optimum gelisme kosullarinin saglanmasi, fermentasyonda
standart kalitenin saglanmasi ve prosesteki basarizliklarin en aza indirgenmesi
acisindan onem arzetmektedir. Elde edilen bu sonuglarin gerek arastirma
laboratuarlarinda  gerekse  endistrinin  ilgili  kesimlerinde = kullanilan
mikroorganizmalarin karakteristiklerinin olusturulmasinda 6n bilgi saglayacagi

diistiniilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktik  asit  bakterileri  ¢esitli  gidalardaki  faaliyetleri ~ sonucu
karbonhidratlardan ~ (heksozlardan) laktik asit {iretme yetenegine sahip
mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar cins ve tiir 6zelliklerine bagli olarak
karbonhidratlardan laktik asit yaninda asetik asit, karbondioksit, alkol ve bazi tat ve
aroma maddeleri de iiretebilmektedirler. Bu maddelerin iiretimiyle ¢ok az da olsa
gidanin kalori degerinde bir degisim s6z konusu olmaktadir. Ayrica laktik asit
bakterileri gidalarin bozulmasinda rol oynayan mikroorganizmalar ve insanlarda
hastaliklara neden olan patojen mikroorganizmalar {izerinde de iirettikleri asit ve bazi
antimikrobiyal maddeler (bakteriosinler vb.) nedeniyle antogonistik etkiye
sahiptirler. Bu nedenle laktik asit bakterilerinin faaliyetiyle iiretilen fermente gidalar
gida zehirlenmeleri ve enfeksiyonlar diisiiniildiiglinde insan saglig1 agisindan daha

giivenilir gidalar olarak kabul edilebilir (Unliitiirk ve Turantas, 2003).

Laktik asit bakterilerinin  taksonomik smirlart  heniiz kesin olarak
cizilememistir ve bu konuda degisik genetik ¢alismalar siirdiiriilmektedir. Su ana
kadar tamimlanmig ve laktik asit bakterileri grubuna dahil edilmis

mikroorganizmalarin bazi genel 6zellikleri soyledir:

a. Bu mikroorganizmalar gelisebilmek i¢in aminoasitler ve B grubu vitaminler

gibi besin dgeleri ile piirin ve pirimidin bazlarina ihtiya¢ duyarlar.

b. Cogu mezofilik mikroorganizmalardir. Ancak bazilar1 5 °C’nin altinda,

termofilik tiirler ise optimum 45 °C gibi yiiksek sicakliklarda gelisebilirler.



c. Bu mikroorganizmalarin ¢ogu optimum 4,0 — 4,5 pH’da gelisebilmelerine
ragmen bazilar1 3,2 gibi disik ve 9,6 gibi yiikksek pH’larda da
gelisebilmektedir.

d. Ayrica bu mikroorganizmalarin bazilar1 zayif proteolitik ve lipolitik 6zellige

sahiptir (Unliitiirk ve Turantas, 2003).

Burada sadece tez kapsaminda kullanilan laktik asit bakterilerinin 6zellikleri

uzerinde durulacaktir.

2.1.1. Lactobacillaceae familyasi

Stit ve mamullerinde ¢ok rastlanan ve siit mikrobiyolojisinde biiyiik dnemi
bulunan bu bakteriler ¢ubuk seklindedir. Cok uzun ve ¢ok narin incelikte ¢ubuklar
halinde bulunabildikleri gibi, ¢ok kisa c¢ubuklar (kokobasil) seklinde de
gortilebilirler. Laktobasillerin zincir formlarina, genellikle gelismelerinin logaritmik
evresinin ge¢ doneminde rastlanir. Cogunlukla hareketsiz mikroorganizmalardir.
Hareketli olanlarinin flagellumlari peritriktir, Sporolactobacillus inulinus hari¢ spor
yapmayan bu bakterilerin Gram reaksiyonlar1 pozitiftir. Ancak ortamda asitligin
artmasina ve kiiltiirlin yasina bagl olarak Gram negatif reaksiyon verdikleri de
bilinmektedir. Ayrica yash kiiltiirlerde ara sira 6nemli derecede pleomorfi
gorilmektedir. Bazi tiirlerde basit boyama ve Gram boyama ile kolayca goriilebilen
graniilli yap1 dikkati ¢ekmektedir. Sekerleri anaerob olarak katabolize etmelerine
ragmen oksijenli ortamda da geligebilirler. Ancak bazi tiirlerin izolasyonu igin
anaerob kosullar zorunludur. Mikroaerofilik ve anaerob olan bazi laktobasillerin
anaerob kosulda izole edildikten sonra subkiiltiirlerinin yapilmasi ile oksijenli

ortamda gelisebildikleri dikkati cekmektedir.

Glikozun fermentasyonu sonunda olusan karbonlu bilesiklerin en az yarisi
laktik asittir. Ortamin pH’s1 1,0’e kadar diisebilir. Laktik asidi fermente edemezler.

Son iirlin olarak olugan laktik asit yaninda asetik, formik, siiksinit asit, CO,, ve etanol

meydana gelebilir. 2 karbonludan daha yiiksek karbonlu yag asitleri olusturamazlar.



Bu bakterilerde nitrat1 rediikte etme yetenegi ender olarak goriiliir, jelatini

stvilagtiramazlar. Indol ve H,S olusturma yetenekleri de yoktur. Kazeini

pargalayamazlar, ancak bazi tiirlerin bazi suslari bir miktar eriyebilir nitrojen

olusturabilirler.

Laktobasillerin katalaz testleri negatif olup porfirin sistemleri yoktur.
Porfirinleri olmamasina karsin bazi suslar yalanci Kkatalaz ile peroksidi

parcalayabilirler.

Laktobasillerin ender olarak pigment yaptiklari goriiliir. Pigment yapanlar
sari, portakal ve tugla kirmizisi koloniler olusturabilirler. Karmagsik beslenme
istemleri vardir. Amino asitlerine, peptidlere, vitaminlere, fermente olabilir
karbohidratlara, yag asitlerine ve esterlerine, ¢esitli tuzlara, niikleik asit ve
tirevlerine gereksinme duyarlar. Her tiir i¢in beslenme istegi genel olarak

karakteristiktir.

Kati besiyerlerinde anaerobik kosulda ortamda % 5-10 CO, gazi bulunmasi

0
halinde, yiizeyde iyi bir gelisme gosterirler. Optimum gelisme sicakligi 30-40 C

6]
olan laktobasillerin gelismesi icin en diislik ve en yiiksek sicaklik dereceleri 5-53 C

arasinda degismektedir. Asidurik olan bu bakterilerin optimum pH istemi 5,5-5,8

veya daha diisiiktiir.

Laktobasillerin patojen 6zellikleri olmadig1 gibi tersine trettikleri laktik asit
Ve bazi antimikrobiyal maddelerle koruyucu etkileri mevcuttur. Bu familyaya giren
tiirlerin DNA molekiiliindeki G+C oran1 % 34,7-53,4 arasinda degismektedir. Bu
familyaya giren bircok laktobasil tiirlinden ancak siit ve mamulleri ile siitgiilitk
tesisleri i¢in onemli olanlardan soz edilecektir. Bunlar L. lactis, L. bulgaricus, L.
helveticus, L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. fermentum, L. brevis ‘dir.
Ayrica Lactobacillus curvatus siitten izole edilmis olmasma karsin bu
mikroorganizmaya da Lactobacillus corynoformis gibi daha ¢ok inek diskisinda ve

siit hayvanlarinin bulundugu ahirlarin havasinda rastlanir.

Siit teknolojisinde laktobasillerin kullanimi streptokoklara oranla farklilik

gosterir. Laktobasiller asitlie ¢cok daha fazla dayanabilen bu nedenle de ¢ok daha



fazla asitlik gelistiren bakterilerdir. Streptokok tiirleri % 1 kadar laktik asit
olusturduklar1 ve ancak pH’y1 4,3-4,5 kadar diisiirdiikleri halde laktobasiller pH’y1
3,2-3,5’a kadar indirip, % 1 ile % 3 arasinda laktik asit iiretirler. Ayrica
laktobasillerin proteinleri parcalama yetenekleri daha yiiksektir. Bu ozellikleriyle
laktobasiller her seyden once sert peynirlerin imalinde streptokoklarla birlikte 6nemli
rol oynarlar. Teleme ve taze peynirlerde ilk 6nce streptokoklar geliserek laktobasiller
icin ortam1 uygun pH derecelerine ulastirirlar. Boylelikle laktobasiller iiremeye ve
ortama hakim olmaya baslarken fazla asitlie hassas olan streptokoklar inhibe
olurlar. Bu nedenle bu tip peynirlerin olgunlagsmasinda proteinleri parcalama ve
aroma maddeleri olusturma Ozellikleriyle laktobasiller streptokoklara oranla daha

etkendirler.

2.1.1.1. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Bu bakteri ilk olarak 1900’1t yillarda Bulgar Grigoroff tarafindan
tanimlanmustir. Morfolojik olarak Lb. delbrueckii ssp. lactis’ten ayirmak oldukga
zordur. Olusturdugu laktik asit miktari, konsantrasyonu, DNA yapisindaki G+C
orani, hiicre duvar1 yapist ve antijen grubu itibariyle hemen hemen aynidir. Tek

ayirict Ozellik maltozu kullanamamasidir (Accolas ve ark., 1980).
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Sekil 2.1 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus’un Gram boyama yontemiyle
boyanmis goriintiisii



Cizelge 2. 1 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus’un temel karakteristikleri

Ekoloji

Sit ve sut uriinleri

Fenotipik karakteristikleri

Morfolojisi

Katalaz reaksiyonu

15 °C iireme
45 °C iireme
Stitteki reaksiyonu

Laktik asit izomeri
Teknolojik karakteristikleri

Yuvarlak uclu kok seklinde, yasa bagli olarak
degisiklik gosterir, tek veya kisa zincirli olabilir,
hiicreler metamorfik grantillii

+

+ (siitli kaoagule eder)

D (-)

Aktivitesi (organik asit tiretimi)

Proteolitik aktivitesi

Lipolitik aktivitesi
Aroma/flavur maddeleri tiretimi
Gaz iiretimi

Polisakkaritleri tiretimi

Alkol tiretimi

H,0, iiretimi

Vitamin uretimi

Digerleri

Obligatif homofermentatif ve sitrat negatif,
laktik asit tiretimi (stitte % 1.7)

+ (serbest amino asit)
Zayif
+ (asetaldehit, diasetil, asetoin, aseton)

+ (kuvvetli/ degisik olabilir)
+ (etilalkol, iz miktarda)

+ (niasin, folik asit, Bg, B1,)

Benzoik asit tretimi

Lb. delbruecki ssp. bulgaricus siit endiistrisinde ¢ok Onemli gorevler
iistlenmektedir. Yogurt {iretimi i¢in hazirlanan saf kiiltiirlerde Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus ile birlikte bulunur. Her iki bakteri arasinda 6nemli bir
iliski soz konusudur. Bu iliski proto-kooperasyon olarak isimlendirilmistir. Bu
olayda, yani yogurdun olusumu sirasinda (her iki bakteriyi iceren kiiltiirle
asilandiktan sonra) siitte once Streptococcus salivarius ssp. thermophilus faaliyet
gostererek laktozu parcgalar ve az da olsa bir miktar (L+) laktik asit olusturur, ortam

pH’sim disiirtir ve oksijeni kullanarak Lb. delbruecki ssp. bulgaricus igin anaerob



ortam yaratir. Bu arada Streptococcus salivarius ssp. thernophilus 'un olusturdugu
folik asit, bu bakterinin gelismesini hizlandirir. Lb. delbruecki ssp. bulgaricus ise
kendisi i¢in hazirlanan ortamda laktozu hizla parcalar ve % 1,8 oraninda (D-) tipte
laktik asit olusturur. Optimum gelisme sicaklig1 42-45 °C’ler arasindadir. DNA’da %
G+C orami 50,3 dolayindadir. Hiicre duvarinda peptidoglikan yapisi L-lisin, D-
aspartat seklindedir. Cig siit ve sert peynirlerde dogal olarak bulunmasi yaninda

(Fransa’da Grana, Isvigre’de Emmental, italyan peynirleri Mozzarella ve Taioggo

gibi) sert, pihtis1 pisirilen peynirlerde kiiltiir olarak kulanilmaktadir (Accolas ve
Auclair, 1983; Dellaglio ve ark., 1994).

Sekil 2.2 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus’un elektron mikroskobundaki
goriintiisii

2.1.2. Streptococcaceae familyasi

Caplar1 2 um ve daha kiigiik olan streptokoklar sivi besiyerinde ¢ift halde
veya zincirler halinde bulunurlar. Bakterilerin boliinerek tiremeleri tek boyutlu olur.
Katalaz testleri negatif olan streptokoklarin identifikasyonlarinda serolojik
gruplandirilmalarindan ve hemoliz durumlarindan yararlanilir. Streptokoklarin pek
cogu genellikle hiicre duvarlarinda olusturduklart bir grup spesifik polisakkaritler
nedeniyle farkli serolojik gruplara girerler. Bu spesifik polisakkaritler hiicreden

armdirilarak antijen adin1 alir ve serolojik testlerde kullanilir. ilk defa 1933 yilinda
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Lancefield, boyle bir serolojik gruplandirmay1 basarmistir. Grup antijenlerine bagh
olarak streptokoklar A, B, C, D, E, F, G, H, K, N serolojik gruplarina ayrilmiglardir.
Bu grup antijenlerinin kimyasal yapilar1 ve hiicrede lokalize olduklar1 yerler farklidir.
Streptokoklarin simdiye de§in 21 tiirii identifiye edilerek serolojik o6zellikleri
saptanmistir. Ancak bunlardan 5 tiir, gosterilebilir grup antijenine sahip degildir.
Ornegin S. thermophilus ve Streptococcus mitis grup antijeni gdstermediklerinden

fizyolojik 6zelliklerine gore saptanmasi gereken tiirlerdir.

Streptokoklarin kapsiillii ve kapsiilsiiz tiirleri vardir. Genelde kapsiilsiizdiirler,
kapsiil bulunuyor ise esas maddesini hiyaluronik asit olusturur. Spor yapmayan
streptokoklarin bazi tiirlerinin ender olarak pigment yaptiklar1 bilinmektedir. Uygun
cevre kosullarinda Lancefield’in serolojik siniflanmasina gére B ve D grubuna giren
streptokoklardan bazilar1 tugla kirmizis1 veya sar1 renkli pigment yaparlar.

Streptokoklar bakteriyel boyalarla kolaylikla boyanirlar.

Kanli agar besiyerinin iizerinde gelisen kolonilerin hemoliz durumlari
cinslerin ayriminda bir ip ucudur. Kanli agar iizerinde kolonilerin etrafinda berrak
zonlar olusuyorsa B-hemoliz yapan B-hemolitik streptokoklar tanimlananmis olur.
Yesilimsi, bulanik zonlar olusuyorsa a-hemoliz yapan a-hemolitik streptokoklar ve
kanli agarda hicbir de§isim goriilmiiyorsa y-hemolitik streptokoklar saptanmis olur.
Cogunlukla  pneumokoklar da  y-hemolitiktirler. ~ Ancak  streptokoklari
pneumokoklardan  ayirmada  safra  ¢Oziiniirligii  testinden  yararlanilir.
Pneumokoklarin safrali besiyerinde gelisebilmektedir. Ancak bu o6zellik S.

pneumoniae i¢in gegerli degildir.

Streptokok kolonileri agarli besiyeri lizerinde genellikle kii¢iik, konveks hafif
graniilli, kenarlar1 parcalanmamig, diizglin ve yar1 saydam olarak gelisirler. Eger
koloniler parlak ve saydam degil de daha mat ve bugulu goriinimde ise bunlar

virulent olan B-hemolitik Streptokok kolonileridir.

Streptokoklarin homofermantitif olup karbohidratlar1 FDF yolu ile katabolize
ederler ve enerjilerini substrat fosforilasyonu ile kazanirlar. Son {irlin laktik asittir.
Bazi tiirleri malik, sitrik asit gibi organik asitlerle serin, arjinin gibi aminoasitleri

fermente edebilme yetenegindedirler.
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Streptokoklarin  beslenme istemleri olduk¢a karmasiktir. Tiirlerin ¢ogu
glutamin, riboflavin, pantoten asidi, pridoksin, nikotin asidi, biotin ve 13-14 amino
asidin ortamda bulunmasini isterler. A grubu streptokoklar ise ayrica niikleik asit
derivatlarina da gereksinme duyarlar. i¢lerinde sadece S. bovis digerlerinin aksine

anorganik tuz amonyum ve glikoz bulunan ortamda gelisir.

