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OZET

Ekzopolisakkarit iireten laktik asit bakterileri fermente siit diriinleri iiretim
teknolojisinde viskozite, tekstiir ve emiilsifiye edici etkileri sebebiyle biiyiik bir 6nem
kazanmistir. Bu etkiye bagl kalarak, bu tez calismasi, ayran gibi su ilavesi ile liretilen,
siite gore diisiik kuru maddeli iiriinlere dogal, gelismis reolojik Ozellikler ve stabilite
saglayabilecek uygun laktik asit bakterisi kiiltiir kombinasyonlarini belirlemek amaciyla

yapilmistir.

Bu aragtirmada, geleneksel yontemlerle evde iiretilmis olan yogurtlardan 45
ornek alinarak bu 6rneklerden laktik asit bakterileri (LAB) izole edilmis ve 24 ayr1 LAB
izolat1 hazirlanmistir. Bu izolatlar tanimlamak icin API 50 CHL ve API 20 Strep test
kitleri kullanmilmistir. Yogurt ve ayrana 6zgii laktik asit bakterileri, APISO CHL test kiti
ile tamimlanmislardir. Bakteri izolatlarindan, fermente siit iiriinleri kiiltiirlerinde
kullanildigr bilinen 22 tanesinin EPS (ekzopolisakkarit) iiretim miktarlar1 kontrol
edilmis ve tiretilen EPS miktarlarinin yiiksek oldugu (28,94- 35,00 g/ L) belirlenmistir.
[zole edilen bakterilerden EPS iiretim miktarlarina gore secilen bakterilerin
(Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) birebir
karisimindan  kiiltir kombinasyonlar1 olusturulmustur. Kiiltiirlerden sadece bir
tanesinde, geleneksel yogurt ve ayran kiiltiirline ait bir bakteri olmamasina ragmen, EPS
tiretim miktar1 yiiksek oldugu icin deneme amaciyla Lactobacillus delbrueckii ssp.

lactis bakterisi kullanilmistir

Hazirlanan kiiltiirler ile ayran Ornekleri iiretilmis ve elde edilen Orneklerin
fizikokimyasal ve duyusal analizleri yapilmistir. Arastirmada; elde edilen dokuz
ornekten 4 tanesi (2, 6, 7 ve 8 numaral kiiltiirler ile iiretilmis olan 6rnekler) duyusal
degerlendirmede (goriiniim, kivam, tat/ koku) tam puan alarak 6ne ¢ikmigslardir. Burada,
ayran Orneklerinin fizikokimyasal degerleri arasinda fark olmasina ragmen (sirasiyla en

yiiksek ve en diisiik viskozite, YKM, yag, protein, pH degerleri; 143- 70 saniye, 7,14-
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6,83 g/ 100 g, 2,22- 2,13 g/ 100 g, 2,30- 2,21 g/ 100 g, 4,14- 3,86) benzer begeniyi

aldiklar goriilmistiir.

Calismamizda duyusal acidan tam puanla degerlendirilen 4 6rnek diisiik, orta ve
yiikksek EPS iiretim yetenegindeki LAB izolatlarinin kombinasyonu olan kiiltiirler ile
tiretilmistir. Sadece yiiksek EPS verimine sahip olan izolatlar ile hazirlanan kiiltiir
kullanilarak elde edilen ayran 6rnegi 63 saniyelik viskozite degeri ile en diisiik viskozite
degerini vermistir. Buna ragmen bu iriin duyusal degerlendirmede ret edilmemistir.
Sadece diisiik EPS verimine sahip olan izolatlar ile hazirlanan kiiltiir kullanilarak elde

edilen ayran 6rnegi ise 133 saniyelik yiiksek bir viskozite degeri gostermistir.

Fizikokimyasal degerlerdeki bu farkliliklara ragmen duyusal degerlendirmede
(5- 3- 0 notlama sistemine gore) 4 iirliniin tam puan alarak benzer begeni diizeyinde
bulunmasi ve bu iiriinlerle birlikte ¢caligmadaki tiim iiriinlerin agizda dolgun his birakmis
olmasmmin, kiultiirler tarafindan iiretilen EPS miktar ve kalitesindeki farkliliklardan
kaynaklanabilecegi sonucuna varilmistir. Daha sonraki calismalarda EPS miktarinin
yaninda kalitesinin son {iriin kalitesine etkilerinin arastirilmasinin uygun olacagi

diistiniilmiistiir.

Tez calismalar1 ve yazimi 2003- 2007 yillar1 arasinda gerceklestirilmistir. Tez

dokiimam 119 sayfadan olusmaktadir.

Anahtar kelimeler: Ekzopolisakkarit (EPS), Ekzopolisakkarit izolasyonu, Laktik asit
bakterisi (LAB), API, Ayran, Viskozite
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SUMMARY

In the fermented dairy product industry, lactic acid bacteria which produce
exopolysaccharides, have a great importance with their effect on viscosity, texture and
emulsification. In respect to that, this study was performed with the aim of defining
favourable culture combinations which brings natural, better reological properties and
stability to the products like ayran which are produced with high water content and even

less dry matter than milk.

In our study, lactic acid bacteria (LAB) were isolated from 45 home made
yogurt samples and 24 LLAB isolates were prepared. Identification of the isolates were
made by using API 50 CHL and API 20 Strep test kit. API 50 CHL test kit was used for
identification of bacterias specific for yogurt and ayran. EPS (exopolysaccharide)
production value of 22 of bacteria isolates which known as typical for fermented dairy
product ferment were analized and high EPS level (28,94- 35 g/ L) were determined. In
respect to their EPS production levels, some of the isolated and identified bacteria
(Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) were
choosen to prepare for ayran cultures. Only one of these cultures was prepared with
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, just due to its high EPS production level and for

testing purpose even if it was not a specific bacterium for yogurt and ayran.

In this research; 4 samples of prepared nine samples (2, 6, 7 and 8) were got
highest score at sensorial analysis (consist of evaluation of aspect, texture, taste/ smell).
In this case; it was observed that they had the same evaluation even if they have
differences at their physicochemical figures (respectively maximum an minimum
viscosity, nonfat dry matter, fat, pH values; 143- 70 second, 7,14- 6,83 g/ 100 g, 2,22-
2,13 g/ 100 g, 2,30- 2,21 g/ 100 g, 4,14- 3,86).

These ayran samples, got the highest score, were produced with the ferments

composed of low, medium and high EPS producing LAB isolates. It was determined
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that ayran sample produced with the ferment consist of only highest EPS producing
LAB, showed the lowest viscosity (63 seconds). In spite of this, this product was not
rejected on sensorial evaluation. On the other hand, ayran sample produced with the

ferment consist of only lowest EPS producing LAB had high viscosity (133 seconds).

Although there are differences on physicochemical figures, it was thought that
preferrence of 4 samples on sensorial evaluation (according to 5- 3- 0 scoring system)
and having good mouth feeling for all other ayran samples, could be related with the
level and quality of produced EPS. In respect to that thesis, it would be a right way to
perform next studies on not only EPS producing level but also EPS quality.

All studies on this thesis and writting process were completed between years of

2003- 2007. Whole document is composed of 119 pages.

Key words: Exopolysaccharide (EPS), Isolation of exopolysaccharide, Lactic

acid bacteria (LAB), API, Ayran, Viscosity.



ONSOZ

Laktik asit iireten bakteriler siit iiriinleri teknolojisinde, 6zellikle de yogurt ve
ayran gibi {iiriinlerin iiretiminde vazgecilmez unsurlar olarak yer almaktadirlar. Son
yillarda siit iirlinlerinin endiistriyel olarak iiretiminin artmasi, endiistriyel olarak iiretilen
tiriinlerin, en az geleneksel yontemlerle iiretilen iiriinlerdeki gibi miisteri beklentilerini

karsilayabilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir.

Miisteri beklentileri dendiginde, ilk akla gelen Ozelliklerden birisi {riiniin
duyusal 6zellikleridir. Duyusal 6zellikler siitiin bilesimiyle dogrudan iliskili oldugu gibi,
siite uygulanan teknolojik islemler (1s1l islem v.b.), fermentasyon sicakligi, kullanilan
kiiltiir, inkiibasyon ve depolama sicakligi gibi pek cok faktoriin etkisi altindadir. Bu
faktorler icinde iiriine karakteristik 6zelliklerini kazandiran en 6nemli unsur oldugu icin,
kullanilan kiiltiir ve ozellikleri 6n plana c¢ikmaktadir. Endiistriyel iiretim, iiriinlerin
duyusal ozelliklerinin  gelistirilmesinin ~ yaninda, karliligin da g6z Oniinde
bulundurulmas1 gerekliligini ortaya ¢ikardigi icin, kullanilan kiiltiiriin karakteristikleri

cok daha biiyiik 6nem kazanmaistir.

Yogurt ve ayran {iretiminde kullanilan iki temel laktik asit bakterisi
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus’ dur. Bu
bakterilerin farkli suslarindan hazirlanan kiiltiir kombinasyonlart siit iiriinlerinin duyusal
ozelliklerinin ortaya ¢ikmasinda son derece etkilidir. Ozellikle ekzopolisakkarit (EPS)
tiretim yetenekleri ve iirettikleri EPS miktarlart son iiriin karakteristikleri icin belirleyici
olmaktadir. EPS’ lerin su tutma yetenekleri, ayran gibi su katilarak iiretilen iirlinlerde
viskozite ve serum ayrilmasi gibi kalite kistaslarini da dogrudan etkilemektedir. Bu
yetenegin ayran iiretim teknolojisinde ilave edilecek su oranim arttirabilecegi diisiincesi,
duyusal  oOzelliklerin ~ yaminda, karlibk faktoriiniin @ de  desteklenebilecegini
disiindiirmektedir. Bu arastirma, bu diisiinceyi destekleyecek ve ayrana dogal, gelismis
reolojik Ozellikler ve stabilite saglayabilecek uygun laktik asit bakterisi kiiltiir

kombinasyonlarini belirlemek amaciyla yapilmistir.
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB) diinyada yaygin olarak siit, et, sebze gibi pek ¢ok
irriiniin muhafazasi, duyusal oOzellikleri ve besin degerlerinin gelistirilmesi igin
kullanilmaktadir. Farkli aroma, tekstiir ve saglik etkisi olan ¢ok cesitli siit iiriinleri,
farkli teknolojiler ve starter kiiltiirler kullanilarak elde edilebilmektedirler. Bugiin hala
yogurt iretiminde kullanilmakta olan iki temel laktik asit bakterisi Lactobacillus

delbrueckii ssp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus® dur.

Starter kiiltiirlerin 6nemli 6zellikleri hizl1 asidifikasyon, siitiin mikrobiyal olarak
muhafazasi, iiriine 6zel aroma olusturmalari, yap1 olusturma kapasiteleri ve saglik
etkileridir. Bakteri gelisimi sirasinda laktozun fermentasyonu siitiin asitliginin artmasina
sebep olur ve bu sekilde siit, siitiin bozulmasina sebep olan bakterilere ve patojen
bakterilerin gelismesine karsi korunmus olur. Asitlik gelisiminin bir diger etkisi pihtt
yapisint olusturan siit proteinleri lizerindeki negatif yiiklerin nétralizasyonudur. Asit
ayn1 zamanda yogurt ve peynir gibi fermente iiriinlerin kendilerine 6zgii taze ve hafif
asit tatlarim verir. Bunun 6tesinde LAB seker, organik asitler, proteinler ya da yaglari

tipik aroma ve aroma bilesenlerine doniistiiriirler (Ruas- Madiedo ve ark., 2002).

Fermente siit iiriinleri sevilen duyusal 6zelliklere sahip olmalar1 ve insan saglig
tizerindeki olumlu fonksiyonel etkileri nedeniyle diinyada bir¢ok iilkede giderek yaygin
bir sekilde iiretilip tiiketilmektedirler. Uretim teknolojilerindeki hizli gelisim yeni
fermente siit Uriinlerinin gelisimini de ayni paralelde etkilemekte ve bu yondeki
calismalar1 yogunlastirmaktadir. Ulkeden iilkeye farkliliklar gostermekle birlikte,
fermente siit liriinii tilketiminin aligkanlik haline doniismesi, tiiketimi de yine o dl¢iide
artirmaktadir. Giiniimiizde bircok yeni fermente siit iiriinii iiretilmekle birlikte, en cok
tilketileni 6zellikle de iilkemizde en eski fermente siit iiriinii olarak bilinen yogurttur

(Akin, 1999).

Yogurt endiistrisinde, tiiketicilerin yumusak ve kremsi tekstiire sahip,
karistirilmis tipte yogurt iiriinlerine artan ilgisi s6z konusudur. Yogurt fermentasyonu

boyunca siitte bulunan laktoz, iiriiniin pH’ sinin diismesine sebep olan laktik asite



doniigiir. Bunun sonucu olarak pH 5.3’ e ulastifinda kazein misellerinin stabil yapisi
bozulur ve geri doniisiimsiiz olarak pihtilagarak jel yapi olusturur. Karistirilmis tipte
yogurtlar, fermentasyondan sonra olusmus olan pihtinin uygun yontemlerle
homojenizasyonu ile iiretilirler (Duboc ve Mollet, 2001). Set tipi ve karistirllmis tipte

yogurt liretim basamaklar1 Sekil 1’ de 6zetlenmistir.

Formiil olusturma
(protein, yag, seker ve diger girdiler)

[

v

| Inkiibasyon sicakligina sogutma |

| Inokiilasyon |
[
| Uriin kaplarina dolum |
[ o]
| Karigtirma, homojenizasyon |
v v
Sogutma Sogutma
fermentasyonun bitirilmesi fermentasyonun bitirilmesi

v

| Kaplara dolum |

\ 4 +

| Depolama | | Depolama |

Set Tipi Yogurt Stirred (Karistirilms)
Tip Yogurt

Sekil 1. Yogurt iiretim akisi (Duboc ve Mollet, 2001).



Yogurdun yaninda iilkemizde en yaygin olarak tiiketilen fermente siit iiriinii
geleneksel icecegimiz ayrandir. Ayran, iiretim prosesine bagli olarak yogurda su
katilarak veya kuru maddesi ayarlanan siite yogurt kiiltiirii ilave edilerek igilebilir
kivamda hazirlanabilen geleneksel bir icecegimizdir. Bu sebeple iiretim prosesine bagl
olarak hammaddesi yogurt veya siit olup ayranin karakteristik ozellikleri yogurt ve
siitten etkilenmektedir (Atamer ve ark., 1999; Anonymous, 2006). Yogurt ve siitten

ayran iiretim basamaklar1 Sekil 2’ de 6zetlenmistir.

<

Homojenizasyon
|
Pastorizasyon Pastorizasy
(On 151tma) on
Homojenizasyon Sogutma
l )
Past&rizasyon Kiiltiir ilavesi
(s1cak tutma) \L
Soputma Kangtirma
Inkitbasyon
Fermentasyon
:L Kangtima ve
Sogutma Sogutma
Fermentasyonun J/
Pastorize tuzlu su
Kaplara dolum \|/
‘]/ Kaplara dolum
Depolama \|’
Depolama
Siitten Ayran Yogurttan Ayran
Uretilmesi Uretilmesi

Sekil 2. Yogurt ve siitten ayran {iretimi (Atamer ve ark., 1999; Anonymous, 2006).



Diinyada cesitli iilkelerde de ayrana benzeyen, diisiik viskoziteli yogurt sinifinda
degerlendirilen iiriinler iiretilmektedir. Bu iriinler genel olarak “icilebilir yogurt” ya da
“laktik icecek” olarak adlandirilmaktadirlar (Tamime ve Robinson, 1999; Penna ve ark.,

2001).

Siitiin farkli LAB suslarn ile fermentasyonu, farkli tekstiir 6zelliklerine sahip son
tiriinlerin, ornegin kirilgan ya da siinen yapida yogurtlarin elde edilmesini saglar. Bu
duyusal ozellik fermentasyon boyunca besin ortaminda iiretilen makromolekiillerin

(Ekzopolisakkaritler (EPS)) varligi ile aciklanmaktadir (Raviart, 2003).

Belirli  laktik asit bakterileri (LAB) siit gibi ortamlarda EPS
sentezleyebilmektedirler (Cerning, 1990; De Vuyst ve Degeest, 1999; Ricciardi ve
Clementi, 2000; Sikkema ve Oba, 1998). Ozellikle yogurt, icilebilir tipte yogurt, peynir,
fermente krema, siitlii tathlarin tiretimi icin EPS iireten LAB ¢ok 6nemlidir (Bouzar ve
ark., 1997; Cerning, 1995). EPS; son iiriiniin tekstiir, agizdaki his, tat ve stabilitesine
katkida bulunur. LAB’ nin bu 0&zelliklerinden faydalanilan Kuzey Avrupa, Dogu
Avrupa ve Asya’ da fermente siit liriinlerinin iiretiminde temel rol oynayan LAB Tablo

1 ve Tablo 2’ de gosterilmistir.



Tablo 1. Fermente siitlerin iiretiminde kullanilan laktik asit bakterileri (Duboc ve

Mollet, 2001).

Bakteri Fermente siit ornekleri

Laktokoklar

Lactococcus lactis ssp. lactis Fermente yagl siit, kefir

Lactococcus lactis ssp. cremoris Fermente yagl siit, kefir, dahi

Lactococcus. lactis biovar diacetylactis Fermente yagl siit, kefir, dahi

Streptokoklar

S. thermophilus

Yogurt, dahi, mozarella

Leuconostoc

Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides

Kefir, Fermente krema

Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris

Kefir, Fermente krema

Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum

Kefir, Fermente krema

Lactobacillus

L. delbrueckii ssp. delbrueckii

Fermente siit icecekleri, yogurt

L. delbrueckii ssp. lactis

Fermente siit icecekleri

L. delbrueckii ssp. bulgaricus

Yogurt, Bulgar yagl siitii, Mozarella

L. helveticus

Kefir, kimiz, Mozarella

L. acidophilus

Asidofilus siitii, kefir

L. paracasei ssp. paracasei

Fermente siit icecekleri

L. johnsonii

Probiyotik yogurt, fermente siit icecekleri

L. casei Probiyotik yogurt
L. paracasei Probiyotik yogurt
L. reuterii Probiyotik yogurt
L. rhamnosus Kefir
L. plantarum Kefir
L. kefir Kefir
L. kefiranofasciens Kefir
L. brevis Kefir
L. fermentum Kefir

Bifidobacterium

Bifidobacterium adolescentis

Fermente siitler

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium breve

Bifidobacterium infantis

Bifidobacterium longum

Yogurt benzeri tirtinler




Tablo 2. Iskandinav iilkelerindeki geleneksel fermente siit iiriinleri (Duboc ve Mollet,

2001).

Isve¢ Norvec Danimarka Finlandiya
1 Langfil Tettemelk Viili
2 Filmjolk Kulturmelk Tykmalk Talouspiimi
3 Lattfil Skummet kulturmelk Rasvatonpiimi
4 Kéarnmjolk Kjernemelk Kernemelk Kirnupiimi
5 Graddfil Rgmme Créme fraiche Kermapiima
6 Lactofil Ymer Kokkeli

Mekanik etki, olusan jel yapiy1 bozacagi i¢in piht1 ve serum ayrilmasi iizerinde
cok giiclii etkiye sahiptir. Fermente siit iiriinlerinin tekstiiriinii gelistirmek ve serum
ayrilmasim azaltmak icin farkli ¢6ziimler 6ne siiriilmiistiir. Tekstiir ve stabilite, kiiltiir
ozellikleri (Rohm ve Kovac, 1994) ve iiretim sartlarindan etkilenirler. Uriin kalitesini
gelistirmek icin iyi bilinen teknolojik yaklagimlar siit kuru maddesinin yag, proteinler
(Duboc ve Mollet, 2001) ya da sekerlerin (sakkaroz, fruktoz) ilavesi ile arttirilmas,
yasalar izin verdigi taktirde pektin, nisasta, alginat, jelatin, gibi stabilizorlerin ilavesi
seklindedir. Bununla birlikte bu yaklagimlar miimkiin oldugunca diisiikk yag, diisiik
seker, daha ucuz ve daha az gida katkilar ile iiretilmis {iriinler yoniindeki artan miisteri
beklentisi ile uyusmamaktadir. Bu zorluga karsi yapilabilecek uygulamalar; kiiltiirii
uygun gelisim sicakliginda inkiibe etmek ve/ veya fermentasyonda starter kiiltiir olarak
kullanilan LAB’ nin dogal olan EPS iiretimini avantaj olarak kullanmak olabilir (Duboc

ve Mollet, 2001; Ruas-Madiedo ve ark., 2002).

Son yillarda LAB tarafindan iiretilen EPS’ ler iizerinde cok sayida inceleme
yapilmigtir (Cerning, 1990, 1994, 1995; Ricciardi ve Clementi, 2000; Sikkema ve Oba,
1998; De Vuyst ve Degeest, 1999). Bu caligmalar temel olarak EPS’ lerin yap1 ve
kimyasal kompozisyonu, biyosentezi ve genetigi, mikrobiyal fizyolojisi, liretimi ve

mithendisligine odaklanmis ve ayni zamanda bazi uygulamalari dikkate almistir.



EPS ireten LAB siit iiriinlerinin reolojik o©zelliklerini gelistirmek icin
kullanildiklarindan fermente iiriinlerde EPS’ in yapr ile iligkili fonksiyonunun daha iyi
anlasilmasi, bu biyopolimerlerin ileri donemlerdeki teknolojik uygulamalarinda c¢ok
onemlidir. Bunun 6tesinde, biiyiiyen fonksiyonel gidalar pazar1 EPS’ lerin insan saglig
tizerine olas1 faydali etkilerine ilgiyi arttirirken, bu dogrultudaki calismalar az sayida ve
in vitro denemelerle sinirhidir. Bu genel bakis LAB tarafindan tiretilen EPS’ lerin
teknolojik ve fizyolojik (saghigi destekleyen) etkinligi iizerine mevcut bilgiler ile

alakalidir (Ruas- Madiedo ve ark., 2002).

Hem lezzet ve hem de saglik ozelliklerinden dolay1 cok tiiketilen geleneksel
fermente siit iiriinlerinden ayran iilkemizde en ¢ok tercih edilen igeceklerden birisidir.
Gelisen endiistri ve beslenme aligkanliklarinin da etkisi ile ayranin ev tipi liretiminin
disinda endiistriyel boyutta ve standart kalitede {iretilebilmesi biiyilk Onem
arzetmektedir. Endiistride bu standardin saglanmasi, endiistriyel iiretimlere yonelik
hazirlanmus ticari laktik asit kiiltiirlerinin kullanilmas ile saglanmaktadir. Fermente siit
iriinlerine kendilerine 6zgii goriiniim, tat, koku, kivam ve goriiniim 6zelliklerini
kazandiran kiiltiirler yaygin olarak laktik asit bakterileridir. Laktik asit bakterilerinin
fermente siit tiriinlerine kendilerine 6zgii 6zellikleri kazandirmalar1 sadece laktik asit ya
da aroma maddeleri iiretmeleriyle ilgili degildir. LAB’ nin iiriinlere 6zellikle goriiniim
ve kivam anlaminda istenen Ozelliklerini saglayan ekzopolisakkarit (EPS) iiretim
yetenekleridir. EPS’ ler iirlin yap1 ozelliklerini gelistiren dogal stabilizorler olarak
adlandirilabilir. Dolayisiyla farkli kaynaklardan elde edilmis ve katki maddesi olarak
degerlendirilen stabilizorler (ke¢i boynuzu, guar gam vb.) yerine tamamen iiriine 6zel
kiiltiirler tarafindan iiretilen dogal stabilizorler yardimiyla iiriin elde edilmesi tercih
edilmelidir. Bunun i¢in de LAB’ nin EPS iiretim yetenekleri ve iiretilen EPS 6zellikleri

iyi bilinen bakteri suslarinin ve dolayisiyla kiiltiirlerin belirlenmesi en 6nemli adimdir.

Giintimiizde, geleneksel {riinlerimiz olan yogurt ve ayramin endiistriyel
tiretimleri hazir ticari kiiltiirler ile gerceklestirilmektedir. Bu kiiltiirler, yurtdisinda
tiretilerek ticari ambalajlar ile endiistriyel yogurt ve ayran iiretimine sunulmaktadir.
Geleneksel iiriinlerimizi, alisilagelmis agiz tadi ile iiretebilmek icin en uygun yolun;
ulusal gen kaynaklarimizdan yararlanilarak elde edilen LAB ile hazirlanmis kiiltiirler

kullanmak olduguna inanmaktayiz. Bu yolun, iiriin 6zelliklerinin alisilan kalite ve



begenide olmasimi saglamanin yaninda, yerli iiretim sayesinde; kiiltiir maliyetlerinde
ciddi ekonomik kazanglar1 beraberinde getirecegi, iilke varliklarinin yurtdisina

cikmasini da engelleyecegi aciktir.

Bu calismada LAB tarafindan iiretilen EPS’ lerin yap1 ozellikleri ve saglik
etkilerinden ¢ok iiretim miktarlar1 dikkate alinarak, yoresel olarak iiretilen cesitli
yogurtlardan izole edilip tamimlanan bazi LAB’ nin kiiltir kombinasyonlar
olusturulmus ve geleneksel iriinlerimizden ayran icin en uygun yapi, tat ve su tutma

ozelligini saglayacak en uygun kombinasyon secilmeye calisilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Siit iiriinlerinin yap1 ézelliklerine etki eden faktorler

Fermente iriinler ylizyillardir bilinmektedir ve cok cesitli fermente iiriinler
tilketilmektedir. Bu iirlinler, yapimlarinda kullanilan siitiin cesidi (6rn.: inek, kegi,
manda siitii vb.), starter kiiltiir ve iiretim islemlerine gore degisik ozelliktedirler. Bu
basliklarda toplanan etkenler aslinda cok daha detaylidir ve bu etkenlerden herhangi

birisindeki degisiklik iiriiniin karakteristik 6zelliklerini de degistirebilir.

Fermente siit iiriinlerinin yapisina etki eden faktorler asagidaki gibidir (Raviart,

2003):
o Siitiin kuru madde orani
° Siitiin mikrobiyolojik kalitesi
° Isil igslem sicakligt
. Inhibitor ya da koruyucu madde varlig:
. Kiiltiirde kullanilan sus ve kullanilan orani
o Bakteriyofaj varlig
. Inkiibasyon sicaklig
. Depolama sicakligi
° Organik asitlerin iiretimi
o EPS ve proteinler arasindaki olas1 etkilesim
° Kivam arttiric1 maddelerin/ stabilizator katilmast

Yogurt iiretimi icin genelde inek siitii, Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ile fermente edilir (Tamime ve Robinson,

1999). Fermentasyon 40-42 °C’ lerde 3- 6 saatte gerceklestirilir. Sicakligin limitler
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disgina ¢ikmasi tdriin 6zelliklerinin degismesi ile sonuglanir. Fermentasyon, asit
konsantrasyonu % 1,2 - 1,4’ e ulastiginda sogutma yoluyla hizli bir sekilde durdurulur.

Bu sekilde iiriiniin asitliginin istenen diizeyin iizerinde artmasinin 6niine geg¢ilmis olur.