Baz1 Streptococcus tiirlerinin ayiriminda kullanilan test toleranslari Cizelge

2.2.’de verilmistir.

Cizelge 2. 2 Baz1 Streptococcus tiirlerinin ayriminda kullanilan test toleranslar:
(Buchanan ve Gibbons 1974).

Tiirler 10°C 45°C %0.1 %6.5 %40  pH 9.6 60°C'ye
metilen NaCl safra da 30 dk
mavisi tuzu gelisme  tolerans

Str.thermophilus - + - - B , B

Lelactis — ssp. + - + - + i d

lactis

Lelactis — ssp. + - d - + i d

Cremoris

+: %90 oraninda pozitif, -: %90 oraninda negatif, d: degisken sonuc

Streptokoklarin  optimum gelisme sicakliklar1 37 oC’dir. Bu cinsin
gruplandirilmasinda fizyolojik ozelliklerinden yararlanilarak yapilan siniflandirma
bugiin i¢in gecerlidir. Fizyolojik kriterlere gore ilk siniflamay1 1937 yilinda Sherman
yapmustir. Ozellikle belli sicaklik derecelerinde iireme, 9,6 pH da gelisme, % 6.5
NaCl’li ortamda gelisme ve % 0,1 metilen mavisi bulunan siitte ireme durumlari
esas alinarak Streptokoklar piyogenik, viridans, laktik ve fekal olmak iizere 4 gruba
ayrilmistir. Yeni siniflandirmada laktik streptokoklar Lactococcus cinsi altinda, fekal
streptokoklar ise Enterococcus cinsi altinda toplanmislardir. Streptokoklardan starter
olarak kullanilan sadece termofil karakterli olan Streptococcus salivarus subsp.

thermophilus ‘dur.
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2.1.2.2. Lactococcus lactis subsp. lactis (Streptococcus lactis)

Lister tarafindan izole edilen bu bakteri 1873 yilinda Bacterium lactis olarak
isimlendirilmistir. 0,5-1,0 pum c¢apindaki oval hiicreler zincir olusturmaya
egilimlidirler. Bazi kiiltiirlerde ¢ok uzun zincir formlar1 goriilmekle birlikte
genellikle ikili ve kisa zincir formlarinda bulunurlar. Pepdidoglukan yapisi
bakimindan S. Pyogenes’e ¢ok benzemektedir. Peptid zincirinde L-alanin,
D-isoflutarin, L-lisin, D-alanin yer almakta peptid {initesine D-alanin ve L-lisin ile

baglanmaktadir ancak enlemesine baglantida D-izoasparagin yer almaktadir.

3.0 men

Sekil 2.3 Lactococcus lactis ¢ in elektron mikroskobundaki goriintiisii

Serolojik gruplandirmada N grubuna giren Lc. lactis grup antijeninin
kimyasal yapisina gliserin taykoik asit, D-alanin ve glaktoz fosfat girmekte ve antijen

hiicre duvari ile membran arasinda yer almaktadir.

Lc. lactis, glukoz, maltoz, ksiloz, arabinoz, sakkaroz, trehaloz, mannitol ve
salisini bazi hallerde fermente edebilmekte bazi hallerde de fermente edememektedir.

Ancak rafinoz, inulin, gliserol veya sorbitolden asit olusturmadigir kesin olarak

13



bilinmektedir. Tirosinin de bu bakteri tarafindan dekarboksile edilemedigi

saptanmistir.

Bazi Lc. lactis suslarinin antibiyotik olarak nisin trettigi 1951 yilinda Hirsch
tarafindan ortaya konmustur. Nisin {lizerindeki ilk arastirmalar bu maddenin Gram
pozitif mikroorganizmalar iizerinde etkili oldugunu buna karsilik bu maddenin
hayvanlarda goriilen tliberkiiloz ve mastitis hastaliklarinin  tedavisinde
kullanilamayacagini gostermistir. Bunun nedeni de alkali reaksiyon gosteren kanda
bu madde eriyememekte, buna bagli olarak da damarlarda toplanma meydana

getirmektedir. Polipeptid yapida olan C,,; H,,., Og,, N,

S, seklinde genel olarak
formiile edilen nisinin biyolojik aktivitesi Reading Unit (R.U.) terimi ile
belirtilmektedir. S. lactis ve diger siit asidi bakterileri kullanilarak bugiin ticari
preparatlar halinde hazirlanan ve satilan nisin, nisaplin adiyla piyasada
bulunmaktadir. Nisinin mikroorganizmalarin gelismesi iizerine olan etkisi hem
vejatatif hem de spor formlarinda olmaktadir. Nisinin gida maddelerinde koruyucu
(prezervatif) etkisini belirlemek amaciyla yapilan pek ¢ok arastirma mevcuttur ve
birgok bozulmalarin nisin kullanilarak bazi gida maddelerinde Onlenebilecegi
gosterilmistir. Lc. lactis, i¢inde % 6,5 NaCl bulunan besiyerinde gelisememesine
karsilik % 4,0 NaCl igeren besiyerinde iireyebilir, yine benzer sekilde pH 9,6°da
tireyememesine karsilik pH 9,2°de gelisebilir. % 0.1-0,3 metilen mavisi bulunduran
stitte gelisme gostermektedir. Lc. lactis’in bazi suslari siit ve mamullerinde nisin
amino asidini 3, metilbutanole ¢evirerek malt kokulu bir aromanin siit veya iirliniine
ge¢mesine neden olur. 3, metilbutanoliin 0,5 ppm miktarinda siitte bulunmasinin siite

malt aromas1 vermeye yeterli oldugu saptanmigtir.

Bu aromay1 olusturan Lc. lactis suslarina birgok literatiirde B. lactis var.
maltigenes adi ile rastlanir. Bundan baska siitii yavas koagiile etmesiyle Lc.
lactis’den ayrilan suglar Str. lactis var. tardus olarak isimlendirilir. Str. lactis var.
anaxyphilus ise litmuslu siitii 6nce koagiile edip sonra litmusu indirgemesiyle
ayricalik gosteren bakteridir. S. lactis var. hollandicus da siitte siinme (ropiness)
denilen, siitiin kivamli bir hal alarak bozulmasina neden olan, normal Lc. lactis

kiiltiirlerinden  kapsiil yapmas1 ile ayrilan varyetedir. Ancak biitlin bu
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mikroorganizmalar "Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” deki

siiflamada yer almamaktadir.

Cizelge 2.3 Lactococcus lactis subsp. lactis’in temel karakteristikleri

Ekoloji

Siit ve st trtinleri

Fenotipik karakteristikleri

Morfolojisi

Katalaz reaksiyonu

15 °C iireme

45 °C iireme

Stitteki reaksiyonu

Laktik asit izomeri
Teknolojik karakteristikleri

Yuvarlak uclu kok seklinde, yasa bagl
olarak degisiklik gosterir, tek veya kisa
zincirli olabilir, hiicreler metamorfik
graniilli

+
+ (siitli kaoagule eder)

D (-)

Aktivitesi (organik asit iiretimi)

Proteolitik aktivitesi

Lipolitik aktivitesi
Aroma/flavur maddeleri iiretimi
Gaz lretimi

Polisakkaritleri tiretimi

Alkol tiretimi

H->0, iiretimi

Vitamin Uiretimi

Digerleri

Obligatif homofermentatif ve sitrat
negatif, laktik asit Giretimi (siitte % 1.7)

+ (serbest amino asit)
Zayif
+ (asetaldehit, diasetil, asetoin, aseton)

+ (kuvvetli/ degisik olabilir)
=+ (etilalkol, iz miktarda)

+ (niasin, folik asit, Bg, B12)
Benzoik asit tiretimi

0
10-40 C arasinda gelisebilen Lc. lactis’in optimum gelisme sicakligi 30

0 0
C’dir. 63 C’de 30 dakikalik pastorizasyonla tamamen yok oldugundan pastorize

siitte bulunmas1 siitlin sonradan mikroorganizma ile bulastigina isarettir. Siitiin

yaklagik olarak ml’sinde 0,15 {inite penisilin veya 0,5 iinite aurcrisin bulunmasi Lc.

lactis 'in gelisimini tamamen engeller.
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Sekil 2.4 Lactococcus lactis ssp. lactis’in Gram boyama yontemiyle boyanmis
goruntiisit

2.2 Stres Faktorler

2.2.1. Stresin tanim

Stres ilgili oldugu alana gore farkli anlamlar tasimaktadir. Bir fizik¢iye gore
stres, birim alana uygulanan kuvvet anlamina gelmektedir. Ancak bir biyolog i¢in ise
suboptimal fiziksel sartlar, toksik kimyasallar ve zararli besinsel ortamlarin zorla
kabul ettirilmesi anlamina gelmektedir. Kisacast mikroorganizmalarin gelismesini
veya tliremesini olumsuz yonde etkileyen herhangi bir zararh faktore/ortama stres adi
verilmektedir. Islenmis gida iiriinleri bircok stres faktdriinii  biinyesinde
barindirmaktadir. Ancak bunlarin seviyeleri (siddetleri) farklilik gostermektedir

(Yousef ve Courtney, 2003).

Bir mikroorganizma karsilasmis oldugu strese, farkli yanitlar verebilir.
Bakteriler zayif stres (mild) olarak adlandirilan sublethal bir stres ile
karsilagtiklarinda, sayilarinda bir azalma meydana gelmemektedir. Fakat iireme
oraninda durma veya azalma ile sonuglanmaktadir. Mikroorganizmanin orta siddetli
(moderate) bir stres ile karsilastiginda mikrobiyel gelisimin durmasinin yaninda,
bakterilerin yasama kabiliyetlerinde azalma da meydana gelmektedir. Siddetli

(extreme) stres olarak adlandirilan stres ise bakteri hiicreleri igin 6liimciil bir durum
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olusturmaktadir ~ve bakteri popiilasyonunun  ¢ogunlugunun  Oliimi ile
sonuglanmaktadir (Yousef ve Courtney, 2003). Gidalarda bulunan bakteriler, ham
maddenin elde edilmesi sirasinda kontrol edilemeyen stres faktorleri (kuruma vb.) ve
hammaddenin islenmesi esnasinda bilingli olarak uygulanan koruyucu faktorler ile
karsilasabilmektedir. Gidanin {iretimi ve islenmesi esnasinda mikroorganizmalarin

maruz kalabilecekleri stresler asagidaki gibi siralanabilir.

e Is1, basing, elektrik akimi, ultrasonik dalgalar, 1s1k/radyasyon ve ozmotik sok

gibi fiziksel stresler,
e A:sitler, tuzlar ve oksitleyiciler gibi kimyasal stresler,

e Mikrobiyel metabolitler, antagonizma ve yarismaci flora gibi biyolojik

streslerdir.

Gidalardaki bakteriler yavas yavas artan veya ani streslere maruz kalabilirler.
Ozellikle ani maruziyet durumlarinda “sok” adi verilen durum s6z konusu
olmaktadir. Ornegin, gidalar ile birlikte alman bakteriler mide ortaminda ani pH
degisikligine veya asit sokuna maruz kalirlarken, bir gidanin fermentasyonu

esnasinda yavas yavas artan bir asitlik ile karsilasabilirler.

2.2.2. Bakterilerin strese kars: olusturduklar: yanit

Herhangi bir strese maruz birakilmamis bir bakteri ilk maruz birakildig: strese
kars1 duyarlidir. Duyarli oldugu stres karsisinda bakterilerde membran
gecirgenliginde degisimler (soguk soku), hiicre protein yapisinda degisimler,
ribozomal hasarlar (1s1) ve niikleik asitlerin olumsuz etkilenmesi (y radyasyon) gibi
hiicresel aktiviteleri olumsuz etkileyen cesitli degisiklikler ortaya c¢ikabilmektedir.
Molekiiler diizeyde incelenecek olursa, bu olumsuz durumlarda hiicrelerde sok
diizenleyici proteinlerin sentezi meydana gelebilmektedir. Bdylece bakteri,
sentezlenen proteinler ile maruz kaldigi stres ile bas edebilecek diizeye
ulasabilmektedir. Strese karsilik olusan mikrobiyel yanit asagidaki gibi
sonuglanabilir (Yousef ve Courtney, 2003).
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e Stres karsisinda meydana gelen hasari onarabilen, hiicrenin yasamini devam

ettirebilen veya stres ajanlarini elemine edebilen proteinlerin tiretimi,
e Stres faktorlerine karsi toleransin veya rezistansin kisa siirede sekillenmesi,

e Hiicrenin transformasyona ugrayarak sporlanmasi veya yasayabilen fakat

kiltlirii yapilamayan (Viable But Not Culturable- VBNC) duruma ge¢mesi,

e Konakg1 oldugu organizmanin savunma sisteminden kurtulmasi.

2.2.2.1. Adaptasyon

Mikroorganizmalar strese maruz kaldiklar1 zaman, koruyucu veya adapte
edici yanit olusturabilmektedirler. Uygulanan strese karsilik olusan yanit, benzer
veya farkli streslere karsilik da cesitli seviyelerde adaptasyona (¢apraz koruma)
neden olabilmektedir. Bu fenomen; adaptiv yanit, indiiklenmis tolerans, alisma

terimleriyle de tanimlanmaktadir.

2.2.2.2. Tolerans

Tolerans, mikroorganizmalarin strese karsi yasayabilme yetenegi olarak
tanimlanmaktadir. Her mikroorganizmanin belli bir strese karsi tolerans seviyesi
farklidir. Fakat uyarilan bu tolerans seviyesi gegici olabildigi gibi, adaptiv tolerans da
olusabilir. Ornegin, laktik asit bakterilerinin dogal asit toleransi, diger bakterilere
oranla ¢cok daha fazla olabilmektedir. Ayrica aside adapte edilen bakterilerin asit
tolerans1 daha da artabilmektedir. Bu kavramlarin anlatiminda kullanilan direng ve

tolerans kavramlari ise birbirine ¢ok yakin anlamlar icermektedir.
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2.2.2.3. Yaralanma

Mikroorganizmalar bir veya birden fazla zararli faktore karsilik duyarlilik
gosterebilmekte ve bu durumda hiicresel yapilar zarara ugrayabilmektedir. Bu
degisikliklere yaygin olarak yaralanma adi verilmektedir. Yaralanma daha ¢ok strese
maruz birakilmig hiicrelerde 6zel bir ajana karsilik duyarlilik seklinde
olusabilmektedir. Yani strese ugramis hiicrelerin maruz birakildigi ajan, saglikli
hiicrelere uygulandiginda kolaylikla canliligini = siirdiiriirken, strese ugramis
hiicrelerde bu ajan yaralanmalara sebep olabilmektedir. Hiicrelerdeki yaralanma ve
strese adaptasyon kavramlari tam olarak karakterize edilememistir. Fakat yaralanma,
bakterinin maruz birakildigi strese karsilik olusan stres yanitindaki yetersizlik,
yanittaki bir gecikme veya adaptasyon yanitindaki yetersizlikten kaynaklanabilir.
Yaralanmis olan hiicrelerin sonu ya oliim ya da iyilesme ile sonuglanmaktadir.
Leistner (2000), farkli stres faktorlerine maruz birakilan bakterilerin enerji
tiketiminin arttigini, metabolik yorgunluk ve hemostazisin bozulmasi Yyoluyla

bakterilerde 6liime yol agtigini isaret etmektedir.

2.2.3. Strese kars1 meydana gelen yamitin mekanizmasi

Strese karsilik bakterilerde olusan tepkiler, ani (5ok) yanitlar ve/veya uzun
siireli adaptasyonlar seklinde olmaktadir. Pek c¢ok durumda ani ve uzun siireli
adaptasyon yanitlart benzer sok proteinler aracilifi ile meydana getirilmektedir.
Ayrica genel stres yanitlar1 bazi 6zel streslere karst korunmada yardimci olabildigi
gibi, pek cok strese karsi da ¢apraz koruma saglayabilmektedir. Bu durum pek ¢ok
0zel ve genel stres yanitlarinin olusmasi icin gerekli olan proteinlerin birbirine
benzemesinden kaynaklanmaktadir (Neidhardt ve VanBogelen, 2000; Yousef ve
Courtney, 2003; Arsene ve ark., 2002).