Bakteriyofaj varligi da ozellikle endiistriyel olarak en ¢ok dikkat edilmesi
gereken noktalardan birisidir. Faj varliginin kiigiik ya da biiyiik miktarda olmasindan
cok, fermente iiriinii iiretmek icin kullanilan laktik bakterilerinin tiir ya da cinsine 6zgii
faj olmasi1 6nemlidir. Ciinkil fajin atak yapip ¢ogalabilmesi icin faja 0zel bakterinin
bulunmasi gerekmektedir. Fermente {iirliniin kiiltiirlinde bulunan bakteriye 6zel fajin
varlig1 s6z konusu oldugunda, faj bakteriye ataga gecerek bakterinin inhibe olmasina ve
dolayisiyla fermentasyonun kismen ya da tamamen gerceklesememesine sebep olur.
Ciinkii faj, fermentasyon siiresi boyunca her ataginda kendisinden 20 ila 80 faj
iretebilir. Bu sekilde de tiim bakteri popiilasyonuna atakta bulunabilir (Anonymous,

1999).

Fermentasyon boyunca iiretilen laktik asit siitin pH’ sim disiiriir ve bunun
sonucunda misellerdeki kalsiyum ve fosfatin ¢oziiniirliigii artarak miselleri destabilize
eder. Buna ilave olarak kazein misellerinin elektrik yiikii izoelektrik noktasina diiser. Bu
sebeple, kazein hidrofobik etkilesimler sebebiyle ¢coker ve ici serum ile dolu bogluklar
olan siirekli bir ag yap1 olusturur. Mekanik bir etki bdyle bir jeli kirdiginda, kazein ag1
serum icinde dagilan jel parcalarma boliiniir. Jel partikiillerinin dagilim viskozitesi
serum fazinin viskozitesine orantilidir (Potanin, 1991; Potanin ve Uriev, 1991; Zoon ve
van Marle, 1998). Bunun bir sonucu olarak; EPS iiretmeyen bir kiiltiir susu ile fermente
edilmis, karistirilmis tipte bir yogurdun viskozitesi diigiiktiir ve tekstiir graniillii olmaya

yatkindir.

EPS iiretebilen kiiltiirler ile yapilan yogurtlar, EPS’ in protein kompleksinde
serumun kuvvetli tutulmasina imkén verdigi icin, yiiksek su tutma kapasitesine sahip
olur (Duboc ve Mollet, 2001). EPS iireten LAB sadece yogurt ve yogurt benzeri
icecekler icin degil, aym zamanda peynir iiretimi i¢in de ©nemlidir. Ornegin bazi
Lactobacillus helveticus suslarinin EPS {iiretmeleri ve bu yolla iirliniin su tutma
ozelligini arttirmalar1 sebebiyle Mozarella peyniri tiretiminde kullanildig1 bilinmektedir

(Low ve ark., 1998).
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2.2. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus ve

Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis’ in ozellikleri

2.2.1. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

Yogurt, Isvigre tipi ve Italyan (6rn., Grana) peynirlerinin iiretimi icin diger
starter kiiltiirler ile birlikte kullanilan termofilik bir starterdir. Metakromatik graniilleri
vardir. Argininden amonyak iiretmez. Seroloji grubu E’ dir. D(-) laktik asit iiretir. L.
lactis’ e ¢ok benzer fakat onun kadar cesitli sekeri fermente edememesiyle ayrilir.
Laktoz ve sellobiyozu fermente edebilir; fakat amigdalin, maltoz ya da mannitolii
fermente edemez. Gelisim icin bazi vitaminler ve amino asitlere ihtiya¢c duyar.

Optimum gelisme sicakligi yaklasik 40 °C’ dir (Robinson, 1985).

2.2.2. Streptococcus thermophilus

Streptococcus  thermophilus, yogurt, lIsvigre tipi ve Italyan peyirlerinin
tiretiminde diger starterler ile birlikte kullanilan termofilik starterdir. Siitteki inhibitor
maddelerin tespitinde kullanilabilir. Viridans gruptadir. Kanli agarda y- reaksiyonu
verir. Gram pozitif, homofermentatif bir bakteri olup L(+) laktik asit iiretir. Minimum
gelisme sicakligr 19 ila 21 °C iken optimum gelisme sicakligit 42 — 43 °C’ dir.
Maksimum gelisme sicakligi (50 °C’ de gelisir fakat 53 °C’ de gelismez) ve 1siya
dayanimi (60 °C’ de 30 dakika canli kalir) ayiric1 6zelligidir. Buna kars1 % 4’ likk NaCl
ve 9,6’ nin iizerindeki pH’ da gelismeye dayamikli degildir. Karisik besin ihtiyact
gosterir (Robinson, 1985; Raviart, 2003).
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2.2.3. Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis

Basta Emmental peyniri olmak iizere, Isvicre tipi ve Italyan peyirlerinin ve bazi
sert peynirlerin tiretiminde diger starterler ile birlikte kullanmilan termofilik starterdir.
Normal olarak kolonileri tirtikli, 1- 3 mm c¢apinda ve beyazdan agik griye kadar

pigmentsizdir. Metakromatik graniiller metilen mavisi ile gosterilebilir.

Gram pozitif, genisligi 2 um’ den kiiciik olan cubuk seklinde bir bakteridir.
Serolojij grubu E’ dir. D (-) laktik asit iiretir. Argininden amonyak iiretmez. Salisilin,
sakkaroz ve mannitolii fermente edebilir fakat amigdalin ya da sellobiyozu fermente
edemez. Ozellikleri ve parcalanma iiriinleri bakimindan Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus’ a cok benzer. Gelisme faktorii olarak bazi vitaminlere ve aminoasitlere
ihtiya¢ duyar. Optimum gelisme sicakligi 40 - 43 °C’ dir; ancak 15 - 52 °C’ ler arasinda
da gelisebilirler (Robinson, 1985; Metin, 1999).

2.3. LAB EPS’ leri ve ozellikleri

Pek cok diger bakteri gibi LAB hiicredeki yerlerine bagh olarak siniflandirilan
farkli tipte polisakkaritler iiretebilme yetenegindedirler. Bunlardan hiicre duvar
digindan salgilananlar ekzoseliiler (hiicredisi) polisakkaritler ya da EPS’ ler diye
adlandirilirlar.  Bunlar yapiskan tutucu bir tabaka olusturabilirler ve kapsiil
polisakkaritleri olarak adlandirilirlar. EPS’ ler aym1 zamanda hafifce yapisabilir ya da

salgi olarak ortama salgilanabilir (Cerning, 1994).

EPS biyosentezi, niikleotid sekerlerin iiretimi ve birincil karbonhidrat
metabolizma enerjisi (de Vos, 1996; De Vuyst ve Degeest, 1999) ile baglantilidir.
Cesitli calismalarda EPS iiretiminin gelisim ile iligkili oldugu bulunmustur. Bu
dogrultuda; Lactobacillus sakei 0-1 (van den Berg ve ark., 1995), L. rhamnosus C83
(Gamar ve ark., 1997), L. delbrueckii ssp. bulgaricus NCFB 2772 (Grobben ve ark.,
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1995) ve S. thermophilus (De Vuyst ve ark., 1998) bakteri suslar ile yapilan
calismalarda heteropolisakkarit iiretimi ile biyokiitle olusumunun paralel oldugu tespit
edilmistir. EPS iiretimi i¢in optimum pH, L. delbrueckii ssp. bulgaricus’ un siirekli
kiiltiirlerindeki gelisme i¢in optimum olan pH’ ya yakin (pH 6,5 civar1) bulunmustur.
Sicaklik ile ilgili olarak da; bakteri gelisimi i¢in kismen uygun olan sicaklik sartlarinin
cogu zaman EPS sentezi i¢in en uygun oldugu tespit edilmistir (Cerning ve ark., 1992;
Gancel ve Novel, 1994a). Grobben ve ark. (1995) da benzer sekilde L. delbrueckii ssp.
bulgaricus’ un EPS iiretimi icin optimum sicakligi, gelisim i¢in optimum olan sicakliga

yakin bulmuslardir.

Bouzar ve ark. (1997), fermentasyon parametrelerinin, EPS {iretimi ve viskozite
icin karisik suglu kiiltiirlerde kullanilan L. delbrueckii ssp. bulgaricus fenotipinde

oldugundan daha az énemli oldugunu bildirmislerdir.

Bakteriyel EPS’ ler kendilerini iireten mikroorganizmalar tarafindan enerji
kaynag1 olarak kullanilmazlar. Dogal ortamda kurumaya, fagositozis ve protozoa
tarafindan parcalanma, faj etkisi, antibiyotikler ya da toksik bilesenler ve ozmotik
basing gibi olaylara karst koruyucu etkilerinin olma ihtimali vardir. EPS’ ler aymi
zamanda hiicre tanimlanmasi, ylizeye yapisma ve c¢esitli ekosistemlerin
kolonizasyonunu kolaylastiran biyofilimlerin olusturulmasinda da rol oynarlar
(Looijesteijn ve ark., 2001). LAB’ nin iirettigi EPS’ lerin ekolojik fonksiyonu tam
olarak tanimlanamamistir ve muhtemelen karmagiktir; fakat hiicreye yapisma ve farkl
ortamlarda hiicrenin korunmasi ile iliskili oldugu anlasilmaktadir. Streptococcus
thermophilus ve S. mutans tarafindan iiretilen EPS’ ler bakteri kolonizasyonu ve dis
plagi olusumunda rol oynarlar (Cerning, 1990). Looijesteijn ve ark. (2001)’ nin bir
arastirmasi; Lactococcus lactis ssp. cremoris NZ4010 tarafindan iiretilen EPS’ lerin
bakteriyi bakteriyofajlar, metal iyonlari, nisin ve lizozim gibi cesitli antimikrobiyal
faktorlere karst korudugunu gostermistir. Bu ekolojik fonksiyonlardan farkli olarak,
LAB’ nin iirettigi EPS’ ler cesitli fermente iiriinlerin iiretiminde teknolojik Oneme
sahiptirler. EPS olusturan S. thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
iceren “siinme Ozelligindeki- ropy” kiiltiirlerin kullanimi, yogurt iiretiminde tekstiirii

gelistirmek, su salmay1 Onlemek ve yogurt viskozitesini arttirmak i¢in alisildik bir
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uygulamadir. “Viili” gibi iskandinav siit iiriinlerinde, EPS iireten Lactococcus suslart

kullanilmaktadir.

Tekstiir olusumundaki bu role ilave olarak, fermente siit iiriinlerinin insan saglig
tizerine pozitif fizyolojik etkilerinin; LAB’ nin c¢esitli hiicre duvar1 bilesenlerine,
ozellikle hiicredis1 (ekstraseliilar) polisakkaritlere baglanabilecegi One siiriilmiistiir
Giiniimiizde probiyotik bakteri iceren fonksiyonel gidalarin gelismesi, hem saglik ve
hem de ekonomik faydalan ile biiyliyen bir pazar durumundadir. Probiyotikler sagliga
faydali olan canli mikrobiyolojik gida bilesenleri olarak tanimlanmaktadir. Giiniimiizde
kullanilmakta olan probiyotik bakteriler; bazilart EPS’ leri iireten, agirlikli olarak
Lactobacillus ve Bifidobacterium’ lardir. Aslinda ileri siiriilen, EPS iireten suslarin
saghigr destekleyen etkileri bu biyopolimerlerin biyolojik aktiviteleri ile iliskilidir.
Ekzopolisakkaritler; prebiyotik ya da antitiimér, antiiilser, immiinomodiile edici ya da
kolesterol diisiiriicli aktiviteleri sayesinde insan sagligina katkida bulunabilirler. Pek ¢ok
calisma, LAB ve fermente siit iiriinlerinin antikarsinojenik aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. Kitazawa ve ark. (1991), liyofilize Lactococcus lactis ssp. cremoris KVS
20 hiicrelerinin intraperitoneal enjeksiyonunun farelerde Sarcoma-180 tiimorlerinin
gelisiminin durmasi ile sonuglandigini, fakat LAB susunun S-180 tiimor hiicrelerine
kars1 yapilan “in vitro” calismalarinda sitotoksisite gostermedigini bulmuslardir. Bu
bilgi, bu susun timor gelismesini Onlemedeki etkinligini immiin aktivitesi ile
iliskilendirmistir. Bu arastirmacilar Lactococcus lactis ssp. cremoris KVS 20 tarafindan
iretilen salgi maddesinin, antitiimor etkisindeki temel bilesen olabilecegini gercekei
kabul etmektedirler. Daha sonraki bir calisma, Lactococcus lactis ssp. cremoris KVS
20’ nin salgi maddesi iiriinleri sayesinde B-hiicresi mitojenik aktivitesinin belirgin
sekilde arttigim1 gostermistir. Nakajima ve ark. (1995) da Lactococcus lactis ssp.
cremoris SBT 0495 EPS’ sinin, farelerde intraperitonal olarak artan 6zel antikorlarin
liretimini yOnettigini tespit etmislerdir. Bu da EPS’ in bagisiklik sistemini
destekleyebildigini gostermektedir. EPS iireten L. delbrueckii ssp. bulgaricus OLL
1073R-1 yogurt kiiltiiriiniin antitiimor aktivitesi i¢in arabulucu olarak kullanildig

bildirilmistir (Ruas- Madiedo ve ark., 2002).
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2.4. LAB’ nin iirettikleri EPS cesitleri ve kimyasal yapilari

Hiicresel lokasyonlari, kimyasal ve fiziksel yap1 6zellikleri ile fonksiyonlari esas
almarak mikrobiyal ekzopolisakkaritleri ii¢ ana grup altinda toplamak miimkiindiir.

Bunlar;

e hiicre yiizeyine kovalent baglarla bagli olan kapsiil polisakkaritleri
(CPS),

¢ hiicre duvarinin bir bileseni olan lipopolisakkaritler (LPS)

e dis ortama salgilanan ya da hiicre yiizeyi ile kovalent olmayan gevsek

baglar ile baglanmis polisakkaritlerdir (LAM- lipoarabinomannan).

CPS ve LPS, genellikle iiretici bakterilerin patojenitesini belirleyen yapilar oldugundan,
tibbi agidan biiyiik 6nem tagimaktadirlar. LAM ise gida endiistrisinde genis bir kullanim
alam1 bulmaktadir. Ancak laktik asit bakterileri (LAB) gibi GRAS (Generally
Recognised as Safe/ Genelde Giivenilir olarak Bilinen) mikroorganizmalar da CPS ve
LAM iiretiminde rol aldiklar1 gidalara arzu edilen 6zellikleri kazandirmaktadir (Kocger,

2002).

LAB tarafindan iiretilen EPS’ ler kimyasal bilesimleri bakimindan iki kategoriye
ayrilabilir: Sadece tek tip monosakkarid iceren homopolisakkaritler ve seker olmayan
molekiiller de icerebilen cesitli boyutlardaki ditoheptasakkaritlerin tekrarlayan

birimlerden olusan heteropolisakkaritler.

Homopolisakkaritler dort grupta toplanabilir: o-d-glukanlar, B-d-glukanlar,

fruktanlar ve poligalaktan gibi. Bu gruplar Tablo 3’ de gosterilmistir.
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Tablo 3. LAB tarafindan iiretilen homopolisakkaritler (Ruas Madiedo ve ark., 2002)

EPS Sus Bag!

a-D-glukanlar

Dekstran Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides o-D-Glcp? (1—6)
Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum
Mutan Streptococcus mutans o-D-Glcp? (1-3)

Streptococcus sobrinus

Alternan Leuconostoc mesenteroides o-D-Glcp (1—-3)/ (1—6)
B-D-glukanlar Pediococcus ssp. S-D-Glcp (1-3)
Streptococcus ssp.
Fruktanlar
Levanlar Streptococcus salivarius S-D-Frup (2—6)
Iniilin benzeri | Streptococcus mutans S-D-Frup (2—1)
Poligalaktan Lactococcus lactis ssp. lactis H414 a-D-Galp/p-D-Galp?

1Glc: glukoz; Gal: galaktoz; Fru: fruktoz.
2En az baglarinin %50 si
3Galaktozun pentamerik tekrarlayan bir {initesini iceren homopolisakkarit

Suslara 6zel farkliliklar, dallanma derecesi ve farkli baglanti noktalarina gore
degisir (De Vuyst ve Degeest, 1999). Homopolisakkaritler yiiksek molekiil agirligina
sahiptir; fakat kaynaklarda bildirilen bazi1 degerler, sulu cozeltilerinde toplanmalari
sebebiyle tahmin edilenin iizerinde olmustur. Leuconostoc mesenteroides NRRL B-
S5I2F in {rettigi dekstranin (o-glucan) toplanmamis molekiillerinin ortalama molar
kiitlesi 6,2 ila 7,1x10° Da arasinda degisir. S. mutans’ 1n pek ¢ok susu tarafindan
iiretilen Levanlar daha yiiksek bir molekiil agirligina sahiptir (2,7- 21,6x10° Da) ve S.
mutans JC2 12,4 x10° Da molekiil agirlikli iniilin benzeri bir fruktan sentezler (Cerning,
1990). Homopolisakkaritlerin iiretimi sakkaroz gibi 6zel bir bilesimin varligini
gerektirir ve monosakkarit tinitelerinin birlegsmesi bakteri hiicrelerinin disinda olur
(Cerning, 1990). Bu biyopolimerler yiiksek miktarlarda iiretilirler. Ornegin Lb. reuteri’
nin bir susu (Lb. reuteri LB 121) yaklasik 10 g/ L homopolisakkaritin iki cesidini,
baslica D- glukoz ya da D- fruktoz olusturabilir (van Geel-Schutten ve ark., 1999).




Dekstran -

sikkraz  gibi
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salgilanan  enzimlerin

polimerize  ettigi

homopolisakkaritlerin iiretimi, eger yeterli siikroz varsa, enzim substratt mevcutsa ve

pH ve sicaklik enzim aktivitesi i¢in dogru degerlerde ise litrede belli gramda EPS

degerlerine ulagsilabilir. Aksi durumda, LAB’ nin iirettigi heteropolisakkarit miktar1 ¢ok

daha diisiik olur (Cerning, 1990; Cerning ve ark., 1990).

Heteropolisakkaritler, cok cesitli mezofilik ve termofilik LAB tarafindan

olusturulurlar ve ¢cogunlukla D- glukoz, D- galaktoz ve L- ramnoz ve nadir durumlarda

N- asetilglukozamin (GIcNAc), N- asetilgalaktozamin (GalNAc) ya da glukoronik asitin

(GIcA) bir kominasyonunu iceren tekrarlayan birimlerden olusurlar. Bazen fosfat, asetil

ve gliserol gibi karbonhidrat olmayan bilesenler bulunur. Heteropolisakkaritlerin

yapilarindaki bilesenler Tablo 4’ de verilmistir.

Tablo 4. LAB’ nin iirettigi heteropolisakkaritlerin yapilari!

Tekrarlayan tiniteler Referanslar
Lactobacillus
Lb. delbrueckii Ssp. Faber ve ark., (2001a)
bulgaricus 291
Lb.helveticus 1Lb161 Staaf ve ark. (2000)
Lb.helveticus K16 Yang ve ark. (2000)

Lb.rhamnosus C83

e
olode
s

Vanhaverbeke ve ark.

(1998)

Streptococcus

S. macedonius Sc136

o ; :NAC

Vincent ve ark. (2001)

S. thermophilus SFi 20

o g ONAC .

Navarini ve ark. (2001)
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Tablo 4 (devam). LAB’ nin iirettigi heteropolisakkaritlerin yapilari!

Tekrarlayan iiniteler Referanslar

Streptococcus

S. thermophilus Rs Faber ve ark. (1998)

S. thermophilus Sts

S. thermophilus MR-1C E ; Low ve ark. (1998)
L-Fuc

S. thermophilus S3 Faber ve ark., (2001b)
O B -D-Rib B Sug_’ NAc__
S. th hilus 8S? Faber (2000
ermophilus AcO.4 aber ( )
S. thermophilus EU20 Marshall ve ark. (2001)
Lactococcus
Lactococcus lactis  ssp. van Casteren ve ark.,
cremoris NIZO B39 (2000a)
Lactococcus lactis  ssp. van Casteren ve ark.,

Ac0.5
cremoris NIZO B891 (2000b)

1Bu tablo Onceki ¢alismalarda tanimlanmis yapilart icermemektedir (De Vuys ve Degeest, 1999; Ricciardi ve
Clementi, 2000; Sikkema ve Oba, 1998 f-D-glukoz; [] o-D-glukoz; @ p-D-galaktoz; O a-D-galaktoz;

¢  p-L-ramnoz;&  o-L-ramnoz; (Rib) D-riboz; (Fuc) fukoz; (Nac) N-asetil, (Ac) asetil; (G) gliserol.

2Sug; 6-0-(3’, 9’-dideoxy-D-threo-D-altro-nononic acid-2’-yl)-a-D-glucopyranose’ dur.

Tekrarlayan {initelerin belirleyici oldugu heteropolisakkarit sentezi ve
homopolisakkarit sentezi arasindaki ayrim hiicre ic¢inde olusturulur ve isoprenoid
glikozil tasiyan lipitler prosese katilir (Cerning, 1990). Tekrarlayan iiniteler membran
izerinde boydan boya yerlesmistir ve daha sonra hiicre disinda polimerize olurlar. Van
Kranenburg (1999) NIZO B40 EPS’ in setezlenme dongiisii icin bir isleyis modeli
onermistir. Heteropolisakkaritlerin molar kiitlesi 4,0x104 ila 6,0)(106 Da arasinda

degisir.
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Heteropolisakkarit iiretimini, bakteri gelisim fazi, besin ortam1 bilesimi (karbon

ve nitrojen kaynagi), pH ve sicaklik etkilemektedir (De Vuyst ve Degeest, 1999).

Laktik asit bakterilerinin tirettigi EPS’ ler degisen oranlarda galaktoz, glukoz ve
ramnoz igeren notral heteropolisakkaritlerdir (Cerning ve ark., 1986 ve 1988). Buna
ilave olarak, S. thermophilus’ un EPS’ sinde N- asetil galaktozamin tanimlanmis ve L.

helveticus’ un EPS’ sinde N- asetil glukozamin bulunmustur (Bouzar ve ark., 1997).

2.5. EPS’ lerin fermente siit iiriinlerinin yapisi iizerine etkileri

Genel olarak iki yap1 karakteristiginden bahsedilebilir:

Viskozite: Bu 6zellik maddenin bozulmaya karsi dayanimidir. Fermente siit

tiriinleri acisindan bu 6zellik yapiskanlik ya da akicilik olarak tanimlanabilmektedir.

Elastikiyet: Bu, bir bozulma meydana geldikten sonra maddenin kendisini
tekrar toparlamas1 6zelligidir. Bu 6zellik siki bir yap1 ve kivamli bir fermente {iriin

anlamina gelmektedir.

Her iki 6zellik de bir iiriiniin organoleptik kalitesi ve ¢ekici goriiniimii ve agizda
biraktigr his agisindan onemlidir (Skriver ve ark., 1993). Uriin yapisi; sivi fazdaki
(serum) biyo-koyulastirict varligi, temel olarak kazeinlerden olusan bir protein jelinin
varlif1, proteinler ve polisakkaritler arasindaki etkilesim, bakteri hiicreleri ve EPS’ lerin
bakterilere baglandigi baglarin bulunmasi, serbest su molekiillerinin miktarini azaltan
suyun baglanmasindan etkilenir ve sonu¢ olarak da serum fazindaki EPS

konsantrasyonu artar (Duboc ve Mollet, 2001).

EPS, dogal biyo-koyulastirici 6zelligi ile fermente bir iriiniin reolojisini
gelistiren Onemli bir fonksiyona sahiptir ve fiziksel bir stabilizator olarak suyu

baglayarak su salmay1 azaltir. Bunun yaninda fonksiyonel etki EPS’ in bilesimi, yapisi
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ve basta iyon ve proteinler olmak iizere siit bilesenleri ile etkilesimine baglidir (Duboc

ve Mollet, 2001).

Belirtilen bu ozellikler sebebiyle saflastirilmis bir EPS’ in yap1 6zelliklerinin
fermente bir iirtinde goriilen EPS yapisindan farkli olacagi beklenebilir. Her iki sebeple
de fermentasyon boyunca ortaya cikan jel olusumu ve EPS biyosentezi biiyiik olgiide

capraz baglar iceren bir ag yap1 olusumu ile sonuglanir.

Duboc ve Mollet (2001), notral EPS iceren iiriiniin viskozitesinin zamanla
artigin1 ve polisakkarit iretmeyen bir sus ile elde edilen iriiniin viskozitesinden 10
misli daha fazla degerlere ulastigimi tespit etmislerdir. Bu ¢alismada nétral EPS’ in
viskoziteye katkis1i oldugu, fakat elastikiyete katkisi olmadigi goriilmiistiir. Sadece
polisakkaritler serum fazinda iyi ¢6ziindiigli zaman pozitif yiiklii proteinler ile zayif
etkilesime girmistir. Diger taraftan; negatif yiiklii polisakkaritler, elektrostatik etkilesim
yoluyla porzitif yiiklii kazeinler ile etkilesime girerek ag kuvvetlendirdikleri i¢in
elastikiyete katkida bulunmus fakat viskoziteye katkida bulunmamislardir. Bu durumun,
negatif yiiklii polisakkaritlerin serum fazinda ¢ok zayif dagilmasi sonucunda viskoziteye

cok kiiciik bir katkida bulunmus olmasiyla agiklanmistir.

Laktik asit bakterilerinin farkli tiirlerinden olusan saf suslu kiiltiirleri iceren
siitlerin EPS miktarlar1 ve viskoziteleri olduk¢a degisir. L. delbrueckii ssp. bulgaricus’
un proteolitik susunun ABT starter kiiltiirlerine ilavesi yogurt yapimi icin fermentasyon
siiresini  diigiirmiis ve yapiyr gelistirmistir. Uzerinde ¢alhigilan tiim  Kkiiltiir
kombinasyonlar1 EPS {iiretmistir, fakat viskozitedeki farkliliklar iiretilen EPS miktarlart
ile iliskili olmamistir. EPS iiretimine etki etmeyen L. delbrueckii ssp. bulgaricus’ un
proteolitik suslarinin kullanimi ile EPS iiretimi arasinda belirgin bir farklilik olmamugtir.
L. delbrueckii ssp. bulgaricus’ un proteolitik suglart proteinleri hidrolize etme
yetenegindedirler ve bu yogurtlarin viskozitesinin diismesine sebep olmus olabilir.
Burada yogurdun viskozitesi ile fermentasyon siiresi arasinda bir iligki ortaya ¢ikmistir:
fermentasyon siiresi uzadiginda viskozite artmistir. L. delbrueckii ssp. bulgaricus’ un
proteolitik suslarinin ilavesi iizerine viskozite diismiistiir. Bu goriislere gore L.

delbrueckii ssp. bulgaricus’ un proteolitik suslarinin ilavesi ile fermentasyon siiresinin
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kisaltilabilecegi ancak bunun iiriin viskozitesi {izerine ters bir etkisinin olabilecegini

diisiindiirmiistiir (Shihata ve Shah, 2002).