Bakteri hiicresi bir stres faktoriine maruz kaldiginda eger genetik kodunda bir
diren¢ mekanizmas1 varsa, ilgili proteinleri iireterek korunmaya calisir. Uygulanan
stres neticesinde bakteri DNA’sinda transkripsiyon sonucu mRNA olusmakta ve bu

mRNA ribozomlarda translasyon sonucunda ilgili stresi diizenleyici sok proteinini
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sentezlemis olmaktadir. Sentezlenen diizenleyici sok proteini bakterinin fizyolojisini
etkileyerek, uygulanan stres ile miicadele etmesini saglamaktadir. Sentezlenen
protein tek bir stres faktoriine karsi etkili olabildigi gibi birden fazla stres faktoriine
karsida etkili olabilmektedir. Ayrica her bakterinin bir strese kars1 aktive ettigi direng
mekanizmalar1 ayni olabildigi gibi farkli da olabilmektedir. Hatta ayni bakterinin
farkli gelisim evrelerindeki (lag faz, log faz, durgun faz) aym strese karsi

olusturdugu diren¢ mekanizmasi da farkli olabilmektedir.

2.3 Stres Yanitlari

2.3.1.Genel stres yamti

Genel stres yaniti gesitli stres faktorleri ile aktive edilebildigi gibi ¢oklu stres
faktorleri tarafindan da uyarilabilir. Genel stres yanitinin aktive edilmesi, genellikle
gelisme oranindaki yavaslama veya durgun faza gecis esnasinda meydana
gelmektedir (Arsene ve ark., 2000). E. coli ve diger Gram (-) bakterilerde en iyi
bilinen genel stres yanit1 sistemleri, alternatif sigma faktor (os) tarafindan kontrol
edilmektedir. Gram (+) bakterilerde ise oB tarafindan kontrol edilmektedir.
Alternatif sigma faktor ve oB tarafindan uyarilmis genlerin DNA onarimini ve
osmoprotektan alimini sagladigi ve boylece ozmotik ve oksidatif streslere hiicreyi

hazirladig: bildirilmistir (Cronan, 2002; Hecker ve ark., 1996).

2.3.2. Ozel stres yamitlar
2.3.2.1. Sicak stres

Gida kaynakli bakteriler, gidalarin islenmesi veya korunmasi amaciyla
yapilan islemler sirasinda sik sik 1stya maruz kalmaktadir. Sicaklik hiicresel
komponentlerde makro molekiiler hasar meydana getirmektedir. Yiksek sicakligin

en biiyiik etkisi protein denatlirasyonudur. Is1 stresi hiicre i¢i pH’ta diislise yol acan
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hiicre zarindan proton gecisini etkilemektedir (Piper, 1993; Weitzel ve ark., 1987).
Hiicreler 1s1 sokuna maruz birakildiginda; 1s1 sok proteinlerinin artan sentezi ile
karsilik verirler (Hecker ve ark., 1996). Sicaklik ile sentezlenen proteinler, olusan
hasar1 onarir veya hasarli komponentleri yikimlar. Pek ¢ok 1s1l islem ile uyarilmig
stres proteinleri, 1s1 hasarina ugramis proteinleri toplamakta ve hiicrenin bu hasarli
proteinler ile miicadele etmesine yardimci olmakta (GroEL ve DnaK vb.) veya
hasara ugramis protein miktarini (Lon ve CIpAP vb.) azaltmaktadir (Hecker ve ark.,
1996; Arsene ve ark., 2000). Bu degisikliklere ek olarak bazi bakterilerde hiicre
membraninda trans-cis yag asiti oran1 degismektedir. Bu yapisal degisikliklerin
yaninda ortam sicakligi arttiginda membran akigkanligini azaltmaktadir (Cronan,

2002).

Laktobasillerdeki 1s1 stresi gelisim, 1s1 toleransi ve protein sentezi lizerine
etkisi incelenerek analiz edilir. Suglar arasindaki genetik varyasyon, hiicrelerin
fizyolojik durumlari ve diger ¢evresel faktorler (gelisme ortami, pH, su aktivitesi, tuz
icerigi ve koruyucular) laktobasillerin 1s1 stresine olan direnclerini etkilemektedir
(Casadei ve ark., 2001; Desmond ve ark., 2001). Cogalma fazindaki Lb. bulgaricus
hiicreleri; % 0,0001-0,015 aralifindaki hiicre geri kazanim oram ile 65 °C’de 10
dakika sicaklik degisimine duyarlilik gostermektedir. Artis fazindaki bu hiicreler
6liim sicakligindan 6nce 50 °C’de 30 dk. bekletilince canlilik, susa bagl olarak 10 ile
1000 kat artig gdstermektedir.

2.3.2.2. Soguk stres

Optimum gelisme sicakligr agisindan bakildiginda laktik asit bakterileri ya
mezofilik ya da termofiliktir. Starter kiiltlirlerin soguk depolanmasi, peynir
olgunlagtirma esnasinda diisiik sicaklikta fermentasyon ve fermente iirlinlerin
buzdolab1 kosullarinda depolanmas1 gibi endiistriyel prosesler sirasinda; laktik asit
bakterileri optimum gelisme sicakliklarinin oldukg¢a altinda sicakliklara maruz
kalirlar. Diistik sicakliklar ve dondurma esnasinda laktik asit bakterilerinin optimal
canlilig tiirlerin endiistriyel performansina katkida bulunmaktadir. Diisiik sicaklik ve

dondurmaya duyarhlik, fermentasyon prosesi, iriinlerin depolanmasi ve koruma
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kosullarinin optimizasyonu acisindan 6nemlidir. Canli hiicreler sicaklik diisiisiine
maruz birakildiginda 6nemli fizyolojik degisiklikler meydana gelmektedir. Bu
etkilerin tistesinden gelmek i¢in mikroorganizmalar soguk sok duyarliligi diye

adlandirilan baz1 adaptasyonlar gelistirmektedirler.

Soguk stresi sonucu bakterilerde, membran akiskanligini optimize etmek igin
membran yag asiti kompozisyonunda degisiklikler, ¢ift zincirli niikleik asit
tizerindeki sogugun etkisini stabilize eden DNA ve RNA’ ya bagli proteinlerin
sentezi ve sitoplazma ile uyumlu maddelerin hiicre i¢ine transferi seklinde fiziksel
degisiklikler meydana gelmektedir(Russell ve ark., 1995; Phadtare ve ark., 1999;
Angelidis ve ark., 2002).

Soguk yanitinda meydana gelen protein sentezi, Csps (Soguk soku proteinleri
- Cold shock proteins) veya Caps (Soguk soku alistirma proteinleri - Cold shock
acclimation proteins) diye siniflandirilmaktadir. Csps hizli, fakat soguk yanitinda
gegici olarak sentezlenir. Caps diisiik sicakliklarda ¢ogalma esnasinda sentezlenir ve
cabuk uyarilirlar. Sicaklik diisiiriildiigi zaman biitiin hiicrelerde ¢ift katmanh
fosfolipid membranlarin akiskanligi azalmaktadir. Optimum akiskanlig: siirdiirmek
icin hiicreler, membranlarindaki doymamis yag asiti miktarini arttirir veya membran

yag asitlerinin uzunluklarini azaltarak diistik sicakliklarda akiskanlig: arttirabilirler.

Geleneksel olarak; laktik isletme kiiltlirii hazirhigr genis miktarlarda kiiltiir
aci8a c¢ikarmak i¢in bazi alt kiiltiir islemlerini gerektirir. Baz1 asamalar mandiralarda
giinliik olarak tekrarlanir ve stok kiiltiiriin transferi ve gelistirilmesi i¢in deneyimli
personele ihtiya¢ vardir. Bu nedenle son birkag¢ yildir isletme ve direkt inokiilasyon

icin dondurulmus konsantre kiiltiirler ticari olarak yaygin hale gemistir.

Bakteriler donmaya ve kurutmaya karst farkli direngler gosterirler. Bu
cogunlukla sus, tiir, gelisme kosullari, yas, gelisme ortaminin tabiati, donma ve
depolama kosullarina gore degisim gosterir (Moss ve Speck, 1973; Ray ve Speck,
1973). Bircok aragtirma dondurulmus kiiltiirlerde maksimum aktiviteyi korumak icin

optimum kosullar1 tespit etme lizerine yogunlagmistir.
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Bakteri hiicrelerinde donmadan kaynaklanan hasar1 géz 6niine alan birka¢ genel

prensip asagidaki arastirmalardan ortaya ¢ikmistir:

e Hiicre 6limii uzun siireli depolama ile artar (Gibson ve ark., 1965; Moss ve
Speck, 1973; Ray ve Speck, 1973).

e Diisiik depolama sicakliklari hiicre oliim oranimi disiirir (Bauman ve

Reinbold, 1966; Gibson ve ark., 1965; Ray ve Speck, 1973).

e Hiicre konsantrasyonu yiikseldik¢e donmadan kaynaklanan hasara olan direng

artar (Ray ve Speck, 1973).

e Durgun gelisme fazinda olan hiicreler, artan(log) fazdaki hiicrelere oranla
daha fazla donma kosullarinda hayatta kalirlar (Lamprech ve Foster, 1963;
Moss ve Speck, 1973; Ray ve Speck, 1973)

e Kriyoprotektif ajanlar donma hasarina kars1 koruma saglarlar (Bauman ve
Reinbold, 1966; Farr, 1969; Gibson ve ark., 1966; Heinemann, 1958;
Lamprech ve Foster, 1963; Lloyd, 1975; Ray ve Speck, 1973; Stadhouders ve
ark., 1971).

Maksimum hiicre canlilig1 ve kiiltlir aktivitesinin tespitinde dordurma orani
onemlidir. Hizli sogutma ile maksimum hiicre canliligi saglanmaktadir (Bauman ve
Reinbold, 1966; Chang, 1980). Bakterinin donma hasar1 iizerine olusturulan yeni
teoriler hiicresel hasarin yiiksek ¢ozelti konsantrasyonu ve hiicre i¢i buz kristalleri
tarafindan hiicre zarinm yikimu ile iligkili oldugunu géstermektedir (Litvan, 1972;
Ray ve Speck, 1973). Hizli dondurmada; su hiicre zarin izin verdigi orandan daha
hizl1 bir bi¢imde serbest kalir. Bu da hiicre zarinda hiicresel igerigin sizmasina olanak
veren kiiciik deliklerin olusmasina ya da hiicre zarimin tamaminin yikimina sebep
olur (Ray ve Speck, 1973). Dondurma sirasinda sistem sicakligi ¢ok hizli bir bigimde
diistiriiliirse; hiicre i¢i ve dis1 ¢ozeltilerin dengesini saglayacak dehidrasyon
mekanizmasi i¢in yeterli su hiicreden ayrilamaz. Bu nedenle yeterli hizli sogutmanin
tizerine ¢ikildiginda hiicre i¢i buz olusumu baslar (Diller, 1975). Hizli dondurma
oranlar1 kii¢iik buz kristali {iretir bu da daha az hiicresel hasarla sonuglanacaktir.

Ayrica hizli dondurma esnasinda yeterli hiicresel su kalirsa; kiigiik hiicre i¢i buz
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kristali karasiz olma egilimi gosterir ve rekristalizasyonla boyutca geliseceklerdir.
Hatta bu durum diisik depolama sicakliklarinda da goriilebilir. Donma ve

rekristalizasyon sirasinda olusan buz kristalleri hiicre zarinda hasarlara yol

acabilmektedir (Chang, 1980; Ray ve Speck, 1973).

Kriyoprotektant ilavesi; su baglama ve hiicre i¢i ve hiicre dis1 buz kristali
olusumunun inhibisyonu ile dondurarak depolama esnasinda yiiksek yasam
oranlarina sebep olur. Bir¢ok kriyoprotektantin varligi kristal buzun yerine sekilsiz

hiicre dis1 buzlarin olusumuna yol agmaktadir (Litvan, 1972).

Laktik asit bakterilerinin donma ve depolama siirecindeki canlilig1 susa bagh
olarak degismektedir (Morichi ve ark., 1963; Tsvetkov ve Shishkova, 1982; Picgue
ve ark., 1992). Ayn1 zamanda bu siire¢ Oncesindeki ¢evresel kosullar da Onem
arzetmektedir (Morice ve ark, 1992; Brashears ve Gilliland, 1995; Champagne ve
ark., 1996). Rumian ve ark. (1993) ve Soxena ve ark. (1994) asidifikasyon testi
sirasindaki kosullarinin 6nemli oldugunu iddia etmektedir. Donmaya karsi direncin
gliserol gibi kriyoprotektant madde ilavesi ile gelistirilebilecegi savunulmaktadir
(Lamprech ve Foster, 1963; Font de Valdez ve ark, 1983; Barbour ve Priest, 1986;
Desmons ve ark., 1998). Bunun yani sira donma ve depolama siirecindeki asitlik
aktivitesindeki kaybin Ol¢iimii icin uygun olan standart bir metot heniiz

gelistirilmemistir.

2.3.2.3. Asit stres

Laktik asit bakterilerinin gelisimi; hiicre dis1 ortamda biriken asidik
fermentasyon son Uriinlerinin olusumu ile karakterize edilir. Bu bakterilerin organik
asit Uretimi diger bir¢cok organizma i¢in istenmeyen bir ortam yaratir. Bu ozellik
fermentasyon yoluyla gida koruma metodlarinin temelini olusturur. Ayrica bu
bakteriler tiiketim sonrast midede asidik ortamla karsilasabilirler. Probiyotiklerin
gelisimi sindirim bolgesindeki laktik asit bakteri canliligi i¢in 6nem arz etmektedir.
Streptokok ve laktobasil gibi agiz yoluyla alinan laktik asit bakterilerinin canliligy,
diisiik pH’larda asitlik gelistirme ve diisiik pH’da fonksiyon gdstermelerine baghidir
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(Harper ve ark., 1984; Quivey ve ark., 2000). Baz1 Lactobacillus, Leuconostoc ve
Oenococcus suglari harig¢ laktik asit bakterileri notrofildir (gelisme pH araligi: 5-9).
Asit stresin bakteri fizyolojisine olan etkisi detayli bir bicimde bilinmemektedir. Bu
asitler dolayli yoldan hiicre zarindan gegerek sitoplazma icine girerler, hizlica
protonlarina ayrilirlar (Presser ve ark., 1997). Protonlarin hiicre i¢inde birikimi hiicre

ici pH’sin1 diisiiriir ve boylece zar pH’s1 da etkilenir.

Bakteriler asit stresine karsilik DNA’y1 tamir eden enzimlerin uyarilmasi,
amino asit katabolizmasinin arttirilmasi, proton tasimasmin (proton efflux)
arttirtlmasi1 ve hiicre membranindaki kompozisyon degisikliklerini igeren pek cok
yolla karsilik vermektedirler (Yousef ve Courtney, 2003). Pek ¢ok bakteri sublethal
bir pH’da uyarilan (koruyucu proteinlerin sentezlenmesi) ve diisiik pH’larda yasami
saglayan asit tolerans yaniti (Acid Tolerance Response — ATR) olarak adlandirilan
bir fenomene sahiptir. ATR, bakteri tiirleri arasinda ¢ok farkli diizeylerde oldugu
gibi, ayni bakterinin fizyolojik fazlar1 (gelisim-durgun faz) arasinda bile farklilik
bulunmaktadir. Asit soku ile indiiklenen yanit, hiicre i¢i veya hiicre dis1 pH’sinin

degisimiyle uyarilabilir.

Asidifikasyon; hiicresel fizyoloji (hiicre zar1 hasari, enzimatik aktiviteve
transfer sistemlerinin inhibisyonu) iizerindeki pleitrofik etkileri provoke eder
(Hutkins ve Nanen, 1993; Poolman ve ark., 1987a). L. Lactis’in hiicresel duyarlilig:
da pleiotrofik etkidir. pH’daki artis sitoplazmik asidifikasyonu minimize etmekte
boylece asit stres hasar1 etkisiz hale getirmektedir. Asidik kosullar altinda cesitli
organik asit iireten bakteriler de pH’ta artis gozlemlemistir (Nanen ve Hutkins,
1991a,b; Hutkins ve Nannen, 1993; Mercade ve ark., 2000; Siegumfeldt ve ark.,
2000).

2.3.2.4 Ozmotik stres

Bakteriler gidalarin igerisinde yiiksek seker ve tuz gibi veya kurutulmus
triinlerde oldugu gibi ¢esitli ozmotik streslere maruz birakilirlar. Aktif bir

metabolizma i¢in, hiicre i¢i kosullar; iyonik bilesim, pH ve metabolit seviyeleri
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acisindan sabit kalmak zorundadir (Csonka ve ark., 1991). Bu durumlarda 6zellikle
turgor basinci (sisme) ve de hidrasyon (su kaybetme) bakteriler i¢in ¢ok dnemlidir.
Bu mekanizma bakterilerde ara sira olusan hiperozmotik durumlarda veya orta
siddetli ozmotik sartlarda ortaya ¢ikmaktadir (Yousef ve Courtney, 2003). Ortamin
osmolaritesindeki degisim dolayis1 ile bakteri hayatta kalabilmek icin cevresel
degisime adaptasyon gostermek zorundadir. Genellikle, bakteriler bunu;
hiperosmotik kosullar altinda uygun ¢ozeltilerin (disardan alim ya da sentez yoluyla)
biriktirilmesi ve hipoosmotik kosullar altinda ise serbest birakilmasi yoluyla
saglamaktadirlar. Bu sivilar polar (kutupsal) yapidadir ve yiiksek derecelerde hiicre
icinde c¢oziilebilen bilesiklerdir. Cok yiiksek konsantrasyonlarda bile hiicresel
fonksiyonlar1 etkilemeden ozmotik basing ile miicadele edebilirler. Glycine betain,
proline, ectoine, carnitine, choline ve trehalose en yaygin olarak bilinen uyumlu
maddelerdir. Bu bilesiklerin sitoplazma i¢inde birikimi, direkt olarak degismis enzim
aktivesiyle veya gen transkripsiyon seviyesi ile diizenlenmektedir (Bremer ve
Kriamer, 2000).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Bu calismada laktik asit bakterisi materyali olarak intermak A.S.’nin dogal
ortamdan izole edilmis, identifikasyonu gergeklestirilmis laktik asit bakteri
stokundan saglanan X kodlu (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) ve Y

kodlu (Lactococcus lactis subsp. lactis ) bakterileri kullanilmistir.
3.2. Metot
3.2.1 Kullanilacak bakterilerin analize hazirlanmasi

Calismada kullanilan bakteriler —-60 °C’de ; %20-25 gliserol igeren MRS ve
M17 sivi besiyerinde 1 ml’lik eppendorflar i¢ginde muhafaza edilmistir. Analiz
oncesinde donmus halde olan eppendorflar termal soktan sakinilmasi sebebi ile oda
sicakliginda bekletilerek eritilmis ve analize hazir hale getirilmistir. Analize hazir
hale gelen Lactococci suslart M17 broth (Merck)’de 30 °C’de; Lactobacilli suslari
MRS broth (Merck)’da 44 °C’de 16 saat inkiibasyona birakilmis ve analizlerde

inokulant olarak kullanilmustir.

3.2.2. Calismada kullanilan besiyerleri

Lactococci suslari ile yapilan analizler i¢cin M17 agar (Merck) ve M17 broth
(Merck); Lactobacilli suslar1 igin ise MRS agar (Merck) ve MRS broth (Merck)
kullanilmistir. Bu kat1 besiyerlerinin bilesimi Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2’de ve sivi

besiyerlerin bilesimi Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’de verilmistir.
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3.2.2.1. MRS agar

MRS Agar (Merck 1,10660)’dan 68,2 g tartilmig, tartilan miktar 1000 ml
distile suda ¢oziindiiriilmiistiir. Ardindan otoklavda 121 °C’da 15 dakika sterilize
edilmistir. Otoklav sonras1 45-50 °C’a sogutulup, steril Petri kutularma 12,5’er mL
dokiilmistiir. Besiyeri hazirlandiktan sonra hemen kullanildigi igin 45 °C’ye
sogutularak kullanima hazir hale getirilmistir (Anonymous, 2002a). Hazirlanmig

besiyerinin berrak, kahverengi ve 25 °C’da pH’s1 5,7+0,2 oldugu gdzlemlenmistir.

Cizelge 3.1 MRS agar (Merck 1,10660) bilesimi

Bilesen Bilesim Miktari(g/L)
Proteaz pepton 10,0
Sig1r eti ekstrakti 10,0
Maya ekstrakti 4.0
Glikoz 20,0
Di potasyum fosfat 2,0
Tween 80 1,0
Di amonyum hidrojen sitrat 2,0
Sodyum asetat 5,0
Magnezyum siilfat 0,2
Manganez siilfat 0,04
Agar agar 14,0

3.2.2.2. M17 agar

M 17 Agar (Merck 1,15108)’dan 55 g tartilmus, tartilan miktar 1000 ml distile
su ile tamamlanarak ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra otoklavda 121 °C’da 15 dakika
sterilize edilmistir. Besiyeri hazirlandiktan sonra hemen kullanildig1 i¢in 45 °C’ye

sogutularak kullanima hazir hale getirilmistir (Anonymous, 2002b). Kullanima hazir
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hale getirilen agar, steril petri kutularma 12,5’er mL dokiilmiistiir. Hazirlanmig

besiyeri berrak ve kahverengi olup, 25 °C’da pH’s1 7,2+0,2°dir.

Cizelge 3. 2 M17 agar (Merck 1,15108) bilesimi

Bilesen Bilesim Miktari(g/L)
Soya pepton 50
Kazein pepton 2,5
Sigir eti pepton 2,5
Maya ekstrakti 2,5
S1g1r eti ekstrakti 5,0
Laktoz monohidrat 5,0
Askorbik asit 0,5
Sodyum (- Gliserofosfat 19,0
Magnezyum siilfat 0,25
Agar agar 12,75

3.2.2.3. M17 broth

MI17 broth toz besiyerinden 42,5 g tartilarak 1 L distile su icinde
¢oziindiirilmistiir. Kullanim amacina uygun olarak deney tiiplerine ve/veya numune
kaplarina uygun hacimlerde (10 ila 100 ml) dagitilarak 121 °C’de 15 dakika siire ile
otoklavda steril edilmistir. Kullanilacak besiyerleri oda sicakligina kadar sogutularak
kullanima hazir hale getirilmistir. Stoklanmasi gereken besiyeri kalmis oldugu

durumlarda buzdolabi sicakliginda en fazla 1 hafta muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3. 3 M17 broth (Merck 1,15029) bilesimi

Bilesen Bilesim Miktari(g/L)
Soya unu peptonu 5

Et peptonu 2,5

Kazein peptonu 2,5

Et ekstrakti 2,5

D(+) laktoz 5

Askorbik asit 5

Sodyum B-gliserofosfat 19
Magnezyum siilfat 0,25

3.2.2.4. MRS broth

Cizelge 3. 4 MRS broth (Merck 1,10661) bilesimi

Bilesen Bilesim Miktari(g/L)
Kazein peptonu 10,0
Et ekstrakt 8,0
Maya ekstrakti 4.0
D(+) glikoz 20,0
Di potasyum hidrojen fosfat 2,0
Tween 80 1,0
Di amonyum hidrojen sitrat 2,0
Sodyum asetat 5,0
Magnezyum siilfat 0,2
Manganez siilfat 0,04
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MRS broth toz besiyerinden 52,2 g tartilarak 1 L distile su icinde
¢oziindiiriilmistiir. Kullanim amacina uygun olarak deney tiiplerine ve/veya numune
kaplarina uygun hacimlerde (10 ila 100 ml) dagitilarak 121 °C’de 15 dakika stire ile
otoklavda steril edilmistir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kahverengi olup, 25 °C’da
pH’s1t 5,7+0,2’dir. Kullanilacak besiyerleri oda sicakligina kadar sogutularak
kullanima hazir hale getirilmistir. Stoklanmasi gereken besiyeri kalmis oldugu

durumlarda buzdolabi sicakliginda en fazla 1 hafta muhafaza edilmistir.

3.2.3.Besiyerlerinin hazirlanmasi ve muhafazasi

Kurutulmus haldeki besiyerleri higroskopik ozellikte olup, 1S1ya, 15182 ve
neme duyarlidirlar. Muhafaza kosullar1 orijinal kutular: tizerinde belirtilmekte olup,
genellikle toz besiyerlerinin 25 °C’nin altinda, distik rutubetli ortamda saklanmalari
onerilmektedir. Kullanim sirasinda son kullanma tarihleri dikkate alinmali, belirtilen
stire iginde tiiketilebilecek miktarlarda satin alinmalidir. Topaklanmis, akiskanlig

kaybolmus besiyerleri kullanilmamaldir.

Besiyerinin hazirlanmas: sirasinda deiyonize, damitik veya ters osmoz
yontemiyle elde edilmis sular kullanilmalidir. Suyun pH’i kontrol edilmeli 5,5
degerinin altinda ise 1Sitilarak CO; uzaklastirlmalidir. Homojen bir karisim
saglanmasi, kolay karistirilabilmesi igin besiyeri toplam hacminin iki misli hacimde

bir erlende hazirlanmalidir.

Besiyeri once gerekli miktarin yarisi kadar su iginde karistirilmali, geri kalan
su erlenin kenarlarina yapisan besiyerini yikayacak sekilde erlene ilave edilmelidir.
Bu basamak oOnemlidir, ¢iinkii erlen kenarlarinda kalan toz halindeki besiyerleri

otoklavda tam sterilize olmamakta ve kontaminasyona neden olabilmektedir.

Agar iceren besiyerleri otoklavlama oOncesi, yanmaya neden olmayacak
sekilde kaynama noktasma kadar isitilarak eritilmelidir. Otoklavlanmayacak
besiyerleri bu kaynatma iglemini takiben petrilere veya uygun muhafaza kaplarina
dagitima hazir duruma gelmis olur. Besiyerlerinin ¢ogunlugu 121 °C’de 15 dakika

sterilize edilmektedir. Besiyerleri sterilizasyon sonrasi 25 °C’de orijinal ambalajlari
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tizerinde belirtilen pH degerlerini saglayacak sekilde formiile edilmistir. Bu nedenle

sterilizasyon oncesi pH ayarlamasi yapiimamalidir.

Hazirlanan besiyerleri 50°C’deki su banyosuna almmali ve bu sicakliga
indikten sonra petrilere dokiilmeli, su banyosunda 3 saatten fazla bekletilmemeli ve
hava kabarcigi olusmayacak sekilde karistirilmalidir. Petri kutularinin kapaklarinda
yogunlagsma olmasi ve foto-oksidasyon sonucunda inhibitor bilesikler olusmasi
nedeniyle besiyeri igeren petriler giines 1s18inda bekletilmemelidir. Istya duyarh
katkilar besiyeri sicaklhigi 50 °C’ye disiiriildiikten sonra ortama ilave edilmelidir.
Soguk sivi haldeki bir katki ilavesinde agarin katilasabilecegi gbéz Oniinde
bulundurulmahdir. Katkilarin ilavesinden sonra besiyeri iyice karistirilarak (kopiik
olusturmadan) petrilere veya muhafaza edilecekleri kaplara miimkiin oldugu kadar

kisa siirede dagitilmalidur.

Hazirlanmis olan besiyerlerinin muhafaza siireleri besiyeri cinsine gore
farkliliklar gostermektedir. Agzi1 vidali kapakli kaplarda "nutrient broth” veya agar
12-16 °C’de 6 ay muhafaza edilebilmektedir. Besiyerleri 1siktan korunmali, agarli
petri kutular1 kurumalar1 6nlemek i¢in, hava almayacak sekilde ambalajlanarak,
oOnerilen siirelerde 2-8 °C’de muhafaza edilmeli ve higbir sekilde dondurulmamalidir.
Bazi besiyerleri kisa siirede inaktive olan katki igerdikleri i¢in muhafaza siireleri
olduk¢a kisadir. Genel olarak besiyerlerinin fazla bekletilmesinden kaginilmalidir.
Kullanilan besiyerleri ve diger malzemeler sterilize veya dezenfekte edildikten sonra

atilmali, ¢evrede kontaminasyonlara neden olmamalidir.

3.2.4. Orneklerin mikrobiyolojik analiz icin hazirlanmalar1 ve besiyerlerine

ekim

Kat1 besiyeri kullanilan standart mikroorganizma analiz yontemleri dokme,

yayma ve damlatma olarak {i¢ ana grupta ele alinir.

Bunlardan dékme yonteminin uygulanmisinda, steril Petri kutusuna analizi

yapilacak s1vi gida maddesinden dogrudan ya da uygun seyreltisinden 1 mL aktarilip,
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lizerine donma sicakliginin biraz iizerinde (yaklasik 45 °C) agarli besiyeri dokiiliir ve

karigtirilir. Agar donunca Petri kutusu inkiibasyona birakilir.

Yayma yonteminde ise, Petri kutusuna Once agarli besiyeri dokiiliir,
katilastiktan sonra sivi gida maddesinden dogrudan ya da uygun seyreltisinden 0,1
mL aktarilip, "Drigalski spatiili" olarak adlandirilan cam g¢ubuk ile yayilir (Sekil
3,1). Drigalski spatiiliiniin metal ya da tek kullanimlik olanlar1 da vardir. Gidadaki
mikroorganizma sayist bu yontemin kullanilabilecegi kadar yiiksek ise, dokme
yontemine tercih edilmelidir. Bu konuda, analiz edilecek gidadaki mikroorganizma

sayist baglayici olmakla beraber, laboratuvarin tercihleri de 6nemlidir.

Sekil 3.1 Yayma Yontemi

Damlatma yonteminde, daha dnceden dokiiliip katilasmis besiyerine 10 uL
(0,01 mL) damlatilir ve kendi halinde kurumaya birakilir. Potato Dextrose Agar gibi
besiyerleri damlayr ¢ok iyi emdigi i¢in, 50 pL damlatma yapilabilir. Kuruma
sirasinda yaklasik 2 cm capli bir daire i¢inde olusan koloniler genellikle biiyiiteg
altinda sayilir. Bu yontemin en biiyiik avantaji tek Petri kutusu {izerine 4-6 damla
aktarilmasi, diger bir deyis ile besiyerinden 4-6 misli tasarruftur. Ancak, kolonilerin
saglikli bir sekilde sayilamamasi nedeni ile higbir kosulda giinliikk analizde

kullanilmaz.
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Yaygin olarak kullanilan iki yontemin uygulama sekli Sekil 3.2.°de
belirtilmistir.

(a) D6kme plak metodu

1.0 yada 0.1 ml

Agar dokulmus
petriye
inoktlasyon

Bos petriye
inokllasyon

e Eritilmis agar
ilavesi

@ inokalumun
agar Uzerinde
yayilmasi

€ Karistirma

0 icerde ve e Yuzeydeki
yuzeydeki kolonilerin
kolonilerin sayimi
sayimi
e

Sekil 3.2 Canh saymmi i¢in plak yontemleri (a) Dokme plak metodu (b) Yayma
plak metodu

Bu ¢alismada yayma yontemi kullanilmistir.

Calismada aseptik kosullar altinda; sterilize edilmis 20 ml’lik deney tiiplerine
9 ml steril Y Ringer cozeltisi aktarilmig ve bu ¢ozeltinin {lizerine daha Once
dondurucudan ¢ikarilarak eritilmis eppendorf iginden 1 ml stok bakteri ilave edilerek
iyice karistirilip homojen hale getirilmistir. Bu sekilde hazirlanan 107" lik seyreltiden

10%a varan seyreltiler yapilarak son ii¢ seyreltiden 0,1 ml almarak daha énceden

34



petri kutularina dokiilmiis M17 ve MRS agara aseptik kosullarda drigalski spatiilii
yardimiyla yayilmistir (Sekil 3.3.).

1 ml asil 4\\
kiiltiir

9 mlbroth /
+ /Y / /
tml L Jr0 /" /1:100 /" /1:1000 /" /1:10000 /" /1:100,000
asil / dilusyon // dilisyon / diliisyon // diliisyon / diluisyon
Kiiltiir / / ~ A ' =
= : /;7ji: B

Herbirinden| 4 i 0.1ml 0.1ml 0.1ml y SR
0.1 ml \ AR =
transfer Drigalski spatiilii
edilir l ile yayilir
inkiibasyon
periyodu

( { ) ( = ) (@ :

\ S A >

Sayillamayacak (SKCG) 65 Koloni 6 Koloni 0 Koloni

Kadar Cok (SKC)

Sekil 3.3 Besiyerlerine ekim ve canli hiicre sayisinin tespiti

3.2.5. Canl1 hiicre sayimi

Kat1 besiyeri kullanilarak yapilan sayimin prensibi "her canli hiicrenin belirli
bir inkiibasyon sonunda 1 adet koloni olusturmasi"dir. Bununla birlikte, canli oldugu
halde hasar gormiis ve gelisip koloni olusturamayacak canli hiicreler de gida
maddesinde  bulunabilir. Bu nedenle sayim sonuglart "sadece koloni
olusturabilenlerin" sayildigini gostermek iizere "koloni olusturan birim; kob (colony

forming unit; cfu)" olarak verilmektedir.
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3.2.6. Koloni sayisimin hesaplanmasi

Kolonilerin sayim

1. Belirtilen inkiibasyon siiresinden sonra, 15 ila 300 koloniye sahip plaklar

tizerindeki Lactobacilli ve lactococci 6zelliklerini gosteren koloniler sayilir.