Cesitli kiiltiirler ile yapilan yogurtlardan izole edilen EPS miktarlar ile iiriin
viskoziteleri arasinda direkt iliski bulunamamustir. Bu; iiriin viskozitesinin artan siinme
ozelligi ile arttig1, ancak EPS konsantrasyonu ile bir iliski bulunamamis olan onceki
calismalar ile benzerdir (Faber ve ark., 1998). Bununla birlikte, Cerning ve ark., (1986,
1988) viskozite ve iiretilen EPS miktar1 arasinda iliski oldugunu bildirmislerdir. Fakat

bu iliski her zaman ¢ok agik degildir.

Bakteri suslarinin EPS iiretim 6zelliginin stabil olmamasi sebebiyle, viskozite ve
EPS verimindeki sonuglarin tekrar elde edilmesi zordur (Bouzar ve ark., 1997). EPS
liretim yeteneginin stabil olmamasi ve bununla iligkili olarak yapiy1 daha az etkileme
ozelligi, farkl laktik asit bakterileri iizerinde de incelenmistir (Cerning ve ark., 1988).
Bu calismalarda daha diisiik viskoziteler daha az EPS iiretimi ile iligkili olmustur.
Bouzar ve ark. (1997) yaptiklar1 c¢alismada siitii; EPS iiretebilen ve iiretemeyen, tek
bakteri susu ve farkli bakteri suslari iceren kiiltiirler ile fermente ederek ve glukono-0-
lakton ilavesi ile siite jel yapisi kazandirarak ornekler elde etmislerdir. Elde ettikleri
orneklerin viskozitelerini, Ornek yapilarint bozmadan ve kanstirarak yapilarim
bozduktan sonra Ol¢miislerdir. Karistirma sonrasinda Olciillen viskozite degerleri
karistirma Oncesinde Olciilenlerden daha diisiitk olmustur. Bununla birlikte karigtirma
sonrasinda dahi EPS iireten suslarla elde edilen viskozite degerleri, EPS {iiretmeyen
suslarla fermente edilmis siitlerde ya da glukono-0-lakton ile asitlendirilerek elde edilen

jelde dlciilenlerden daha yiiksek (170 ila 230 mPa.s arasinda) olmustur.

Karigik suslu kiiltiirlerde protokooperasyonun EPS iiretimi, EPS kompozisyonu
ve tekstiir gelisimi iizerine etkisi hakkinda bilgi az olmakla birlikte, yapilan bir
calismada; L. delbrueckii ssp. bulgaricus CNRZ 1187 nin heterojen hiicre yapisinin,
tek suslu kiiltiirlerde EPS iiretimi ve tekstiir gelistirme yetenegi ile iliskili oldugu

bildirilmistir (Bouzar ve ark., 1996).

L. delbrueckii ssp. bulgaricus ve iki koloni varyantin1 iceren tek suslu kiiltiirler
izerine yapilan bir calismada; EPS verimi ve viskozite arasindaki iligkinin paralel

oldugu ve en yiiksek EPS iiretiminin en yiiksek viskoziteye tekabiil etmis oldugu
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belirlenmistir (Cerning ve ark., 1986). Baska bir ¢alismada; ii¢ karngik suslu kiiltiiriin
hepsi tek suslu Kkiiltiirlerin  olusturdugu viskoziteden daha yiiksek viskozite
olusturmuslardir. Karigik suslu kiiltiirler ile yapilan bu calismada, farkli bir sonug elde
edilmistir; ciinkii burada EPS verimi viskozite ile iligkili olmamistir (Bouzar ve ark.,
1997). Bu iliski farki, L. delbrueckii ssp. bulgaricus’ un ana susu ve W varyantini iceren
karisik suslu kiiltiirler ile elde edilen sonuclar dikkate alindiginda ¢ok aciktir. Tlk
tiretilen 110 mg EPS/ L i¢in 390 mPa.s viskozite ve ikinci iiretilen 240 mg EPS/ L i¢in
220 mPa.s viskozite elde edilmistir. Bu sonuclar iiretilen EPS miktarinin dikkate

alimmasi gereken tek unsur olmadigini gostermistir.

pH’ nin siit proteinleri tarafindan olusturulan pihtinin yapisi iizerine oldukca
etkili oldugu ve EPS miktarlarinin fermente siitlerin viskozite ve yapisin etkileyen tek
faktor olmadigi cok iyi bilinmektedir. Bununla birlikte Bouzar ve ark. (1997)" nin
yaptiklar1 bir calismada; fermentasyonun 6. saatinde viskozite (St/ Lb W, St/ Lb P ve St/
Lb 1187 i¢in sirasiyla 170, 270 ve 350 mPa.s) ve buna karsilik gelen pH (4,1, 4,0 ve
4,1) degerlerini karsilastiritlmiglardir. Buna gore tespit edilen viskozitelerin daha ¢ok
salgilanan EPS’ lerden etkilendigi agiktir. pH 4,0 de kimyasal olarak asitlendirilmis
jelin viskozitesi 90 mPa.s ve EPS iiretmeyen kiiltiirlerin viskozitesi yaklasik 100 mPa.s

olmustur.

Karigtirma oncesi en yiiksek EPS verimi ve en diisiik viskoziteye sahip olan
fermente siit iiriiniiniin, kanistirmaya kars1 digerlerinden ¢ok daha dayanikli olmasi,
karistirllmis tipte yogurtlarin iiretiminde EPS iireten suslarin kullaniminin avantaj
oldugunu gostermistir. Bu kiiltiirii olugturan LAB’ nin farkh fizikokimyasal 6zellige

sahip bir EPS iiretmis olabileceginin de bir gostergesidir.

Kirlan/yapis1 bozulan yogurtlar icin mekanik uygulama etkisi daha ¢ok pihtinin
yapisi (reolojisi) ve serum ayrilmasi iizerine olur. Serumun viskozitesi kirilan/yapisi
bozulan yogurdun yapisini (reolojisini) etkiler ki bu da serum EPS’ leri iizerine
calisilmasin1 6nemli kilar. Bu yiizden EPS iiretemeyen bir sus ile iiretilmis bir set
yogurdun viskozitesi zayiftir ve tekstiir graniillii yapida olmaya meyillidir (Duboc ve

Mollet, 2001).
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Bouzar ve ark. (1997); S. thermophilus ve L. bulgaricus P’ nin EPS iiretiminin
duraklama fazi boyunca devam ettigi ve daha sonra fermentasyonun 10,5 ve 24. saatleri
arasinda viskozite diisiisii ile birlikte keskin bir sekilde diistiigiinii tespit etmislerdir. Bu
sonug, S. thermophilus gibi diger laktik asit bakterileri icin de ileri siiriilmiis oldugu

gibi, EPSyi pargalayabilen enzimlerin varligin1 gosterebilir (Cerning ve ark., 1988).

Bir EPS uygulamasinin basarisi; su baglama yetenegi, proteinler ile etkilesim ve
siit serum faz1 viskozitesini arttirmak olarak tanimlanabilir. EPS, yap1 ve kivam arttirici
etki gosterebilir ve bunun sonucunda da gida katkilarinin kullanimim engeller. Fermente
triinlerde siit bilesenleri ve EPS arasindaki etkilesim mekanizmasi c¢ok 1iyi
anlagilamamis olmasina ragmen, viskozite ve EPS miktar1 son {iriiniin fiziksel
ozelliklerini genis Olciide belirlemistir. LAB’ nin idirettigi EPS’ lerin tadi yoktur. Fakat
bir fermente iiriin cok daha viskoz hale geldigi zaman, agizda kalma ve damak ile temas
siiresi ve tat algis1 artar. Amag, bir {liriine hos bir goriiniim saglamak, su salmay1
onlemek, kremsi ve siki bir yap1 saglamak ve iyi bir damak tadi kazandirmaktir.
Bununla birlikte tek tip EPS’ in iiretimi tiim yap1 6zellikleri i¢in yeterli olmayabilecegi
icin bir ya da daha fazla starter kiiltiir tarafindan ¢esitli EPS’ lerin iiretilmesi gerekebilir.
Boylece bir son iiriiniin yapisim kesin olarak belirlemek ve bir iilkeden digerine
degisebilen miisteri tercihlerini karsilamak miimkiin olur. Farkli LAB’ den elde edilen
polisakkaritler = kompozisyonlarinda,  fonksiyonlarinda, = molekiil  yapilarinda,
kararliliklarinda ve proteinlerle etkilesim yeteneklerinde biiyiik farkliliklar gosterdikleri
icin EPS konsantrasyonlar1 ve viskozite arasinda net bir iliski tanimlanmamistir

(Welman ve Maddox, 2003).

Daha once de belirtildigi gibi fermente siit iiriinlerinin kalitesine etki eden pek
cok unsur vardir. Bunlarin bagta geleni, elde edilmek istenen iiriine uygun kiiltiir ve
bakteri suslarinin sec¢ilmesidir. Bunu destekleyen inkiibasyon siiresi, sicakligi,
kullanilan besin ortaminin bilesimi gibi diger unsurlar viskozite ve yap1 ozelliklerinin
olusumunda belirleyici olmaktadir. Viskozite yaninda yapiya ¢ok etkili olan siinme
ozelligi; kiiltiirdeki suslar ve belirtilen diger tiim etkenlerden etkilenmektedir. Viskozite
de siinme de LAB’ nin EPS iiretimi ile alakalidir. Martenson ve ark. (2003) tarafindan
yapilan ¢alismada; iki farklt LAB’ nin siit olmayan, yulaf bazli besin ortamindaki glikoz

tiketimleri farkli olmus (besin ortamindaki glikozun % 30 ve % 40’ 1 tiiketilmis)



24

olmasina ragmen viskozitedeki artis her iki sus i¢in de hemen hemen ayni olmustur. Her
ne kadar bu iki parametre de EPS iiretimi ile iliskili ise de bu durum iki parametrenin
EPS iiretim asamalanyla iligkili farkl tipte etkilesimde oldugunu gostermektedir. Yine
aym calismada; fermentasyon siiresinin son asamasinda her iki sus i¢in de viskozite
diigmiistiir. Bu sekildeki bir azalmanin biiyiik olasilikla fermentasyon siiresi boyunca
karistirma olmamasindan kaynaklanan besin ortamindaki homojen olmayan yapiya
bagli olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Viskozitedeki diisiisiin de EPS’ in kismi
hidrolizinden kaynaklaniyor olabilecegi bildirilmistir. Benzer tespitler daha onceki bazi
calismalarda diger EPS iireten LAB suslar1 icin de tespit edilmistir (De Vuyst ve
Deegest, 1999).

Farkli iki calismada ise; siinme 6zelligi gosteren suslar ile yapilan yogurtlarin
yap1 olusumu ve kivaminin, EPS miktarindaki artis ile azaldig: tespit edilmistir (Hassan
ve ark., 1996; Marshall ve Rawson, 1999). Bununla birlikte yine Hassan ve ark. (1996)
nin calismasinda; siinme Ozelligi gosteren Kkiiltiirlerle {iiretilen yogurtlarin su salma

egiliminin azaldigin1 ve en yiiksek su tutma kapasitesini gosterdikleri tespit edimistir.

Van Marle ve Zoon (1995), siinme 6zelligi olmayan LL yogurt kiiltiiriiniin (90
mg/ L) siinme 6zelligi olan RR kiiltiirii (101 mg/ L) ile hemen hemen ayni miktarda
polimer iirettigini gostermislerdir. Oysa bu iki tip yogurdun viskozitesinde biiyiik bir

farklilik gozlenmistir.

Giizel-Seydim ve ark. (2005), siinme o6zelligi gosteren kiiltiirlerin {iriin
viskozitesinde gelismeyi saglayan yiiksek molekiil kiitleli EPS sentezleyebildiklerini ve
siinme ozelligi gosteren EPS iiretme yetenegindeki kiiltiir ile (B- 3) inokiile edilmis
siitten elde edilen yogurt viskozitesinin arttigim1 gézlemlemislerdir. De Vuyst ve ark.
(2003), siinme 6zelligi gosteren Streptococcus thermophilus LY03’ iin yiiksek miktarda
yiiksek molekiil kiitleli EPS iirettigi ve fermente siitte yiiksek viskozite olusturdugunu
bulmuslardir. Bununla birlikte baz1 aragtirmacilar tarafindan EPS iiretimi ve viskozite
arasinda bir iliski gozlenmedigi bildirilmistir (Faber ve ark., 1998; Sebastiani ve Zelger,

1998; Shihata ve Shah, 2002).
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Beal ve ark. (1999), en viskoz yogurtlari, fermentasyonu uzun olan bir
Streptococcus thermophilus susu kullandiklarinda elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu

susun diisiik sicaklik ve asitlik aktivitesinde EPS iiretebildigi bulunmustur.

EPS iiretiminin genetik olarak kararli olmamasi da endiistriyel uygulamalarda
ciddi bir problemdir. Cesitli calismalar iiretimde kayip ya da diisiis, ya da EPS
kompozisyonunda degisiklik oldugunu bildirmektedir (Bouzar ve ark.,1996). Yiiksek
inkiibasyon sicakligi, inokiilasyon orani, kiiltiirlerin bir¢ok kere zenginlestirilerek tekrar
kiiltiiriiniin ~ alinmast gibi faktorlere gore EPS dretim stabiliteleri farklilik
gostermektedir. Bu amagla bu bakterilerden istenilen sonucu alabilmek i¢in tiim tiretim

basamaklarinda standarda bagh kalinmalidir (Kili¢ ve ark., 2003).