. Plaklar azaltilmis 151k altinda incelenir. Saymay1 kolaylastirmak i¢in, uygun

koloni sayim cihazi kullanilabilir. igne ucu koloniler igin ¢dziinmemis
numune taneciklerinin veya ¢okmiis maddenin yaniltmamasina dikkat edilir.
Kolonileri yabanci maddelerden ayirt etmek i¢in, gerektiginde daha yiiksek
biiyiitmeli bir mercek kullanilarak siipheli nesneler dikkatlice incelenir.

Hesaplama

Burada;

2C

ng

Ny

Sayimlar i¢in elde edilen plaklardan 15 ve 300 arasinda koloni icerenler

kullanilir.

. Deney numunesindeki her bir karakteristik mikroorganizma sayis1 asagidaki

bagint1 kullanilarak hesaplanir:

EC

N =
n,+ 0.1n,)d

: Deney numunesinin grami basina karakteristik mikroorganizma sayist,
: Sayilan biitiin plaklardaki kolonilerin toplaminin sayisi,

. Birinci seyrelti kullanilarak sayilan plaklarin sayist,

: Ikinci seyrelti kullanilarak sayilan plaklarin sayisi,

: Plakta bulunan seyreltilmemis deney numunesi ile birinci seyreltinin, gram

cinsinden, kiitlesidir.

U¢ seyrelti durumunda; deney numunesindeki her bir karakteristik

mikroorganizma sayis1 agagidaki bagint1 kullanilarak hesaplanir:
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TC

N =
(ny+ 01n+001nz)d

Burada; n3 iigiincii seyrelti kullanilarak sayilan plaklarin sayisidir.

3.2.7.Stres kosullarinin hazirlanmasi
3.2.7.1. Farkh sicakhiklara direng testi

Siit tozu yardimiyla %10 kuru maddeli siit hazirlanmistir. Hazirlanan siit 10
ml’lik miktarlarda deney tiiplerine aktarilmis ve otoklavda 110 ° C’de 20 dk sterilize
olmast saglanmistir. Sterilizasyonun ardindan inokiilasyon sicakligina sogutulan
stitlere 16 saat inkiibasyona birakilan bakterilerin bulundugu M17 ve MRS sivi
besiyerinden (Merck) %2 oraninda inokiilasyon yapilmistir. Lc. lactis susu ile
asilanmus siitler 26, 30 ve 37 °C’de; Lb. bulgaricus susu ile asilanmus siitler ise 37, 42
ve 46 °C’de inkiibasyona birakilmustir. 1 saatlik siireglerle siitlerdeki asitlik gelisimi
pH metre (WTW pH 330i) yardimi ile 6l¢iilmiis ve elde edilen sayisal veriler
kaydedilmistir. Bu veriler yardimi ile asitlik gelisim egrileri ¢izilmis ve farkh
sicakliklarin  bakteri gelisimi ve dolayist ile asitlik gelisimi iizerine etkisi

gozlemlenmistir.

3.2.7.2. Donmaya kars direng testi

Stoktan alinan bakteriler MRS ya da M17 siv1 besiyerleri asilanmis ve 16 saat
geligsmesi saglanmistir. Bu siire sonunda sivi besiyerinden 0,1 ml alinip MRS ya da
M17 agara (Merck) ekim yapilmistir. Ayn1 sivi besiyerinin tizerine %20-25 arasinda
gliserol (kriyoskopik madde) ilave edilmis ve vorteks yardimi ile yeterli siire
karistirildiktan sonra bu karisim daha dnce 121 °C’de 15 dakika siire ile steril edilmis
eppendorflara doldurulup -60 °C’lik dondurucuya kaldirilmustir.
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Sekil 3.4 Eppendorflardan stok bakteri aktarimi

Dondurma isleminin ardindan bir giin, bir hafta ve dort hafta sonra
dondurucudan ¢ikarilan eppendorflar termal soklardan sakinilmasi sebebi ile oda
sicakliginda 2 saat bekletilmis ve yeterli erimenin saglanmasiin ardindan diliie
edilerek yayma plak yontemi ile ilgili kat1 besiyerlerine ekimleri ger¢eklestirilmistir.
M17 agar icin 48 saat ve MRS agar i¢in 72 saatlik inkiibasyonun ardindan canli
hiicre sayilar1 koloni olusturma birimi (kob/ml) cinsinden tespit edilmistir. Donma
oncesi ve sonrasi canli hiicre sayilar1 karsilastirilarak dondurma isleminin bakteri

canliligi lizerine etkisi tespit edilmistir.

3.2.7.3. Tuz konsantrasyonuna direng testi

Her iki bakterinin aktivitesi gelisme ortaminda farkli sodyum klorid oranlari
kullanilarak  belirlenmistir. ~ Aktivitenin  izlenmesi i¢in Horral-Elliker testi
uygulanmistir. Yagsiz siittozu yardimi ile hazirlanmig %10 KM’li siit 100 ml’lik
numune kutularina aktarilmis ve 110 °C’de 20 dakika sterilizasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sicakligina  sogutulmus steril siitlere % 0-7 araligindaki
konsantrasyonlarda sodyum klorid ilave edilmistir. Son olarak 16 saat inkiibasyona
birakilan bakterilerin bulundugu M17 ve MRS sivi besiyerinden % 3 oraninda
inokiilasyon yapilmis ve inkiibasyona birakilmistir. 3,5 saat inkiibasyonun ardindan

farkli konsantrasyonlarda sodyum klorid igeren siitlerden 10 ml 6rnek alinmis ve bu
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orneklerin iizerine birka¢ damla fenol fitaleyn indikatorii ilave edilmis ve ardindan
0,1 N NaOH ile titrasyon gergeklestirilmistir (Sekil 3.5). Sarfedilen NaOH miktarina
bagli olarak % laktik asit miktarlar1 hesaplanmistir. Hi¢ sodyum klorid ilavesi
yapilmamis 6rnegin asitlik ylizdesi baz alinarak gitgide artan tuz konsantrasyonunun

bakteri gelisimine olan etkisi tespit edilmistir.

=

= N

Sekil 3.5 Titrasyon diizenegi

3.2.7.4. Farkh pH degerlerine kars: direng testi

MRS ve M17 siv1 besiyerleri kullanim talimatina uygun olarak hazirlanmas,
10 ml’lik deney tiiplerine aktarilmis ve 121 °C’de 15 dakika sterilizasyonu
gerceklestirilmistir. Steril sivi besiyerlerinin pH’lar1 5 M NaOH ve 0.01 M fosforik
asit yardimi ile pH 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0’e ayarlanmistir. 16-18
saat kendilerine 0zgili sivi besiyerlerinde (M17 ve MRS) gelistirilmis olan suslar
inokiilant olarak kullanilmistir. Bu inokiilantlardan pH’1 ayarlanmis siv1 besiyerlerine
% 1 oraninda inokiilasyon yapilmis ve 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun sonunda 600 nm dalga boyunda Spektrofotometre (HITACHI/ U1800)
ile okuma yapilmig, hic bakteri inokiile edilmemis MRS ve M17 siv1 besiyerleri
negatif kontrol olarak kullanilmistir. Elde edilen verilere gore absorbans egrileri

cizilmis ve farkli pH degerlerinin bakteri gelisimine olan etkisi tespit edilmistir.
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Sekil 3.6 Denemelerde kullanilan spektrofotometre

Yukarida belirtilen yonteme ek olarak gorsel agidan farkli pH’larda asitlik
gelisimini izleyebilmek i¢in MRS ve M17 sivi besiyerleri hazirlanmis, 10 ml’lik
deney tiiplerine aktarilmis ve 121 °C’de 15 dakika sterilizasyonu gerceklestirilmistir.
Steril s1v1 besiyerlerinin pH’larinin 5 M NaOH ve 0.01 M fosforik asit yardimi ile pH
4,0, 45, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0’e ayarlanmasinin ardindan her besiyerine
pH indikatorii olarak birkag damla bromocresol purple ilave edilmis ve 48 saat
sonunda renk degisimleri izlenmistir. Rengin mordan sartya doniismesi pH’in
distiigiinii ifade etmekte dolayisi ile asitlik ve hiicre gelisimindeki artisa isaret
etmektedir. Inkiibasyon oncesi ve inkiibasyon sonrasi gozlemlenen renkler

kaydedilerek renkteki degisim tespit edilmistir.

3.2.8 Istatistik degerlendirme

Calisma kapsaminda yapilan denemeler sonucu elde edilen veriler; COSTAT

istatistik degerlendirme programi kullanilarak degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bu c¢alismada dogal ortamdan izole edilmis ve identifikasyonu
gerceklestirilmis laktik asit bakterilerinden X kodlu (Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus) ve Y kodlu (Lactococcus lactis subsp. lactis) bakterileri; pH, sicaklik,
osmotik stres gibi bazi stres faktorlere maruz birakilmistir. S6zkonusu bakterilerin
stres sebebi faktorlere karsi gosterdigi tepkiler cesitli analiz yontemleri ile tespit

edilmis ve elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

4.1. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus Susunun Cesitli Stres Faktorlerine

Kars1 Gosterdigi Tepki
4.1.1. Sicaklik stresi

Lb. bulgaricus susu 37, 42, 46 °C olmak iizere 3 farkl1 sicaklik derecesinde
inkiibasyona birakilmig ve gelisiminin asitlige olan etkisi her saat pH ol¢iimii
yapilarak tespit edilmistir. Cizelge 4.1 ilizerinde ¢alisilan Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus susunun farkli uygulama sicakliklarina olan tepkisini gostermektedir.

Cizelge 4.1°de goriildiigii lizere 0. saatte uygulanan tiim sicakliklara karsilik
elde edilen pH degeri 6,40’tir. 37 °C’de 5. saatte bu deger 4, 49°a diisiis gosterirken,
42 °C’de 4,31; 46 °C’de ise 4,19 degerleri elde edilmistir. Elde edilen sonuglara
istatistiki kontroller i¢in varyans analizi uygulanmistir. Varyans analizi sonuglarina
gore 0. saat ile 4. saat araliginda farkli sicakliklara bagli olarak elde edilen pH
degerleri arasinda istatistiki olarak fark bulunamamustir. Ancak inkiibasyonun 4. ve
5. saatlerinde elde edilen pH degerleri arasindaki farklilik istatistiki olarak onemli
bulunmustur (p<0.05). Varyans analizinde istatistiki olarak dnemli bulunan sonuglara
Duncan ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir. Buna ait sonuglar Cizelge 4.1°de

sunulmustur.

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus yogurt starter kiiltiir bakterilerinden biridir.

Yogurt iiretiminde inkiibasyon siiresi onemli bir kavramdir. Endiistriyel yogurt
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tiretimi i¢cin optimum olan inkiibasyon siire aralifi 4-5 saattir. Dolayisi ile bu

analizde 4 ve 5. saatlerdeki pH degerleri ticari iiretim agisindan 6nem arzetmektedir.

Cizelge 4.1 Farkh sicakhk uygulamalarimn Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus susunun asitlik gelistirme yetenegine etkisi

SICAKLIK ZAMAN (Saat)
°c 0.s 1.5 2.8 3s 4.5* 5.5 *
37 6.40 6.30 5.97 5.24 4.72 a 4.49 a
42 6.40 6.22 5.64 4.91 454ab | 4.31ab
46 6.40 6.10 5.45 5.26 441D 419Db

*p<0.05 diizeyinde 6nemli

Sekil 4.1°deki asitlik gelisim egrisinde de daha iyi gozlemlenecegi lizere 46
°C diger sicakliklarla karsilastirildiginda inkiibasyon sonunda maksimum asitlik
gelisimi saglamistir. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus termofilik bir bakteri olmasi
sebebi ile yiiksek sicakliklarda iyi gelisim gosterebilmektedir. Bu nedenle 37 °C
inkiibasyon sicakligi sozkonusu bakteri lizerinde stres yaratmis ve gelisimini
engellemis olabilir. 46 °C sicaklik degeri inkiibasyonun 4. ve 5. saatlerinde 37 °C’ ye
gore istatistiki olarak fark yaratmistir. 42 °C ile 46 °C arasinda rakamsal olarak
farklilik gézlemlenebilmektedir ancak bu farklilik istatistiksel olarak énemli degildir.
Farkli inkiibasyon sicakliklarinin asitlik gelistirme yetenegine olan olumlu ve

olumsuz etkisi Sekil 4.1°de goriilmektedir.
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Zaman(h)

Sekil 4.1 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susunun farkh sicakhk

uygulamalarina bagh pH degisim grafigi

Masud ve ark. (1991) S. thermophilus ve Lb. bulgaricus ‘un dogal suslarinin
optimum gelisme kosullar1 hakkinda bir ¢alisma gergeklestirmistir. Bu ¢alismada Lb.
bulgaricus 'un gelisimi igin 3 farkli sicaklik ( 37, 40, 45 °C ) denenmistir. 15 farkli
Lb. bulgaricus susu iizerinde yapilan ¢alismalarda 45 °C’nin diger sicakliklarda
karsilastirildiginda maksimum gelisme sagladigi tespit edilmistir. Breed ve ark.
(1957) Lb. bulgaricus igin optimum gelisme sicakliginin 45-50 °C araliginda
degistigini ifade etmislerdir. Randke-Mitchell ve Sandine’in (1986) 10 Lb.
bulgaricus susu ile yaptig1 galigmalarda ise optimum gelisme sicakhiginin 43-46 °C
gibi dar bir sicaklik araliginda gézlemlendigini belirtmislerdir. Yu ve ark. (1983) ise
Lb. bulgaricus’un 43 °C’de optimum asitlik ve gelisme siiresi gdsterdigini rapor
etmislerdir. Benzer yonde sonuglar Breed ve ark. (1957); Martly (1983) tarafindan da

alinmustir.

Sonu¢ olarak inkiibasyon sicakligi ile yapilan caligmalardan elde edilen
bulgularin ilgili ¢aligmalar sonucu elde edilen bulgular1 destekler nitelikte oldugu

gorilmiistiir.
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4.1.2. Soguk stres

Lb. bulgaricus susunun farkli depolama siirelerindeki canlilik degerleri
Cizelge 4.2°de sunulmustur. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susunun dondurma
isleminden Onceki canli hiicre sayisi 10.51 log kob/g olarak tespit edilmistir.
Dondurma isleminin akabinde bu deger 10.47 log kob/g’a gerilemistir. Dondurma
isleminden 1 hafta sonra canli hiicre sayisi 10.46 log kob/g olciiliirken 2. ve 4.
haftalarda bu deger 10.45 log kob/g olarak tespit edilmistir. Belirlenen sonuglara
istatistiki kontroller i¢in varyans analizi uygulanmistir. Varyans analizi sonuglarina
gore soguk depolama siiresine bagli canli hiicre sayisindaki farkliliklar istatistiki

olarak 6nemsiz bulunmustur.

Soguk depolama siireleri sonundaki canli hiicre sayilar ile dondurma 6ncesi
canli hiicre sayist karsilastirildiginda (% Canlilik) elde edilen degerler arasinda
kayda deger farkliliklar gozlemlenmistir. Donma Oncesi canlilik oran1 %100 iken
donmanin ardindan bu deger 91,55’e diislis gostermistir. 1. hafta sonunda canlilik
biraz daha azalarak 89,95’¢ gerilemistir. 2. hafta ve 4. hafta sonundaki canlilik
yiizdeleri ise sirasi ile 88,10 ve 86,09 olarak tespit edilmistir. 1 aylik soguk depolama
siirecinde ~ % 14 canlilik kayb1 gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglara istatistiki
kontroller i¢in varyans analizi uygulanmistir. Varyans analizi sonuglarina gore soguk
depolama siiresine bagli canlilik yiizdeleri arasindaki farkliliklar istatistiki olarak
onemli bulunmustur (p<0.01). Varyans analizinde istatistiki olarak énemli bulunan
sonuclara Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. Buna ait sonuglar Cizelge

4.2’de sunulmustur.
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Cizelge 4.2 Soguk depolama siirelerinin Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
susunun canlilik degerleri iizerine etkisi

Zaman Log kob/g Canliik(%) =
D.O 10.51 100 a

D.S 10.47 91.55b
1.Hafta 10.46 89.85 bc
2.Hafta 10.45 88.10 cd
1.Ay 10.45 86.09 d

** p<0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4,2°de goriilecegi lizere soguk depolama siiresi artik¢a canliliktaki
kayipta artmaktadir. Fonseca ve ark. (1999) 4 termofilik susun donmaya direnci
hususunda yaptiklar1 ¢alismada; c¢alisilan suslar arasinda en diisiik direnci Lb.
bulgaricus’un gosterdigi gozlemlenmistir. Bu sonu¢ daha once Tsvetkov ve
Shishkova (1982) ve Bozoglu ve ark. (1987) tarafindan da bulunmustur. Beal ve
Corrieu’da (1994) S. thermophilus’la karsilastirildiginda Lb. bulgaricus ‘un donmaya
ve dondurarak kurutmaya direncinin daha az oldugunu savunmaktadirlar. Tiim bu
bulgular ¢alismada kullanilan Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susunun morfolojik
olarak ¢ubuk seklinde bir bakteri oldugu i¢in donma sirasinda kok sekilli bakterilere

oranla ¢ok daha fazla zarar gérebilecegini agiklar niteliktedir.
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Canli hiicre sayisinda meydana gelen kayiplar Sekil 4.2 ve Sekil 4.3°te

sunulmustur.