Pekcok calisma S. thermophilus’ un uzayan inkiibasyon sonrasinda EPS
miktarlarinin diistiigiinii gostermistir (Cerning ve ark., 1988, 1990; Gancel ve Novel,
1994b; De Vuyst ve ark., 1998; Degeest ve De Vuyst, 1999; Pham ve ark., 2000).
Fermentasyon boyunca gergeklesen bu diisiisiin fiziksel ya da kimyasal faktorlerdeki bir
degisiklik ile iligkili oldugu ancak glikohidrolazlarin aktivitesi ile ilgili olmadig1 ileri
siiriilmiistiir. Ornegin EPS diisiisii daha yiiksek fermentasyon sicakliklarinda daha az
belirgin olmustur ve S. thermophilus LY03 fermentasyonlar1 i¢in pH 4,9’ da son derece

dikkat cekici olmustur (De Vuyst ve ark., 1998).

Pham ve ark. (2000) EPS veriminin, Lactobacillus rhamnosus R hiicreleri
laktozda gelistiginde, glukozda gelistiginden daha belirgin sekilde diistiigiini tespit
etmislerdir. Cerning ve ark. (1988) bu EPS diisiisiiniin polimeri hizla pargalayan bir
enzim sebebiyle oldugunu ve bu enzimin muhtemelen bir glukohidrolaz olabilecegini

ileri siirmiiglerdir.

2.6. Ayranin fizikokimyasal 6zellikleri

Daha once de belirtildigi gibi, ayramin kalitesi; liretiminde hammadde olarak

kullanilan siit ve yogurt kalitesinden etkilenmektedir (Atamer ve ark., 1999). Bu
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noktada ayranin bu 6zelligi temel alinarak, hem ayran ve hem de yogurt 6zelliklerine

iliskin literatiir bilgilerine yer verilmistir.

Ayran duyusal degerlendirme parametreleri de diisiiniildiigiinde, ayran kalitesi
icin bahsi gecen en 6nemli unsurlar viskozite ve bunun yaninda serum ayrilmasidir

(Koksoy, 2003).

Viskozite, sivilarin kivaminmi tanimlamada kullanilan bir olgudur ve bilindigi gibi
sivilarin akmaya ya da karistirmaya kars1 direnci olarak ifade edilir (Anonymous, 1991;
Anonymous, 1998). Serum ayrilmasi da ayran gibi fermente siit {iriinlerinin
stabilitesinin belirlenmesinde onemli bir parametredir (Tongug, 2006). Serum ayrilmasi
sivi fazin jel fazdan ayrilmasi1 (Harwalkar ve Kalab, 1986) ve degisik biiyiikliikteki
kazein partikiillerinin yer¢ekimi kuvveti ile ¢cokmesi seklinde tanimlanmistir (Giiliimser,

1986).

Serum ayrilmasinin baslica sebepleri olarak;

] Hammadde kalitesi (Atamer ve ark., 1999),

° Ayranin kuru madde ve yag degerlerinin diisiik olmas1 (Tongug, 2006;
Sodini ve ark., 2004),

. Yiiksek inkiibasyon sicakligi ve hizli asit olusumu (Kdksoy, 2003),

® Kullanilan kiiltiir (Duboc ve Mollet, 2001),

. Jelin hizli karistirilmasi (Koksoy, 2003),

o Asit tiretim miktar1 ve protein ag yapisinin / jel yap1 olusmasi (Duboc ve
Mollet, 2001),

. Ayran protein (kazein) partikiilleri ve yercekimi iliskisinde destekleyici

olan depolama sartlan (sicaklik, siire vb.) (Giiliimser, 1986).

Harwalkar ve Kalab (1986), yogurdun kuru maddesinin % 10’ dan % 30’ a
cikarilmasiyla serum ayrilmasinin azaldigini belirtmislerdir. Sodini ve ark. (2004),
siitiin bilesiminin, starter kiiltiirlerin ve uygulanan proseslerin yogurda etkilerini
derledikleri calismada; siit yaginin yogurdun jel yapisinda yer aldigini, yag oraninin
serum ayrilmasimt azalttigimi, vizkoziteyi % 20 ila % 60 arasinda arttirdigini

bildirmislerdir.
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Depolama sirasinda serum ayrilmasini azaltmak, kivami ve beyazligi arttirmak
amaciyla yogurt siitii homojenize edilmektedir (Lucey ve Singh, 1998; Koksoy, 2003).
Kivami arttirmada proteinlerden sonra en etkili bilesen yagdir. Keogh ve O’ Kennedy
(1998), homojenize edilen siitten yapilan yogurtta; yag, protein kaph yag kiirecigi haline

geldiginden yagin serum ayrilmasini azalttigini bildirmislerdir.

Yogurt iiretiminde yapiyr gelistirmek amaciyla siite 1s1l igslem (90- 95 °C, 5- 10
dakika) uygulanmaktadir (Schmidt ve ark., 1985; Benezech ve Maingonnat, 1994).
Yiiksek sicakliga i1sitilmayan siitlerden yapilan yogurtlarda asir1 serum ayrilmasi
goriilmektedir (Lucey, 2001). Lucey ve Singh (1998), 1sitilmamus siitlerden yapilan asit
siit jellerinin gevsek olduklarini belirtmisglerdir. Isitilmis siitten yapilan yogurt yapisinin
daha sik1 ve serum ayrilmasina daha dayanikli oldugu belirtilmektedir (Harwalkar ve

Kalab, 1986; Velez- Ruiz ve Canovas, 1997).

Diisiik sicaklik uzun siire (tankta 1sitma, 85 °C, 10- 40 dakika) 1s1l islem
uygulanan siitlerden iiretilen yogurtlarin yiiksek sicaklik kisa siire (UHT, 140 °C, 2- 8
saniye) 1sil islem uygulanmis siitlerden elde edilen yogurtlara gore daha yiiksek

viskoziteye sahip oldugu bulunmustur (Parnell- Clunies ve ark., 1986).

Ozellikle ayran gibi igilebilir fermente siit iiriinlerine dogal stabilizator etkisi
yapan EPS’ in verimi ve fermentasyon boyunca yapit ve miktar olarak korunmasi
enzimler ile yakindan ilgilidir. Bu iligskiyi dogrulamak ve bu etkiyi olumlu ydnde
kullanmak iizere Escalante ve ark. (2002), farkli enzimler ve siinme 6zelligi gosteren
EPS iiretme yetenegindeki farkli bakteri suslar1 iizerinde ¢alismislardir. Bahsedilen bu
calismada; S. thermophilus’ un EPS iiretimindeki kayibin ve normalden fazla EPS
tiretiminin; niikleotid-seker katalizorlerinin sentezine katkida bulunan enzimlerin
aktivitelerindeki degisiklikler ile iliskili oldugu gozlenmistir. Buna ilave olarak;
fosfoglukomutaz, UDP-galaktoz 4 epimeraz ve UDP-glukoz pirofosforilaz enzim
aktiviteleri artan mutant bir sus da, genetik degisiklik yoluyla, siinme 6zelligi gosteren

bir susun normalden fazla EPS iiretmesine sebep olmustur.

pH degeri, tuz miktar1 ve tuzun tipine bagli olarak degisiklik gostermektedir
(Gallegos ve Franco, 1999). Schkoda ve ark. (1999), asidifikasyondan once siite, farkl

konsantrasyonlarda sodyum kloriir (NaCl) ilave ederek kazeinlerin yapisal stabilitesini
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incelemislerdir. Siite ilave edilen NaCl’ {in serum tutma kapasitesini arttirdigi ve
viskoziteyi diisiirdiigi belirlenmistir. Viskozitedeki diisiis kazein misellerinin yiizeyinde
olusturulan itme kuvvetinden dolay1 daha az topaklanma egilimine baglanmistir. Ayran
ve benzeri fermente siit {iriinlerinde depolama sirasinda proteinlerin birbiriyle
etkilesmeleri ve topaklasarak ¢okmeleri sonucunda serum ayrilmasi goriilmiistiir (Lucey

ve ark., 1999).

Koksoy (2003); ayranin yapisal 6zelliklerinin stabilizor katkisiyla iyilestirilmesi
izerine yaptig1 bir calismada, bes farkli ticari markali ayran Ornegine ait yagsiz kuru
madde degerlerinin % 5,5- 6,3 araliginda degistigini tespit etmistir. Ayn1 ayran
orneklerindeki tuz miktar1 da % 0,78- 0,82 olarak tespit edilmistir. Orneklerin ilk giinde
Olciilen pH’ lar1 da 3,6- 4,2 arasinda degismistir. Bu calismada ticari ayran orneklerinin
beser giinliik araliklar ile ve 15 giin boyunca serum ayrilmasi kontrolii de yapilmistir.
Kontroliin 1. giiniinde 1 ila 3 ml olan serum miktarinin 10. kontrol giiniinden itibaren
kontrol edilen ayran hacminin % 20’ i seviyesine (9 ila 12 ml) ulastig1 goriilmiistiir.
Aymi arastirmada ticari yogurtlara farkli oranlarda su ve tuz katilarak ayranlar
hazirlanmis ve bu ayranlarda 15 giinlitkk depolama sonunda kuru madde artip, tuz orami
azaldik¢a serum ayrilmasinin azaldifi tespit edilmistir. Arastirmanin bu basamaginda
%30 su ilavesi ile hazirlanan ayranlarin 15. kontrol giiniinde, ilave edilen tuz oranina
gore degisen, 0 ila 5 ml serum ayrilmasi tespit edilmisken bu degerler % 50 su ilavesi
ile hazirlanan ayranlarda 7 ila 12 ml’ ye kadar yiikselmistir. Bu sonuglara ragmen ayni
ayran Orneklerinin yapilarinda kivam anlaminda herhangi bir degisiklik tespit

edilmedigi bildirilmistir.

Koksoy (2003); liyofilize kiiltiir ve yogurttan inokiilasyon yontemleri ile de
ayran yapmis ve kiiltiir hazirlama ve inokulum hazirlanmasi anlaminda ozellikle
liyofilize kiiltiirlerle tekrarlanabilirligin zor oldugunu bildirmistir. Stabilizor
kullaniminda tekrarlanabilirligin daha iyi oldugu vurgulanmistir. Ayrica duyusal
degerlendirmede, kiiltiir kullanilarak iiretilen ayranlarda belirgin bir eksilik hissedildigi

bildirilmistir.

Tongug (2006); probiyotik ayran iiretimi iizerine farkli probiyotik kiiltiirler ile

hazirladig1 tam yagli ayranlarin kuru madde ve protein degerleri arasindaki farkliligin
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istatistiksel olarak 6nemli bulundugunu (p< 0,05), ancak ayranlarin yag oranlarinda
herhangi bir degisime neden olmadigini (p>0,05) bildirmistir. Bu caligmada {iretilen tam
yagl ayranlarda 10 giinliikk depolama siiresi boyunca herhangi bir serum ayrilmasinin
gozlenmedigi belirtilmistir. Ayn1 aragtirmada iiretilen yarim yagh ayranlarda ise sadece
ayranlarin protein degerleri arasindaki farliligin istatiksel olarak onemli oldugu ve
depolamanin 5. giiniinde 2. ve 3. Orneklerde serum ayrilmasinin gozlendigi

bildirilmistir.
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3. MATERYAL

3.1. Yogurt ornekleri

Arastirmada Trakya Bolgesindeki farkli kdylerden (Karacaoglan, Terzili,
Kuzugardagi, Oruclu, Sipahi, Gazi Mehmet, Sultan Sah) 47 yogurt 6rnegi alinmistir.
Burada, ticari kiiltiir kullanilmadan, evde {iretilmis yogurt orneklerinin alinmasina
dikkat edilmistir. Yogurtlarin taze yapilmis ve miimkiin oldugunca koyu kivamli olmasi
dikkat edilen diger husus olmustur. Ornekler, steril sartlarda, steril kaplara yaklasik 100
g alinmig, soguk kutularda muhafaza edilmis ve 6rnek alinmasin miiteakip 5 saat iginde

analize alinmistir.

3.2. LAB izolatlar:

LAB izolatlari, kdylerden alinan yogurt drneklerinden, uygun secici besiyerleri
yardimiyla izole edilmis, 6zel tanimlama testleri kullanilarak tanimlandiktan ve EPS

iretim miktarlar1 belirlendikten sonra arastirmada kullanilmislardir.

3.3. MRSs 4Agar

Lactobacillus izolasyonu icin pH’ s1 5,4’ e ayarlanmis MRS Agar kullanilmisgtir.
MRSs 4Agar, pH’ s1 5,4’ e diisiiriilmiis MRS Agar (Difco, 288210) ile hazirlanmistir.
MRS Agar (Difco, 288210) ticari besiyerinin bilesimi 1 L besiyeri i¢cin Tablo 5’ de

verilmistir.
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Tablo 5. MRS Agar (Difco, 288210) bilesimi

Bilesen Bilesim miktar: (g/ L)
Proteaz pepton No: 3 10,0
Sigir eti ekstrakti 10,0
Maya ekstrakti 5,0
Dekstroz 20,0
Polysorbat 1,0
Amonyum sitrat 2,0
Sodyum asetat 5,0
Magnezyum siilfat 0,1
Manganez siilfat 0,05
Dipotasyum fosfat 2,0
Agar 15,0

MRS Agar (Difco, 288210)’ dan 70 g tartilmis, tartilan miktar 1000 ml distile
suda ¢oziindiiriilmustiir. Cozelti, siirekli karistirilarak kaynama noktasina kadar 1sitilmis
ve besiyerinin tamamen berrak sekilde ¢oziinmesi saglanmistir. Coziinmiis besiyerinin
pH’ st sitrik asit ilavesi ile 5,4’ e ayarlanmistir. Bu islem sirasinda kanstiricili 1sitict
yardimiyla ¢oziinmiis besiyeri siirekli karistirilarak besiyerinin sicaklifi ve sivi fazi
korunmustur. pH kontrolii 25 °C sicaklikda yapilmistir. pH ayarlandiktan sonra besiyeri
siselere dagitilarak 121 °C’ de 15 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir.
Otoklavlama igslemi sonunda pH’ nin, 25 °C’ de, 5,4 + 0,1 oldugu kontrol edilmistir.

Besiyeri hazirlandiktan sonra hemen kullanildigr icin 45 °C’ ye sogutularak

kullanima hazir hale getirilmistir (Anonymous, 2002 a).
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3.4. % 10’ luk Laktoz c¢ozeltisi hazirlanmasi

Streptococcus izolasyonunda kullanilan M17 Agar (Oxoid CM 785) 1n
hazirlanmasinda % 10’ luk laktoz ¢6zeltisi kullanmilmistir. Laktoz ¢ozeltisi hazirlanirken;
laktoz (Oxoid L70)’ dan 10 g tartilmis ve 100 ml suda ¢oziindiiriilmiistiir (Anonymous,
2002b).

3.5. M17 Agar

Streptococcus izolasyonunda M17 Agar (Oxoid CM 785) kullanilmistir. M17
Agar (Oxoid CM 785) ticari besiyerinin bilesimi 1 L besiyeri i¢in Tablo 6’ da

verilmistir.

Tablo 6. M17 Agar (Oxoid CM 785) bilesimi

Bilesen Bilesim miktar: (g/ L)
Tripton 5,0
Soya pepton 5,0
Et ekstrakti 5,0
Maya ekstrakti 2,5
Askorbik asit 0,5
Magnezyum siilfat 0,25
Di- sodyum-f- gliserofosfat 19,0
Agar 11,0




33

M 17 Agar (Oxoid CM785)’ dan 48,25 g tartilmis, tartilan miktar 950 ml distile
suda ¢oziindiiriilmustiir. Cozelti, siirekli karstirilarak kaynama noktasina kadar 1sitilmis
ve besiyerinin tamamen berrak sekilde ¢oziinmesi saglanmistir. Coztinmiis besiyeri 50
°C civaria sogutulmustur. Sogutulan besiyerine, % 10’ luk laktoz c¢ozeltisinden 50 ml
ilave edilerek dikkatlice karistirilmistir. Daha sonra besiyeri siselere dagitilarak 121 °C’
de 15 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir. Otoklavlama iglemi sonunda pH’ nin,

25°C’ de, 6,9 + 0,2 oldugu kontrol edilmistir.

Besiyeri hazirlandiktan sonra hemen kullanildigr icin 45 °C’ ye sogutularak

kullanima hazir hale getirilmistir (Anonymous, 2002 b).

3.6. M17 Broth

Streptococcus zenginlestirmesinde M17 Broth (Merck) besiyeri kullanilmistir.

M17 Broth (Merck) ticari besiyerinin bilesimi 1 L besiyeri i¢in Tablo 7° de verilmistir.

Tablo 7. M17 Broth (Merck) bilesimi

Bilesen Bilesim miktar: (g/ L)
Soya unu peptonu 5,0
Et peptonu 2,5
Kazein peptonu 2,5
Maya ekstrakti 2,5
Et ekstrakti 5,0
D (+) laktoz 5,0
Askorbik asit 0,5
Na- - gliserofosfat 19,0
Magnezyum siilfat 0,25
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MI17 broth toz besiyerinden 42,5 g tartilarak 1 L distile su iginde
¢Oziindiriilmistiir. 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 getirimistir. Stoklanmas1 gereken besiyeri kalmis oldugu

durumlarda buzdolabi sicakliginda en fazla 1 hafta muhafaza edilmistir.

3.7. MRS Broth

Lactobacillus zenginlestirmesi ve calismada kullanilmak iizere hazirlanan
kiiltiirlerin fermentasyon i¢in zenginlestirilmesinde MRS Broth (Merck) besiyeri
kullanilmigtir. MRS Broth (Merck) ticari besiyerinin bilesimi 1 L besiyeri i¢in Tablo 8’

de verilmistir.

Tablo 8. MRS Broth (Merck) bilesimi

Bilesen Bilesim miktar: (g/ L)
Kazein peptonu 10
Et ekstrakti 8
Maya ekstrakti 4
D (+) glikoz 20
Di- potasyum hidrojen fosfat 2
Tween®80 1
Di- amonyum hidrojen sitrat 2
Sodyum asetat 5
Magnezyum siilfat 0,2
Manganez siilfat 0,04
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MRS broth toz besiyerinden 52,2 g tartilarak 1 L distile su iginde
¢Oziindiriilmistiir. 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.

3.8. Sistein (CTS) cozeltisi (Steril diliisyon)

Yogurt 6rneklerinin mikrobiyolojik analizler icin seyreltilmelerinde steril sistein
(CTS) ¢ozeltisi kullanilmistir. Sistein ¢ozeltisi hazirlanirken 1 g tripton ve 8,5 g sodyum
klorid tartilarak 1000 ml distile suda ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen ¢ozeltinin 25 °C’
deki pH’ s1 kontrol edilmistir. pH 7,00 olmas1 gerektigi icin, eger pH 7,00 degil ise
sodyum hidroksit (NaOH) c¢ozeltisi ilavesi ile pH 7,00’ e ayarlanmustir.

Hazirlanan ¢ozelti deney tiiplerine 9,0 ml’ lik miktarlarda dagitilmis ve 121 °C’
de 20 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir. Cozeltiler, buzdolab1 sicakliginda
muhafaza edilmistir. CTS tiipleri kullanilmadan 6nce 100 + 2 °C’de 20 + 5 dakika
sireyle su banyosunda bekletilmistir. Homojen hale getirmek icin de elle

karistirilmustir.

3.9. Gram boyama cozeltileri

Gram boyamada kullanilan reaktif ¢ozeltiler set halinde BioMérieux’ den temin

edilmistir.
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3.10. % 2’ lik Hidrojen peroksit (H,0,) ¢ozeltisi

2 ml analitik saf (%35’ lik) Hidrojen peroksit (H,O,) 100 ml’ lik balon jojeye
aktarilmistir. Balon joje igerigi distile su ile cizgisine tamamlanmistir. Balon joje,
meydana gelen 1sinma sebebiyle oda sicakligina kadar sogutulmus ve yine distile su ile

cizgisine tamamlanmistir. Cozelti 24 saat bekletildikten sonra kullanilmistir.

3.11. Gliserol

Ticari olarak satilan gliserol alinarak 121 °C’ de 15 dakika siire ile otoklavda

steril edildikten sonra arastirmada kullanilmustir.

3.12. API 50 CHL ve API 20 Strep test Kitleri

API test kitleri (API 50 CHL ve API 20 Strep) LAB’ nin tanimlanmasi i¢in
gerekli tiim reaktifleri ile birlikte BioMérieux’ den temin edilmistir. Calisma sirasinda
yogurt kiiltiiriine 6zgii bakterilerinin tanimlamasinda API 50 CHL’ nin kullanilmasi

gerektigi de belirlenmistir.

3.13. Ayran kiiltiirleri

Ayran kiiltiirleri, tanimlamalar1 yapildiktan sonra belirlenmis olan EPS iiretim

miktarlarina gore secilmis LAB izolatlarinin birebir karistirilmasi ile elde edilmistir.
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4. METOT

4.1. LAB izolasyonu

Laktik asit bakterilerinin izole edilmesi icin yogurt ornekleri CTS (steril
diliisyonlar) kullanilarak 10° diliisyon oranina kadar seyreltilmislerdir. 10° ve 10°
diliisyon oranindaki tiiplerden ekim yapilmistir. Ekimlerde Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus izolasyonu i¢in pH’ s1 5,4’ e ayarlanmis MRS Agar (Difco 288210),
Streptococcus thermophilus izolasyonu i¢in besiyerinin litresine 50 ml %10’ luk (m/ v)
laktoz c¢ozeltisi ilave edilen M 17 Agar (Oxoid CM785) besiyerleri kullanilmistir
(Anonymous, 2002 a, 2002 b).

Yogurt orneklerinin besiyerine inokiilasyonun yapildigt andan itibaren,
Lactobacillus izolasyonu icin MRS agar besiyerinde gelistirilerek incelemeye alinan
bakteriler MR1, MR2, MR3, MR4,..., Streptococcus izolasyonu icin M17 agar
besiyerinde gelistirilerek incelemeye alinan bakteriler de M1, M2, M3, M4,...,
tanimlamalar ile adlandirilmistir. Bu tamimlamalar, arastirmanin tiim asamalarinda ayni
sekilde kullamlmistir. Uriinlerin iiretilmesi icin gereken Kkiiltiirlerin hazirlanmasi
asamasinda da kiiltiirlerin hangi bakterilerden olustugu belirtilirken izolatlar i¢in yine

ayn1 tamimlamalar kullanilmagtir.

Petri  kutulari, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus izolasyonu icin
anaerobik ortamda 37 °C’ de 5 giin, Streptococcus thermophilus izolasyonu i¢in aerobik
ortamda 37 °C’ de 3 giin inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda elde edilen
kolonilerden saf bakteri stogu hazirlayabilmek icin birer tane alimip Streptococcus
thermophilus i¢in M 17 broth (Merck 15029), Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
icin MRS broth (Merck 10661) besiyerine aktarilmistir. Tiiplere aktarma isleminden
once, koloniler iizerinde gram boyama ve katalaz testleri (Ellner, 2001) uygulanmuis,

Gram pozitif ve katalaz negatif koloniler degerlendirmeye alinmistir.



38

4.2. Gram boyama

Temizlenip alev ile fikse edilen lam iizerine steril 6ze ucu ile distile su
aktarilmistir. Gram boyama yapilacak olan bakteri kolonisi steril 6ze ile lam iizerine
almarak lamdaki su yardimi ile dagitilmis ve ince bir tabaka haline gelmesi
saglanmistir. Lam, {izerine siiriillen tabaka kuruyuncaya kadar kendi haline birakilmistir.
Kuruma gergeklestikten sonra lam, hizla iki ii¢ kez alev iizerinden gecirilmistir. Daha
sonra sirasiyla asagidaki adimlar takip edilerek Gram Boyama (HUCKER’e gore

Kristalviolett- Safranin boyamasi) islemi gerceklestirilmistir (Ellner, 2001);

Kurutma ile kontrole hazirlanan preparata immersiyon yagi damlatilarak 100’
likk objektif ile kontrol yapilmistir. Mavi renkli hiicreler Gram (+), kirmizi- pembe

renkli hiicreler Gram (-) olarak tanimlanmuistir (Ellner, 2001).

4.3. Katalaz testinin yapilmasi

Arastirmada besiyeri iizerinde gelismis koloniden steril 6ze yardimi ile bos ve
steril petri plagi icine aktarilmistir. % 2’ lik H,O, ¢ozeltisinden bir iki damla koloni
tizerine damlatilarak gaz ¢ikisi olup olmadigi gozlemlenmistir. Gaz ¢ikist olan koloniler

Katalaz (+) ve gaz ¢ikigi olmayan koloniler Katalaz (-) olarak tanimlanmastir.

4.4. izolatlarin muhafazasi

Gram (+) ve katalaz (-) oldugu teyit edilen cubuk ve kok bakterilere ait tek bir
koloni aktarilan sivi besiyeri 37 °C’ de inkiibasyona birakilmis ve tortu ve/ veya

bulaniklik olusumu takip edilmistir. Tortu ve/ veya bulaniklik olusan tiiplerdeki tortu/
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bulanikliktan yaklasik 2 ml alinarak icinde 600 pL gliserol bulunan steril tiiplere
aktarilarak stok izolatlar olusturulmustur. Stok izolatlar derin dondurucuda (-50 °C)

muhafaza edilmislerdir.

4.5. izolatlarin tammlanmasi

Stok izolatlar hazirlanirken ayni tortu/ bulanikliktan 0,1 mL alinarak daha once
bildirilen kat1 besiyeri iizerine (Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus i¢cin MRS ve
Streptococcus thermophilus icin M 17 agar) siirme yontemi ile siiriilerek tek koloni
disiiriilmek amaciyla 37 °C’ de inkiibasyona tabi tutulmustur. Petriler, Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus izolasyonu icin anaerobik ortamda 37 °C’ de, Streptococcus
thermophilus izolasyonu i¢in aerobik ortamda 37 °C’ de tek koloni gelisimi elde
edilinceye kadar inkiibasyona tabi tutulmustur. Olusan tek koloni tekrar gram ve katalaz
testlerine tabi tutulduktan sonra, daha once yapildig1 gibi Streptococcus thermophilus
icin M 17 broth, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus igcin MRS broth besiyerine
aktarilarak 37 °C’ de ¢ogaltilmak {iizere inkiibasyona birakilmistir. Tortu/ bulaniklik
seklinde lireme goriilen tiiplerden tekrar kat1 besiyerine yiizeye siirme yontemi ile yogun
lireme saglanmaya calisilmistir. Bu amagla inkiibasyon sartlar1 kati besiyerleri
kullanilarak gerceklestirilen diger adimlar ile aymidir. Istenen iireme goriildiigiinde
petriler, LAB izolatlar ile ilgili tanimlama yapilmast icin API testlerinin yapilmasinda
kullanilmistir. Bu amagla API 20 strep ve API 50 CHL testleri (Biomérieux)

kullanilmigtir. Testler yardima ile elde edilen izolatlarin tanimlamalar yapilmistir.