10,47 -
10,46 -
10,45 -
10,44 -
10,43 -
10,42
10,41 -

log kob/g

D6 DS 1.Hafta 2.Hafta 1.Ay
Zaman

Sekil 4.2 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susunun soguk depolama
siiresine bagh canhlhik degisim grafigi(log cfu/g)

1.Ay

2.Hafta
g

£ 1.Hafta
N

D.S

D.O

75 80 85 90 95 100
Canlihik(%)

Sekil 4.3 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susunun soguk depolama
siiresine bagh canhlik degisim grafigi (% Canhlik)

Mikroorganizmalar sicaklikta ani diisiise maruz kaldiklarinda; membran
akigkanliginda diisiis, DNA seviyelerinde degisiklik, replikasyonu diizenleyen DNA

ve RNA ikincil yapilarinin olusumu gibi bazi fizyolojik rahatsizliklar gosterirler. Bu
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inhibe edici etkilerin istesinden gelmek, diisiik sicaklikta korunmay:1 saglayacak
hiicresel aktiviteyi saglamak i¢in bakteri soguk sokuna kars1 adaptasyonu saglayacak
duyarliliklara sahip olmak zorundadir (Graumann ve Marahiel, 1998; Thieringer ve
ark., 1998). Diisiik sicakliga adaptasyon hayati 6neme sahiptir. Ciinkii laktobasillerle
yapilan bir¢ok fermentasyon; donma kosullarinda ytiksek canlilik kapasitesine sahip

dondurulmus ya da liyofilize starterlerin ilavesi ile baslamaktadir

Sekil 4.4 Canlh hiicre saymm icin yayma yontemi ile ekimi yapilmus petri
ornekleri

Laktobasiller dogal olarak sicaklik diisiislerine adapte olabilirler. Optimum
gelisme sicakliklarinm 20 °C altindaki sicakliklarda bile gelismeye devam ederler.
Lb. plantarum, Lb. brevis vh. basiller optimum olarak 30 °C ya da 37 °C’de gelisirler.
15 °C’de gelisim gosterebilirler ancak 7 °C’de gelisim sonlanir. Dondurma karisik
stres kosullarin olusumuna yol agar. Hiicreler bu durumda bazi hasarlar alabilir; bu
sadace buz kristali olusumundan degil; yiiksek konsantrasyondaki hiicre igi
cozeltilerden kaynaklanan yiiksek osmolariteden kaynaklanabilir. Zarlarin birlesmesi
ya da makromolekiillerin denatiirasyonunun donma sonrasi canliligin tespitindeki
onemli faktorler oldugu bildirilmistir (Franks, 1995). Tiir ve sus ¢esitliligi, gelisme
kosullar, kiiltiirlin yasi, siispanse ortamin dogasi; donma sonrasi laktobasillerin

canliligini etkileyen bazi faktorlerdir (Baati ve ark., 2000; Champagne ve ark., 1991).

Elde edilen veriler incelendiginde donma 6ncesi ve donma sonrasi canlilik

yiizdeleri arasindaki fark ~ % 8,5 iken donma sonrasindaki haftalar arasindaki fark %
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1-4 araligindadir. Yukaridaki ¢alismalar incelendiginde c¢alismada kullanilan Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus susunun donma aninda strese girip canliliginin bir
kismini yitirdigini; ancak donma sonrasi siireglerde soguka karsi adaptasyon
gostererek canli hiicre sayisinda donma anina oranla daha az kayiplara ugradig

sOylenebilir.

4.1.3. Ozmotik stres

Bu calismada gelisme ortamina farkli konsantrasyonlarda (%1-7) NaCl ilave
edilmis ve Lb. bulgaricus susunun bu ortamdaki gelisimi takip edilmistir. Hi¢ NaCl
ilave edilmemis gelisme ortami kontrol 6rnegi olarak kullanilmigtir. Calismada
kullanilan Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susunun farkli konsantrasyonlardaki
NaCl’ye kars1 gosterdigi tepki Cizelge 4.3’te bildirilmistir. Hi¢ NaCl ilave edilmemis
kontrol 6rneginin pH degeri 5,20 olarak olgiilmiistiir. Gelisme ortamina %1 NaCl
ilave edildiginde bu deger 5,18’¢ diiserken % 2 NaCl ilavesi asitlik gelisimini
arttirarak pH’1 5,16’ya diistirmustiir. % 3 NaCl ilavesi yapildiginda pH degeri tekrar
yiikkselmis ve 5,26 olarak Olc¢lilmiistiir. Bu deger hi¢ NaCl ilavesi yapilmamis
ortamdaki asitlik gelisiminden daha diisiiktiir. %3 ve iizerindeki NaCl ilavelerinde
pH gitgide artis gostererek % 7 NaCl ilavesinde 5,44 degerine ulagmistir. Elde edilen
sonuclara istatistiki kontroller i¢in varyans analizi uygulanmistir. Varyans analizi
sonuglarina gore farkli NaCl konsantrasyonlarina bagli pH degerleri arasindaki
farkliliklar istatistiki olarak onemli bulunmustur (p < 0.01). Varyans analizinde
istatistiki olarak Onemli bulunan bu sonuglara Duncan ¢oklu karsilastirma testi

uygulanmigstir. Buna ait sonuglar Cizelge 4.3 de bildirilmistir.

Farkli NaCl konsantrasyonlarinin Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susunun
asitlik gelistirme yetenegine olan etkisini izleyebilmek i¢in pH 6l¢iimiiniin yan1 sira
titrasyon asitligi Olgiimleri de yapilmistir. Hi¢ NaCl ilave edilmemis gelisme
ortaminin titrasyon asitligi 0,510 bulunmustur. % 1 ve % 2 NaCl ilavesi ile asitlik
gelisimi artis gostermis ve sirast ile 0,512 ve 0,520 degerleri elde edilmistir. %3
NaCl ilavesinde ise bu deger 0,482’ye gerilemistir. %3 ve iizerindeki NaCl

konsantrasyonlarinda asitlik gittikce azalarak 0,421 degerine ulagmistir. Bulunan
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sonuglara istatistiki kontroller i¢in varyans analizi uygulanmigtir. Ancak varyans
analizi sonuglarma gore farkli NaCl konsantrasyonlarina bagli titrasyon asitligi
degerleri arasindaki farkliliklar istatistiki olarak Gnemsiz bulunmustur. Titrasyon
asitligindeki degisim varyans analizi sonugalarina gore istatistiki olarak Onemsiz
bulunmussa da rakamsal farkliliklar 6nem arzetmektedir. NaCl ilavesi yapilmamis
gelisme ortaminin titrasyon asitligi degeri 0,510 iken % 7 NaCl ilavesi sonunda bu

deger 0,421’°e diismiistiir.

Cizelge 4.3 Farkh tuz konsantrasyonlarmin Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus susunun asitlik gelistirme yetenegine etkisi

NaCl Konsantrasyonu wox Titrasyon Asitligi
(%) i (% LA)
0 5.20 abc 0.510
1 5.18 bc 0.512
2 5.14c 0.520
3 5.26 abc 0.482
4 5.32 abc 0.458
5 5.37 abc 0.448
6 5.41ab 0.438
7 5.44 a 0.421

**p<0.01 diizeyinde onemli, LA : Laktik asit

Cizelge 4.3’de goriilecegi lizere % 1 ve % 2 NaCl ilave edilmis 6rneklerdeki
asitlik gelisimi hi¢ NaCl ilave edilmemis ornektekine oranla daha yliksek degerler
vermistir. Elde edilen bu degerlerden % 1-2 NaCl ilavesinin Lb. bulgaricus
gelisimini stimiile ettigi yargisina varilabilir. % 2 NaCl ilavesi en iyi asitlik
gelisimine sebep olmustur. Ancak % 3 ve iizerindeki konsantrasyonlar Lb.

bulgaricus gelisiminde yavaslamaya neden olmustur. NaCl konsantrasyonu arttik¢a
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asitlik gelisimi azalmistir. Elde edilen verilerden yola ¢ikilarak sozkonusu Lb.
bulgaricus susu iizerine % 3 ve ilizeri NaCl konsantrasyonlarinin osmotik strese

sebep oldugu sdylenebilir.

Titrasyon asitligine bagli verilerde istatistiki olarak fark goriilmemesine
karsin; her iki durumda elde edilen sonuglar grafige aktarildiginda (Sekil 4.5 ve Sekil
4.6) NaCl konsantrasyonundan kaynaklanan farkliliklar acikca
gozlemlenebilmektedir. So6zkonusu grafikler incelendiginde iki grafigin birbirine

uyum gosterdigini de soylemek miimkiindiir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.5 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susunun farkh tuz
konsantrasyonlarina bagh pH degisim grafigi
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Sekil 4.6 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susunun farkhh tuz
konsantrasyonlarina bagh titrasyon asitligi degisim grafigi
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Sekil 4.7 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susunun farkh tuz
konsantrasyonlarina bagh titrasyon asitligi ve pH degisim grafigi

Laktobasiller; siklikla kendi dogal habitatlarinda bulunan ¢dzelti
konsantrasyonlarindaki degisikliklere maruz kalirlar. Ancak sitoplazmik c¢ozelti
konsantrasyonlart sabit olmak zorundadir (Poolman ve Glaasker, 1998).
Cevrelerindeki osmolaritedeki ani bir artis (hiperosmotik stres) suyun hiicre disina
hareketine sebep olur. Bu da hiicre turgor basincinda kayiplara yol acar ve hiicre
hacminde ve hiicre i¢i ¢ozelti konsantrasyonlarinda degisiklikler meydana gelir.
Hiperosmotik stresle karsilasildiginda (% 18 NaCl-2 saat) Lb. bulgaricus ‘un artis
fazinin ortalarindaki hiicrelerin canlilig1 % 46 kayba ugrar. Hiicreleri 1 saatligine % 2
NaCl konsantrasyonuna maruz birakmak hiicrelerin yavas yavas canliliklarinin
artmasia ve NaCl’ye kars1 adaptasyon gostermelerine sebep olacaktir. Korkeala ve
ark. (1992) yaptiklar1 ¢alismalarda laktik asit bakteri gelisiminin %1-2 NaCl ilavesi
yapilan ortamlarda hi¢ NaCl ilave edilmemis ortamlara gore daha iyi oldugunu
bulmuslardir. % 3’iin iizerine ¢ikan NaCl konsantrasyonlarinin laktik asit bakteri
gelisimini inhibe edici etkiye sebep oldugunu tespit etmislerdir. Sonug olarak NaCl
konsantrasyonlarina bagli asitlik gelisimi ile yapilan caligmalardan elde edilen
bulgularin ilgili ¢aligmalar sonucu elde edilen bulgular1 destekler nitelikte oldugu

gorilmiistir.
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Birgok laktik asit bakteri susu % 6 ve lizeri NaCl konsantrasyonlarinda
gelisim gosterememektedir. Arastirmada kullanilan Lb. bulgaricus susu % 7 NaCl
konsantrasyonunda bile az da olsa gelisim gosterebilmistir. Bu durumun da
arastirmada kullanilan bakterinin dogadan izole edilmis, vahsi bir tiir olmasindan
kaynaklanabilecegi; dolayisi ile dogal ortamda yiiksek NaCl konsantrasyonlarina

adaptasyon gostermis olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.1.4. Asit stres

Sivi besiyerlerinin pH’lar1 farkli degerlere ayarlanmis ve bu besiyerlerinde
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susunun gelisimi izlenmistir. Analiz sonucunda
elde edilen absorbans degerleri Cizelge 4.4’te belirtilmistir. Bakteri inokiilasyonu
gerceklestirilmemis sivi besiyerinin olgiilen absorbans degeri 0,265°tir. pH’s1 4.0’a
ayarlanan sivi besiyerinin absorbans degeri de 0.265 olgiilmiistiir. Iki besiyeri
arasinda hig bir fark olugsmamistir. pH 4,5’a ayarlandiginda absorbans degeri 1.888’e
yiikselmistir. Bu artis pH 6,5’a kadar devam etmis; pH 6,5’ta maksimum deger olan
2.786’ya ulagmistir. Bu maksimum degerin ardindan pH arttikca absorbansta diisiis
gozlemlenmistir. pH 9’da besiyeri ortammin absorbanst 2.110 olarak tespit
edilmistir. Elde edilen verilere istatistiki kontroller ic¢in varyans analizi
uygulanmistir. Varyans analizi sonuclarina gore farklt pH degerlerine bagh
absorbans seviyeleri arasindaki farkliliklar istatistiki olarak dnemli bulunmustur( p<
0.01). Varyans analizinde istatistiki olarak 6nemli bulunan bu sonuglara Duncan
¢oklu Kkarsilastirma testi uygulanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.4°de

sunulmustur.
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Cizelge 4.4 Farkh pH degerlerinin Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
susunun gelisimine etkisi

pH Absorbans
4,0 0.265¢€
45 1.888d
5,0 2.447 abc
9,5 2.641 ab
6,0 2.705 ab
6,5 2.786 a
7,0 2.657 ab
7,5 2.506 abc
8,0 2.261 bcd
9,0 2.110 cd

**p<0.01 diizeyinde 6nemli

Bakteri inokiilaSyonu yapilmamis sivi besiyeri absorbans degeri 0.265°tir.

Cizelge 4.4’de goriildigi tzere farkli pH’larda elde edilen absorbans
degerleri arasinda kayda deger farkliliklar g6zlemlenmistir. Hi¢ bakteri inokiilasyonu
yapilmamis sivi besiyerinin absorbans degeri 0.265°tir. Dolayis1 ile pH’1 4’e
ayarlanmis besiyerinde herhangi bir bakteri gelisiminin olmadigi sdylenebilir.
Yiiksek asit oranlar1 Lb. bulgaricus i¢in bir stres faktoriidiir. pH 4,5 itibari ile Lb.
bulgaricus gelisim gostermeye baslamistir. Cizelgeden de goriilecegi iizere pH
6,5’taki absorbans degeri en yiiksektir. Bu da en yogun bakteri gelisimin bu pH’ta

gerceklestiginin  bir gostergesidir. pH 6,5’tan sonra gelisim tekrar azalmaya
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baglamistir (Sekil 4.8). Buradan belli bir degerin iizerindeki bazik ortamlarn Lb.

bulgaricus susu lizerinde stres yarattigi soylenebilir.

2.5 1 O —

1.5 -

Absorbans

0,5 1

pH

Sekil 4.8 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susunun farkl pH degerlerine
bagh absorbans degisim grafigi

Gorsel agidan farkli pH’larda gelisimi izleyebilmek icin sivi besiyerlerinin
pH’larmin ayarlanmasinin ardindan her besiyerine pH indikatdrii olarak bromocresol
purple ilave edilmis ve 48 saat sonunda renk degisimleri izlenmistir. Rengin mordan
sartya doniistimii pH’1in diistiiglinii ifade etmekte dolayisi ile asitlik gelisimini ve
hiicre gelisimini ifade etmektedir. Sekil 4.9 da inkiibasyon oncesi, Sekil 4.10 da ise

48 saatlik inkiibasyon sonundaki besiyeri goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4.9 Inkiibasyon oncesi farkh pH degerlerine ayarlanmis MRS
besiyerlerinin goriiniimii

Sekil 4.10 Inkiibasyon sonras1t MRS besiyerlerinin goriiniimii

Sekil 4.10 incelendiginde pH 5’ten itibaren tiim besiyerlerinde gelisimin
gerceklestigi, rengin mordan sartya dondiigli; pH 4,5’a ayarlanmis besiyerinin az
bulanik oldugu ancak pH 4’e ayarlanmis besiyerinin berrak oldugu dolayis1 ile hi¢bir

gelisimin olmadig1 gozlemlenmistir.
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4.2. Lactococcus lactis subsp. lactis Susunun Cesitli Stres Faktorlerine Karsi
Gosterdigi Tepki

4.2.1. Sicaklik stresi

L. lactis subsp. lactis susu 26, 32, 37 °C olmak iizere 3 farkli sicaklik
derecesinde inkiibasyona birakilmig ve gelisimin asitlige olan etkisi her saat pH
Ol¢timii yapilarak tespit edilmistir. Cizelge 4.5 tlizerinde calisilan L. lactis subsp.

lactis susunun farkli uygulama sicakliklarina olan tepkisini gostermektedir.

Cizelge 4.5°de goriildiigii lizere 0. saatte uygulanan tiim sicakliklara karsilik
elde edilen pH degeri 6,48°dir. 26 °C’de 5. saatte bu deger 5,79’a diisiis gosterirken,
32 °C’de 5,36; 37 °C’de ise 5,45 degerleri elde edilmistir. Elde edilen sonuglara
istatistiki kontroller i¢in varyans analizi uygulanmistir. Varyans analizi sonuglarina
gore 0. saat ile 5. saat araliginda farkli sicakliklara bagli olarak elde edilen pH
degerleri arasinda istatistiki olarak fark bulunamamistir. Ancak inkiibasyonun 5.
saatinde elde edilen pH degerleri arasindaki farklilik istatistiki olarak Onemli
bulunmustur (p<0.05). Varyans analizinde istatistiki olarak 6nemli bulunan sonuglara
Duncan ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir. Buna ait sonuglar Cizelge 4.5’de

sunulmustur.

Cizelge 4.5 Farkh sicaklik uygulamalarmin Lactococcus lactis subsp. lactis
susunun asitlik gelistirme yetenegine etkisi

SICAKLIK ZAMAN (Saat)

o°c 0.s 1. 2.8 3s 45 B.s*
26 6.48 6.43 6.38 6.23 6.03 5.79a
32 6.48 6.34 6.23 5.96 5.56 5.36b
37 6.48 6.38 6.27 6.02 5.62 545h

*p<0.05 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.5 incelendiginde L. lactis subsp. lactis susunun 32-37 °C
araligindaki inkiibasyon sicakliklarinda en iyi gelisim gosterdigi goriilmistiir.
Inkiibasyonun ilk saatlerinde sicakliklar arasinda istatistiki agidan fark olusmamustir.
Ancak 5. saatte; 26 °C de elde edilen pH degeri ile 32 ve 37 °C’de elde edilen pH
degerleri arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir(p<0.05). 26 °C’de 5 saatlik
inkiibasyon sonunda elde edilen pH degeri diger sicakliklarda gelisim sonucu elde
edilen degerlerden oldukea yiiksektir. Buradan 26 °C gelisme sicakliginin Lc. lactis
subsp. lactis susu iizerinde stres yaratmis olabilecegi diisiiniilebilir. 32 ve 37 °C’de
elde edilen asitlik degerleri arasindaki fark ise istatistiki olarak dnem arzetmesede

rakamsal olarak en iyi asitlik gelisiminin 32 °C’de elde edildigi tespit edilmistir.

|t 26 C e 32 C =meme37

Zaman(h})

Sekil 4.11 Lactococcus lactis subsp. lactis susunun farkh sicaklik uygulamalarina
bagh pH degisim grafigi

L. lactis subsp. lactis ile yapilan bir ¢aliymada 5-20 ° C arahgindaki
sicakliklarda inkiibasyonun inaktivasyona sebep oldugu goriilmiistiir. Sicaklik 25 °
C’ye dogru yiikseltildiginde hiicre gelisimin basladigi ve 31-33 ° C araliginda
maksimum gelismeye ulasildign bildirilmistir. 40 ° C ve iizeri sicakliklarda ise
hiicresel gelisim sonlanmistir (Simsek ve ark., 2009). Inkiibasyon sicakligi ile
yapilan g¢alismalardan elde edilen bulgularin ilgili ¢alismalar sonucu elde edilen
verileri destekler nitelikte oldugu goriilmiistiir. S6z konusu ¢alismada en iyi asitlik

gelisiminin 32-37 ° C sicaklik araliklarinda gerceklestigi goriilmektedir. Bu sicaklik
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degerlerinin altindaki ve istiindeki sicaklik degerlerinin inaktivasyona sebep olarak
asitlik gelisimini yavaslatmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Istatistiki olarak
sicakliklar arasinda ¢ok fazla fark goériilmemesine ragmen; Sekil 4.11 deki asitlik
gelistirme egrilerinde fark agik¢a goriilmektedir. Lc. lactis mezofilik karakterde bir
bakteridir. Dolayzst ile birgok akademik calismada 30-32 °C aralig1 optimum gelisme
sicaklig1 olarak verilmistir. Yapilan denemelerde 37 °C’deki gelisim degerlerinin 32
°C’dekine yakin olmasinin ¢alismalarda kullanilan susun dogadan izole edilmis vahsi

bir tlir olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

4.2.2. Soguk stres

Lc. lactis subsp. lactis susunun farkli depolama siirelerindeki canlilik
degerleri Cizelge 4.6’da sunulmustur. Lc. lactis subsp. lactis susunun dondurma
isleminden onceki canli hiicre sayis1 10.47 log kob/g olarak tespit edilmistir.
Dondurma igleminin akabinde bu deger 10.45 log kob/g’a gerilemistir. Dondurma
isleminden 1 hafta sonra canli hiicre sayist 10.45 log kob/g oOlgiiliirken 2. ve 4.
haftalarda bu degerler sirast ile 10.44 ve 10.43 log kob/g olarak tespit edilmistir.
Belirlenen sonuglara istatistiki kontroller i¢in varyans analizi uygulanmistir. Varyans
analizi sonucglarina goére soguk depolama siiresine bagli canli hiicre sayisindaki

farkliliklar istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur.

Soguk depolama siireleri sonundaki canli hiicre sayilar1 ile dondurma 6ncesi
canli hiicre sayis1 karsilagtirlldiginda (% Canlilik) elde edilen degerler arasinda
kayda deger farkliliklar gézlemlenmistir. Donma oOncesi canlilik orant %100 iken
donmanin ardindan bu deger 95.7°¢ diislis gostermistir. 1. hafta sonunda canlilik
biraz daha azalarak 84.7’e¢ gerilemistir. 2. hafta ve 4. hafta sonundaki canlilik
yiizdeleri ise sirast ile 93.3 ve 92.0 olarak tespit edilmistir. 1 aylik soguk depolama
stirecinde % 8 canlilik kaybi gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglara istatistiki
kontroller i¢in varyans analizi uygulanmistir. Varyans analizi sonuglarina gore soguk
depolama siiresine bagli canlilik yilizdeleri arasindaki farkliliklar istatistiki olarak

onemli bulunmustur (p<0.01). Varyans analizinde istatistiki olarak 6nemli bulunan
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sonuclara Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. Buna ait sonuglar Cizelge

4.6’da sunulmustur.

Cizelge 4.6 Soguk depolama siirelerinin Lactococcus lactis subsp.lactis susunun
canhlik degerleri iizerine etKisi

Zaman Log kob/g Canliik(%) =~
D.O 10.47 100 a
D.S 10.45 95.7 ab
1.Hafta 10.45 94.7b
2.Hafta 10.44 93.3b
1Ay 10.43 92.0 b

**p<0.01 diizeyinde 6nemli

Soguk depolama siirelerinin canli hiicre sayisina etkisi birbirleri arasinda
istatistiki olarak farkli degildir. Ancak depolama siireleri sonundaki canli hiicre sayisi
ile dondurma Oncesi canlt hiicre sayis1 arasinda kayda deger farkliliklar
gbzlemlenmistir. Donma Oncesi canlilik orant % 100 iken 1 ay soguk depolama
sonucunda bu oran % 92’ye dismiistir. Cizelge 4.6’da goriilecegi iizere soguk
depolama siiresi artik¢a canliliktaki kayipta artmaktadir. Lc. lactis subsp. lactis susu
morfolojik olarak kok seklinde bir bakteri oldugu i¢in donma sirasinda ¢ubuk sekilli
bakterilere oranla daha az zarar gérmektedir. 1 aylik soguk depolama sonuglari
incelendiginde Lb. bulgaricus susunda canlilik % 86°lara diiserken (Cizelge 4.2) Lc.
lactis susunda bu deger % 92’lerde kalmistir (Cizelge 4.6). Bu da kok seklindeki
bakterilerin ¢ubuklara oranla soguka kars1 daha az strese girdiginin bir gostergesi

olabilir.

Elde edilen veriler incelendiginde donma 6ncesi ve donma sonrasi canli hiicre

sayilar1 arasindaki fark % 5 civarlarinda iken ilerleyen haftalarda bu fark % 1’e
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diismiistiir. Buradan s6z konusu susun donma aninda strese girip canliligmin bir
kismini yitirdigi; ancak donma sonrasi siireclerde soguka karsi adaptasyon gostererek

canli hiicre sayisinda donma anina oranla daha az kayiplara ugradig: sylenebilir.

Canli hiicre sayisinda meydana gelen kayiplar Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te

acikca goriilmektedir.

10.47 -
10.46 -
10.45 -
10.44 -
10.43 A
10.42 -
10.41 -

logkob/g

DO DS 1.Hafta 2.Hafta 1.Ay
Zaman

Sekil 4.12 Lactococcus lactis subsp. lactis susunun soguk depolama siiresine bagh
canhlik degisim grafigi(log cfu/g)

1.Ay
2.Hafta

1.Hafta

Zaman

Ds

Do

92 94 96 98 100
Canhihk(%)

Sekil 4.13 Lactococcus lactis subsp. lactis susunun soguk depolama siiresine bagh
canlilik degisim grafigi (% Canhhk)
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Kriyoprotektif ajanlar olmaksizin starter kiiltiirlerin depolanmasina yonelik
calismalar — 40 ° C ve altindaki sicaklilarin optimum oldugunu gdstermistir. Bunun
yani sira s1v1 nitrojende depolama ya da dondurma ( -110 °C - -196 °C) en yiiksek
hiicre canliligin1 saglamaktadir (Bauman ve Reinbold, 1966; Daily ve Higgens, 1973;
Cowmann ve Speck, 1963; Gibson ve ark., 1966; Lloyd, 1975; Stadhouders ve ark.,
1971). Genellikle peynir fabrikalarinda yaygm olarak -20 ve -40 °C depolama
sicaklilart ile karsilasilmaktadir. —20 ve {istiindeki sicaklilarda kiiltiir depolama hiicre
canliligt ve aktivitesinde belirgin diisiislerle sonuc¢lanmaktadir ve siklikla
kriyoprotektif ajan kullanim1 gerektirmektedir. Ayrica bazi ajanlar esliginde bile —40
°C iizerindeki sicakliklarda depolanan kiiltiirler sus bazinda yasamsal farkliliklar
gosterebilmektedir (Gibson ve ark., 1965).Y1iksek sicakliklarda gelistirme hiicre igin
inhibe edici etki yaratirken; diisiik sicakliklarda gelistirme sadece biyolojik
proseslerin yavaslamasina sebep olmaktadir. Laktokokal kiiltiirlerin ¢iftlesme siiresi
30 °C’de 48 dakika iken 16 °C’de 3,5 saat, 8 °C 57 saat, 4 °C’de ise 7 giine kadar
uzamaktadir (Panoff ve ark., 1994). Log fazdaki hiicreler durgun fazdaki hiicrelere
gore dondurmaya karsi daha fazla diren¢ gostermektedir (Kim ve Dunn, 1997). Tim
bu c¢alismalar Lc. lactis suslarinin soguk depolama karsisinda canlilik kaybi
gosterdigini belirtmektedir. Yapilan ¢alismada da bu c¢aligmalar1 destekler nitelikte
bulgular elde edilmistir. Soguk depolama siiresi arttikca canlilik orani diismiistiir.
Buradan donma ve soguk depolama siiresinin Lc. lactis subsp. lactis susu iizerinde

bir stres etkeni olabilecegi sOylenebilir.

4.2.3. Ozmotik stres

Bu ¢aligmada gelisme ortamina farkli konsantrasyonlarda NaCl ilave edilmis
ve Lc. lactis subsp. lactis susunun bu ortamdaki gelisimi takip edilmistir. Hi¢ NaCl
ilave edilmemis gelisme ortami kontrol 6rnegi olarak kullanilmistir. Calismada
kullanilan Lc. lactis subsp. lactis susunun farkli konsantrasyonlardaki NaCl’ye karsi
gosterdigi tepki Cizelge 4.7°de bildirilmistir. Hi¢ NaCl ilave edilmemis kontrol
orneginin pH degeri 6,05 olarak oOlgiilmiistiir. Gelisme ortamina %1 NaCl ilave
edildiginde bu deger 5,99’a diiserken % 2 NaCl ilavesi asitlik gelisimini
yavaslatarak pH’1 6,06’ya ylikseltmistir. Bu deger hi¢ NaCl ilavesi yapilmamis
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ortamdaki asitlik gelisiminden daha disiiktiir. %2 ve tizerindeki NaCl ilavelerinde
pH gitgide artis gostererek % 7 NaCl ilavesinde 6,30 degerine ulasmistir. Elde edilen
sonuglara istatistiki kontroller i¢in varyans analizi uygulanmistir. Varyans analizi
sonuglarma gore farkli NaCl konsantrasyonlarma bagli pH degerleri arasindaki
farkliliklar istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (p < 0.01). Varyans analizinde
istatistiki olarak O6nemli bulunan bu sonuglara Duncan g¢oklu karsilastirma testi

uygulanmistir. Buna ait sonuglar Cizelge 4.7°de bildirilmistir.

Cizelge 4.7 Farkh tuz konsantrasyonlarinmin Lactococcus lactis subsp. lactis
susunun asitlik gelistirme yetenegine etkisi

KonsantNrgg;onu(%) pH™ TA%™
0 6.05 cd 0.321 ab
1 5.99d 0.331a
2 6.06 cd 0.317 abc
3 6.09 cd 0.311 abc
4 6.12 bc 0.304 bed
5 6.17 bc 0.294 cd
6 6.23 ab 0.285 de
7 6.30a 0.263 e

**p<0.01 diizeyinde 6nemli

Farkli NaCl konsantrasyonlarmin Lc. lactis subsp. lactis susunun asitlik
gelistirme yetenegine olan etkisini izleyebilmek i¢in pH Olglimiiniin yani sira
titrasyon asitligi Ol¢iimleri de yapilmistir. Hi¢ NaCl ilave edilmemis gelisme
ortaminin titrasyon asitligi 0,321 bulunmustur. % 1 NaCl ilavesi ile asitlik gelisimi

artis gostermis ve 0,331 degeri elde edilmistir. %2 NaCl ilavesinde ise bu deger
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0,317°ye gerilemistir. %2 ve iizerindeki NaCl konsantrasyonlarinda asitlik gittikce
azalarak 0,263 degerine ulagsmistir. Bulunan sonuglara istatistiki kontroller igin
varyans analizi uygulanmistir. Yapilan varyans analizi sonuglarma gore farkli NaCl
konsantrasyonlarina bagl titrasyon asitligi degerleri arasindaki farkliliklar istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur (p < 0.01). Varyans analizinde istatistiki olarak énemli
bulunan bu sonuglara Duncan g¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. Buna ait

sonuglar Cizelge 4.7’ de sunulmustur.

Cizelge 4.7°de goriildiigi tizere % 1 NaCl ilave edilmis drneklerdeki asitlik
gelisimi hi¢ NaCl ilave edilmemis 6rnektekine oranla daha yiiksek degerler vermistir.
Elde edilen bu degerlerden % 1 NaCl ilavesinin Lc. lactis susunun gelisimini stimiile
ettigi yargisina varilabilir. Ancak % 3 ve tizerindeki konsantrasyonlar Lc. lactis
gelisiminde yavaglamaya neden olmustur. NaCl konsantrasyonu arttik¢a asitlik
gelisimi azalmistir. Elde edilen verilerden yola ¢ikilarak sézkonusu Lc. lactis susu
tizerine % 2 ve tizeri NaCl konsantrasyonlarinin osmotik strese sebep olabilecegi

sOylenebilir.

Titrasyon asitligi ve pH Olgiimlerinden elde edilen sonuglar grafige
aktarildiginda (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15) NaCl konsantrasyonundan kaynaklanan
farkliliklar agikca gozlemlenebilmektedir. Sozkonusu grafikler incelendiginde iki

grafigin birbirine uyum gosterdigini de sdylemek miimkiindiir (Sekil 4.16).

6,35
6,3 -
6,25 -
6.2 -
T 6.15
6.1 -
6,05 -

5,95

0 1 2 3 4 5 6 7
NaCl Konsantrasyonu(%)

Sekil 4.14 Lactococcus lactis subsp. lactis susunun farkh tuz
konsantrasyonlarina bagh pH degisim grafigi
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Sekil 4.15 Lactococcus lactis subsp. lactis susunun farkh tuz
konsantrasyonlarina bagh titrasyon asitligi degisim grafigi
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Sekil 4.16 Lactococcus lactis subsp. lactis susunun farkhh tuz

konsantrasyonlarina bagh titrasyon asitligi ve pH degisim grafigi

Bakteriyel hiicre zarlar1 suyu gecirmektedir. Bu nedenle; gelisme ortaminin
osmolaritesindeki artis suyun hizli bir bi¢imde sitoplazmadan atilmasi ile sonuglanir.
Hiicre i¢inde suyun tutulmasi ve turgor basincinin korunmasi i¢in bakteri; hiicre
fizyolojisini etkilemeyen 0Ozel ¢ozeltilerin biriktirilmesini saglayan sistemlere
sahiptir. Baz1 uyumlu ¢6zeltiler ya ¢cevreden alnir ya da sitoplazma iginde sentezlenir.
L. lactis’in gelisimi yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda inhibisyona ugramaktadir: %
2,5 NacCl, stressiz haldeki % 50’1ik gelisim oranini % 25’¢ diisiirmektedir (Kilstrup
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ve ark., 1997). L. lactis’in hAB mutanti % 4 NaCl varliginda M17 ortaminda
gelisemez ve vahsi tip suslar ¢ok daha yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda gelisim
gosterirken bu mutant % 1 NaCl varliginda oldukga yavas gelisim gostermektedir.
Bu c¢eliskinin; tiirlerin membranla iliskili proteinlerindeki farkliliklarindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

L. lactis subsp. lactis suslarinin yasam oranit NaCl konsantrasyonu arttik¢a
diistis gostermektedir. Birgok L. lactis subsp. lactis susu %3 NaCl konsantrasyonuna
kadar gelisim gosterebilmektedir ancak daha yiiksek konsantrasyonlar inaktivasyona
sebep olmaktadir (Simsek ve ark., 2009). Bu denemede de %1 NaCl ilavesi Lc. lactis
susunun gelisimini stimiile etmis ve dolayist ile asitlik gelisimi artmistir. %1-3
araliginda NaCl ilavesi hi¢ NaCl ilavesi yapilmamis besi ortamindaki asitlik
gelisimine yakin degerler verirken %3’den yiiksek NaCl konsantrasyonlarinin susun
gelisimini inhibe edebilecegi diisiiniilmektedir. Sonug olarak; NaCl konsantrasyonu
ile yapilan ¢aligmalarda tuz konsantrasyonu arttik¢a yasam orani diismiis dolayisi ile

asitlik gelisimi yavaglamstir.

4.2 .4. Asit stres

Lc. lactis subsp. lactis susu pH 4-9 araligindaki sivi besiyerlerine inokiile
edilmis ve 24 saatlik inkiibasyonun ardindan her bir pH’in absorbans degeri tespit
edilmistir. Analiz sonucunda elde edilen absorbans degerleri Cizelge 4.8’de
belirtilmistir. Bakteri inokiilasyonu gergeklestirilmemis sivi besiyerinin Ol¢iilen
absorbans degeri 0,314’tiir. pH’s1 4,0’a ayarlanan sivi besiyerinin absorbans degeri
de 0,314 olciilmiistiir. Iki besiyeri arasinda hi¢ bir fark olusmamistir. pH 4,5’e
ayarlandiginda absorbans degeri 0,511 e yilikselmistir. Bu artis pH 7,5’e kadar devam
etmis; pH 7,5’da maksimum deger olan 2,507 ye ulagmistir. Bu maksimum degerin
ardindan pH arttik¢a absorbansta diisiis gozlemlenmistir. pH 9’da besiyeri ortaminin
absorbansi 2,148 olarak tespit edilmistir. Elde edilen verilere istatistiki kontroller igin
varyans analizi uygulanmistir. Varyans analizi sonuglaria gore farkli pH degerlerine
bagli absorbans seviyeleri arasindaki farkliliklar istatistiki olarak Onemli

bulunmustur( p< 0.01). Varyans analizinde istatistiki olarak 6nemli bulunan bu
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sonuclara Duncan c¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir. Elde edilen sonuglar

Cizelge 4.8’de sunulmustur.

Cizelge 4.8 Farkh pH degerlerinin Lactococcus lactis subsp. lactis susunun
gelisimine etkisi

pH Absorbans
4,0 0.314 ¢
4,5 0.511c
5,0 1.161b
5,5 1.998 a
6,0 2.067 a
6,5 2.333a
7,0 2472 a
7,5 2.507 a
8,0 2.500 a
9,0 2.148 a

**p<0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.8’de goriildiigii tizere farkli pH’larda elde edilen absorbans
degerleri arasinda kayda deger farkliliklar gézlemlenmistir. Hi¢ bakteri inokiilasyonu
yapilmamis sivi besiyerinin absorbans degeri 0.265°tir. Dolayist ile pH’1 4’e
ayarlanmig besiyerinde herhangi bir bakteri gelisiminin olmadigir sdylenebilir.
Yiiksek asit oranlari Lc. lactis ig¢in bir stres etkenidir. pH 4 ile 4,5’te elde edilen
absorbans degerleri istatistiki olarak farkli degildir. pH 5 itibari ile Lc. lactis kayda

deger gelisim gostermeye baslamistir. Cizelgeden de goriilecegi tizere pH 5-9
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araliginda olgiilen degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemsizdir. Ancak
rakamsal olarak degerlendirildiginde pH 7,5’teki absorbans degeri en yiiksektir. Bu
acidan en yogun bakteri gelisimin bu pH’da gerceklestigi sdylenebilir. pH 7,5’ten
sonra gelisim tekrar azalmaya baslamistir. pH 9’da elde edilen absorbans degeri ile
diger degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Buradan belli bir degerin
tizerindeki bazik ortamlarin yiiksek asit seviyelerinde oldugu gibi Lc. lactis subsp.

lactis susu lizerinde stres yarattig1 soylenebilir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Lactococcus lactis subsp. lactis susunun farkh pH degerlerine bagh
absorbans degisim grafigi

Bazi veriler L. lactis’in asitlesmeye karsi hiicresel duyarliliginin var olduguna
isaret etmekte ve bu da asit stres olarak tanimlanmaktadir. L. lactis; 1s1 sok proteinleri
ve proteinazlar gibi bazi proteinlerin sentezi ile asit strese tolerans gostermektedir (
Rallu ve ark, 1996; Hartke ve ark., 1996; Kim ve ark., 1999; O’Sullivan ve Condon,
1997, 1999). Bunun yanmi sira su da bilinmelidir ki; laktik asit {retiminden
kaynaklanan pH’taki diigiis gelisimin hizla inhibisyonuna ve sonunda yaklasik pH: 4
civarlarinda durmasina sebep olmaktadir. pH 4 degerinin hiicre i¢i pH cinsinden
degeri ise 5,4- 5,9 araligidir ( Hutkins ve Nanen, 1993; O’Sullivan ve Condon, 1997;
Mercade ve ark., 2000). Kim ve ark. (1999), Lc. lactis subsp. lactis suslarini pH 1,5-
7 araliginda gelistirmisler ve her pH’taki canli hiicre sayisimi tespit etmislerdir.

Calisma sonunda sdzkonusu suslarin canli hiicre sayilarinda pH 4-7 araliginda artisin

67



gozlemlendigi, pH 2,5, 3,0 ve 3,5°ta ise canli hiicre sayisinin kayda deger bigimde
diistiigli ve sonunda tiim hiicrelerin 6liimii ile sonuglandigi bildirilmistir. Hutkins ve
Nanen (1993) Lactococcus lactis’in optimum gelisme pH araligi 6,3-6,9 olan
notrofilik bir bakteri oldugunu ifade etmislerdir. Ancak denemelerde kullanilan Lc.
lactis subsp. lactis susu i¢in optimum pH degeri 7,5 bulunmustur. Benzer sekilde iKi
Lactococcus lactis ssp. lactis susu ile yapilan streslere duyarlilik ¢alismasinda
maksimum gelismenin siras1 ile pH 6,8 ve pH 7,9ta gergeklestigi goriilmiistiir
(Simsek ve ark., 2009). Bu farklilik stres yaratan pH’larin susa bagli olarak degisim

gosterdiginin agik bir kanitidir.

Laktik asit bakterileri seker fermentasyonu sirasinda laktik asit iretirler. Bu
durumda asit strese yol agmaktadir. Laktik asidin zayif bir organik asit oldugu, diisiik
pH’ta degismedigi ve proton formda hiicre zarindan kolayca gecebildigi
unutulmamalidir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 pH’ta gézden kagirilmamalidir. Hiicre dis1
pH HCl ile 6,75°ten 5,0’a diistirtildiigiinde; L. lactis hiicrelerinin hiicre i¢i pH’1 7°den
6’ya diismektedir. Ancak hiicre dis1 pH laktik asitle ayarlanirsa hiicre i¢i pH lineer
olarak 7’den 5,25’e¢ diismektedir (Cook ve Russel, 1994). Gelisme gosteren
kiiltiirlerde Ol¢lim yapilirsa hiicre i¢ci pH’in hiicre disi pH ile birlikte diistigi
gozlemlenecektir. Bu yolla delta pH 0,7 birim bulunacaktir. L. lactis pH 4,5’ta (HCI
ile birlikte) hayatta kalabilir ancak pH 4’te inkiibe edilirse canlilik hizli bir bigimde
diistis gosterir. Kim ve ark. (1999) L. lactis subsp. lactis suslarinin 2,5 pH’a kadar
canlt kalabildiklerini savunmaktadir. Laktik asit ya da HCI ile ayarlanmig M17
ortaminin pH’1 15 dakika siire i¢cin pH 5,5’e¢ adapte edilirse hiicreler diisiik pH’ta
canli kalabilirler (Hartke ve ark., 1996; Rallu ve ark., 1996). Diger bir ¢alismada da
(Kim ve ark., 1999) 6nceden adapte edilmis ve gelisme fazindaki 3 L. lactis subsp.
lactis susunun Olim pH’mna(2,5) maruz birakildiginda hayatta kalabildigi
gozlemlenmistir. pH 5,5’ta 30 dk. adaptasyon 33 proteinin ( DnaK, GroEL, ClpP vb.)
sentezini tetiklemektedir.

Yapilan calismada hi¢ bakteri inokiilasyonu yapilmamis sivi besiyerinin
absorbans degeri 0.314’tiir. Dolayisi ile pH’1 4’e ayarlanmis besiyerinde herhangi bir
bakteri gelisiminin olmadig1 sdylenebilir. Yiiksek asit oranlar1 Lc. lactis igin stres

yaratmaktadir. pH 4,5-5 itibari ile Lc. lactis gelisim gostermeye baglamistir. pH
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7,5’tan sonra gelisim tekrar azalmaya baslamistir. Sonug olarak pH’a bagli absorbans
degerleri ile yapilan c¢alismalardan elde edilen bulgularin ilgili caligmalar sonucu

elde edilen bulgular1 destekler nitelikte oldugu goriilmiistiir.

Gorsel agidan farkli pH’larda gelisimi izleyebilmek igin sivi besiyerlerinin
pH’larinin ayarlanmasinin ardindan her besiyerine pH indikatorii olarak bromocresol
purple ilave edilmis ve 48 saat sonunda renk degisimleri izlenmistir. Rengin mordan
sartya donlisimii pH’mn diistiigiinii ifade etmekte dolayisi ile asitlik gelisimini ve
hiicre gelisimini ifade etmektedir. Sekil 4.18’de inkiibasyon oncesi, Sekil 4.19°da ise

48 saatlik inkiibasyon sonundaki besiyeri goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.18 Inkiibasyon oncesi farkh pH degerlerine ayarlanmms M17
besiyerlerinin goriiniimii

Sekil 4.19 Inkiibasyon sonras1 M17 besiyerlerinin goriiniimii
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Sekil 4.19 incelendiginde pH 4,5-7 araligindaki tiim besiyerlerinde gelisimin
gergeklestigi, rengin mordan sariya dondiigii; pH 4’e ayarlanmis besiyerinin berrak
oldugu dolayist ile higbir gelisimin olmadigi gorilmistir. pH 7°den sonraki
besiyerlerinde sari-mor renk goézlemlendigi i¢in bu pH’larda asitlik gelisiminin

yavasladigi kanisina varilmstir.
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5. SONUC VE ONERILER

Dogadan izole edilmis Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ve Lc. lactis subsp.
lactis suslari {izerine etki eden stres faktorlerin belirlenmesini amaglayan ¢alismada

asagidaki sonugclar elde edilmistir.

Denemelerde sicak stresi, soguk stresi, asit stresi ve osmotik stres olmak
tizere dort stres faktorii tizerinde durulmustur. Denemelerde kullanilan iki bakterinin
birinin termofilik-basil digerinin ise mezofilik-kok olmasi stres faktorlerin etkisinin

tayininde parametrelerin farkli tutulmasini gerektirmistir.

Denemede kullanilan Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus susu 37, 42, 46 °C’de
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonunda optimum inkiibasyon sicakligi 46 °C
olarak belirlenmistir. Gelisme ortaminin pH’1 4-9 araliginda ayarlanmig ve optimum
gelisme pH’1 6,5 bulunmustur. pH 4°te higbir gelisme gozlemlenmezken; 4,5-6,5 pH
araliginda gelisme artmis ve 6,5 pH’tan sonra ise gerilemeye baslamistir. Besi
ortamima % 1-7 araliginda NaCl ilave edildiginde ise % 2 NaCl ilavesinin gelisimi
stimiile ettigi tespit edilmigtir. % 2’nin {izerindeki NaCl konsantrasyonlari gelisimi
olumsuz yonde etkilemistir. S6zkonusu sus 1-4 hafta araliginda soguk depolamaya
birakilmis ve dondurmanin canlilifa etkisi tespit edilmek istenmistir. Elde edilen
sonuglar dondurmanin Lb. bulgaricus susu lizerine stres yarattigi ve soguk depolama

stiresi arttik¢a canlilik kaybinin arttigini géstermistir.

Lc. lactis subsp. lactis susu ile yapilan ¢alismalarda ise; 26, 32, 37 °C
inkiibasyon sicakliklarindan en iyi sonug 32 °C’de alinmistir. Bu derecenin alt1 ve
iistlindeki sicakliklar strese sebep olarak asitlik gelisimin yavaslamasma sebep
olmustur. % 1-7 NaCl konsantrasyonlarinda gelistirilen Lc. lactis susu igin % 1 NaCl
oranimnin gelisimi stimiile edici etki yarattigi goriilmiistiir. Bu konsantrasyonun

tizerindeki oranlar inaktivasyona sebep olarak gelisimi yavaslatmistir. pH 4-9
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araligindaki besi ortamlarinda gelistirme sonucunda optimum pH degerinin 7,5
oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Lb. bulgaricus’a benzer bigcimde pH 4’te gelisme
gozlemlenememistir. 4-7,5 pH araliginda gelisim yiikselme gosterirken pH 7,5’ten
sonra tekrar diislise gecmistir. 1-4 hafta araliginda soguk depolamaya birakilan Lc.
lactis susu donmaya karsi Lb. bulgaricus susuna oranla daha fazla direng

gostermistir. Ancak depolama siiresi arttik¢a az da olsa canli kayb1 artmistir.

Elde edilen sonuglar genel olarak incelendiginde gerek Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus gerek Lc. lactis subsp. lactis susunun canliliginda stres faktorlerin 6nemli
bir yer teskil ettigi goriilmiistiir. Calisma sonucunda sicaklik, pH, tuz konsantrasyonu
ve soguk depolama siiresi gibi stres etkenlerinin her sus tizerinde farkl etkiler yaptigi
tespit edilmistir. Stres etkenine karsi olusturulan tolerans mikroorganizmaya bagl
olarak farklilik gostermistir. Susa 6zgli optimum gelisme kosullarinin saglanmasi
fermentasyonda standart kalitenin saglanmasi ve prosesteki basarizliklarin en aza

indirgenmesi agisindan 6nem arzetmektedir.

Yeni fonksiyonellikler, gelismis besinsel degerler, yiiksek duyusal kalite,
zamaninda iiretim, sabit ve tahmin edilebilir {iriin kalitesi, tekrarlanabilir tiretim akis1
icin gida fermentasyonlarinda rol oynayacak mikroorganizmalarin stres faktorlere

kars1 optimizasyonun saglanmasi1 gerekmektedir.
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