API 50 CHL ve API 20 strep test stripleri (test kuyucuk bantlar1) Sekil 3’ de

gosterilmisglerdir.
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Sekil 3. API Test kitleri (API 50 CHL (sol taraf) ve API 20 Strep (sag taraf))

4.6. API Test kitleri ile tammlamanin yapilmasi

4.6.1. API 50 CHL Medium ve API 50 CH (Lactobacillus- In vitro diagnostik

kullanim icin) ile Lactobacillus ve Streptococcus izolatlarimin tammlanmasi

a. Prensip

API 50 CHL Medium, Lactobacillus ve iliskili cinslerin identifikasyonu icin
hazirlanmis hazir bir besiyeridir. API 50 CH stribi (kuyucuklarin grup halinde
bulundugu bant) ile 49 karbonhidratin fermentasyon ozellikleri tespit edilebilir.
Besiyeri iginde test edilecek mikroorganizma ile bir siispansiyon hazirlanir ve stripteki
her tiip inokiile edilir. Inkiibasyon sirasinda karbonhidratlarin fermentasyonu ile asidik

ortam olusur ve buna bagli olarak pH diiser. Bu ortam degisikligi indikatorler
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sayesinde tespit edilir. Bu sonuglar izolatin biyokimyasal profilini ortaya koyar ve

tanimlama ya da tiplemede kullanilir.

b. Reaktifler

e 10 ampul API 50 CHL Besiyeri

e API 50 CH kuyucuklar (ref. 50 300),

e McFarland Standarti (ref. 70 900) nokta 2,

e Identifikasyon yazilim programi (BioMerieux)

e Pipetler ya da PSIpetler (ref. 70 250)

e Mineral yag (ref. 70 100)

e  Ampul kutusu (ref. 70 200)

e Swaplar (ref. 70 610)

¢ MRS Besiyeri

e Suspension medium, 2 ml, (ref. 70 600) ve 5 ml (ref. 20 110),

c. Besiyeri bilesimi

API 50 CHL ve Suspension medium’ un bilesimleri Tablo 9’ da verilmistir.
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Tablo 9. API 50 CHL ve siispansiyon besiyerleri icerikleri

Besiyeri Bilesen Bilesen
miktari
Suspension medium (2 ve S ml) | Demineralize su -——-
API 50 CHL Besiyeri 10 ml Polipepton 10¢g
Maya ekstrakti 5¢g
Tween 80 1 ml
Dipotasyum fosfat 2g
Sodyum asetat 3 H,O 5¢g
Diamonyum sitrat 2g
Magnezyum siilfat 7 H,O 0,20 g
Manganez siilfat 4 H,O 0,05¢g
Bromokresol moru 0,17 ¢g
Demineralize su pH 6,7- 7,1 1000 ml’ ye
tamamlayacak
kadar

API 50 CH test kuyucuklarinin bilesimi Tablo 10’ da verilmistir.

Tablo 10. API 50 CH kuyucuk (strip) bilesimleri

0 KONTROL

1 GIL.Ycerol

2 ERYthritol

3 D ARAbinose

4 L ARAbinose

5 RIBose

6 D XYLose

7 L XYLose

8 ADOnitol

9 B Methyl-D-Xyloside

10 GALactose
11 GI.Ucose
12 FRUctose
13 MaNnosE
14 SorBosk
15 RHAmnose
16 DULcitol
17 INOsitol

18 MANnitol
19 SORbitol

20 a- Methyl-D-Mannoside
21 a- Methyl-D-Glucoside
22 N- Acetyl- Glucosamine
23 AMYgdalin

24 ARButin

25 ESCulin

26 SALidin

27 CELobiose

28 MALtose

29 LAClose

30 MLELibiose
31 Sucrose

32 TREhalose
33 INUlin

34 MeLeZitose
35 RAFfinose
36 Starch

37 GLYocGen
38 XyLiTol

39 GENtiobiose

40 D TURanose

41 D L.YXose

42 D TAGatose

43 D FUCose

44 L. FUCose

45 D ARabitoL.

46 1. ARabitoL.

47 GlucoNaTe

48 2- Keto- Gluconate
49 5 Kelo- Gluconate
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d. Tanimlamanin gerceklestirilmesi;

2- 8 °C’ de muhafaza edilen besiyerleri ve kuyucuklar, kullanmadan 6nce oda
sicakligina getirilmistir (20 = 5 °C).

Kullanilacak besiyeri ve siispansiyon siseleri agilirken dik tutulup, plastik kapak
bagparmak ile miimkiin oldugunca asagi dogru bastirilmis ve plastik kapak
diizlestirilmis kismindan disa dogru ittirilerek kapak icinde kalan ampuliin ug
kisminin kopmasi saglanmistir.

Tiiplerin acilirken nasil tutulmasi gerektigi Sekil 4’ de gosterilmistir.

Sekil 4. Besiyeri ve siispansiyon siselerinin acilmasi

API 50 CHL ile identifikasyon i¢in hazirlanmis olan petride iireyen saf bakteri
kolonileri steril ekiivyon yardim ile toplanip 2 ml’ lik “Suspension medium”
¢Ozeltisinin icine aktarilmis ve bu sekilde yogun bir stok siispansiyon
hazirlanmustir,

2 McFarland standardi calkalanarak bulaniklik elde edilmistir. Suspension
medium 5 ml’ lik tiipi ile kanstirilmis, bulanik olan 2 McFarland standardi
siyah bir zeminde yan yana tutulmustur. Hazirlanmis yogun stok
siispansiyondan 5ml’ lik Suspension mediuma damlatilarak her damla
sayilmistir. Bu sekilde 5 ml’ lik Suspension mediumda da aynm bulanikligin elde

edilmesi saglanmistir. Bulanikligin elde edildigi damla sayisi (n) not edilmistir,
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e API 50 CHL Medium ampuliine (10 ml), Sml’ deki bulanikligin elde edilmesini
saglayan damla sayisimin iki kati (2n) kadar, yogun stok siispansiyondan
damlatilarak tiip iyice karistirilmistir,

e Bu sekilde hazirlanan inokulum steril pastdr pipeti yardimiyla API 50 CH
kuyucuklarina, kuyucuklarin bogazina kadar ve kuyucuklarda hi¢ hava
kalmayacak sekilde dagitilmistir,

e Kuyucuklarin bogaz kismindan yukarisi mineral yag ile doldurulmus ve
kuyucuklarin bulundugu tepsinin iistii kapak ile kapatilmistir,

® Bu sekilde hazirlanan stripler 37 °C + 2 °C’ de 48 saat siireyle inkiibasyona tabi
tutulmusturlar,

¢ Tiim testler hem 24 ve hem de 48 saat sonra okunmustur,

e Standard metoda uygun olarak; besiyeri i¢indeki bromkresol moru indikatoriiniin
renk degistirmemesi negatif (-), asidifikasyon etkisiyle sartya donmesi pozitif
(+) olarak degerlendirilmistir,

e Sadece 25 numarali kuyucuk (Esculin testi) siyah renkli ise (+), mor ise negatif
(-) olarak degerlendirilmistir,

e 24 ve 48. saatlerden sonra yapilan degerlendirmeler takip tablosuna

isaretlenmistir. Takip tablosu 6rnegi asagida Sekil 5’ de verilmistir;
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Sekil 5. API 50 CH takip tablosu
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Takip tablosundaki isaretlemeler, identifikasyon yazilim programina girilerek

lizerinde calisilan bakterinin identifikasyonu yapilmistir. Identifikasyonda kullanilan

tanmim tablosu Ek 1’ de verilmistir (Bkz Ek 1).

API 50 CHL ve API 50 CH ile identifikasyon asamalarin1 gosteren uygulama

akis semasi Sekil 6’ da verilmistir.

UYGULAMA AKTM SEMASI

Lactobacillus

l
24:00 ﬁ{/ coz 30°C/37°C

il i
Bakterilerin tamam
LT’
‘_ Suspension Medium
2ml
LN
v
In s H 2 McF
Suspension
l Medium
Sml
H 2 McF
API 50 CHL Medium

O LT J—

v

vy —{1

API S0 CH
+
48:00 oo 30°C/37°C
(XX ]

+ =« ¥ = + -
|

Sekil 6. API 50 CHL ve API 50 CH ile identifikasyon
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4.6.2. API 20 Strep (Streptococcaceae ve benzer organizmalar icin tammlama

sistemi)

a. Prensip

APl 20 Strep stribi, karbonhidratlarin enzimatik aktivitesi ya da
fermentasyonunun belirlenmesi i¢in dehidrate substratlar iceren 20 mikrotiipten (strip,

kuyucuk) olusmaktadir.

Enzimatik testler, enzimatik substratlart yeniden hidrate etmek icin kullanilan
saf bir kiiltiirden yapilmis yogun bir organizma siispansiyonu ile inokiile edilir.
Inkiibasyon periyodu sirasinda ortaya cikan metabolik son iiriinler spontan olarak ya da

reaktiflerin eklenmesiyle ortaya c¢ikan renk degisiklikleri meydana gelir.

Fermentasyon testleri, seker substratlart meydana getiren zenginlestirilmis bir
madde ile inokiile edilir. Karbonhidratlarin fermentasyonu pH indikatoriindeki

degisiklik ile saptanir.

Reaksiyonlar, Okuma Tablosu'na gore okunur ve tanimlama, analitik Profil

Indeksi ya da bilgisayar tanimlama programi kullanilarak elde edilir.

b. Reaktifler

e API 20 strep stripleri (ref. 20 600),
e 25 GP Medium ampulii
e  API Suspension Medium, 2 ml (Ref. 70 700)
e Reaktifler:
e NIN (Ref. 70 490)
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e VP 1+ VP2 (Ref. 70 422)
e ZYM A +ZYM B (Ref. 70 472)
e  Mineral yag (Ref. 70 100)
e  McFarland Standard (Ref. 70 900) nokta 4
e API 20 Strep Analitik Profil indeksi (Ref. 20 690) (Bkz. Ek 2) ya da bilgisayar

tanimlama programi

c. Besiyeri bilesimi

API GP Medium’ un bilesimi Tablo 11’ de verilmistir.

Tablo 11. API GP Medium (2 ml) bilesimi

Besiyeri Bilesen Bilesen miktari

API GP Medium 2 ml | L-sistin 05¢g
Tripton (inek/domuz orijinli) 20g
Sodium klorid 5¢g
Sodium siilfit 05¢g
Fenol kirmizisi 0,17 g
Demineralize su pH 7,4- 7,6 1000 ml’ ye

tamamlayacak kadar

API 20 Strep test kuyucuklarimin bilesimi ve inkiibasyon asamalarina gore

degerlendirme sekilleri Tablo 12 de verilmistir.
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Tablo 12. API 20 Strep kuyucuk (strip) bilesimleri ve degerlendirme kriterleri

VP

HIP

ESC
PYRA
aGAL

BGUR

BGAL

=

RIB

ARA

SOR

LAC

TRE

GLYG

Sodyum piruvat

Hippurik asil

Esculin
ferrik sitrat

Pyroglutamik asit-
B-naftilamid

6-bromo-2 -naftil-
aD-galaktopiranosid

Naftol ASBI-
glukuronik asit

2-naftil-pD-
galaktopiranosid

2-naftil fosfat

L-16sin-B-naftilamid

L-arginin

D- ribose

T-arabinoz
D-mannitol
D-sorbitol

D-laktoz
(s181r ojinlt)

D-trehaloz
Inulin
D-rsffinose

Nisasta (2)

Glikojen

19

0.4

1,16
0,152

0,0256

0,0376

0,0537

0,0306

0,0244

0,0256
1.9

2,56

1,28

Asetoin tretimi
(Voges Proskauer)

Hidrolizis (HIPpurik
asit)

B-glukosidaz hidrolizi
(ESCulin)

PYRrolidonyl
Arylamidaz

o-GALaktosidaz

B-GIUkuRonidaz

B-GAlLaktosidaz

Alkaline Phosphataz

Losin Amino Peptidaz
Arginin DiHidrolaz

Asidifikasyon (RIBoz)

Asidifikasyon
(ARAbinoz)

Asidifikasyon
(MANRNitol)

Asidifikasyon
(SORbitel)

Asidifikasyon (LACtoz)

Asidifikasyon
(I'REhaloz)

Asidifikasyon (INUlin)

Asidifikasyon
(RAFfinoz)

Asidifikasyon
(AmiDon)

Asidifikasyon
(GLYcoGcen)

Negatif

Pozitif

VP1 | VP2 /10 dakika beklenir (3)

Renksiz

Renksiz/ soluk mavi

Pembe/ Kirmizi

NIN/ 10 dakika beklenir
Koyu mavi/ Mor
4 saat 24 saat 4 saat 24 saat
Renksiz Renksiz Siyah Gri Siyah
agik sarn  agik sart
Agik gri

ZYM A + ZYM B/ 10 dakika (PYRA dan LAP’ a) (1) gerckirse
yopun 151k ile renk giderin

Renksiz veya gok
agik turuncu
Renksiz
Renksiz

Renksiz veya gok

agik cflatun
Renksiz veya gok
agik cflatun
Renksiz
Sar1
4 saat 24 saat
Kirmuizi  Turuncu/
Kirmmzi
Kirmizi  Turuncu/
Kirmizi
Kimuzi  Turuncu/
Kirmizi
Kirmizi  Turuncu/
Kima
Kirmuizi  Turuncu/
Kirmizi
Kirmizi  Turuncu/
Kimz
Kimizi  Turuncu/
Kirmizi
Kimuzi  Turuncu/
Kirmizi
Kirmizi  Turuncu/
Kirmizi

Kirmizi veya
Turuncu

4 saat

Turuncu/ Sart

Turuncu/ Sar

Turuncu/ Sart

Turuncu/ Sart

Turuncu/ Sart

Turuncu/ Sart

Turuncu/ Sar

Turuncu/ Sar1

Turuncu/ Sart

Turuncu

Eflatun

Mavi

Eflatun

Lflatun

Turuncu

Kirmiz

24 saat

San

San

San

Sari

San

Parlak san

(1) 24 saatlik inkiibasyondan sonra ikinci okuma sirasinda, ZYM A ve ZYM B rcaktifleri ilave cdildigi tiplerde birikim olabilir. Bu olay
dikkate alimamalidir..

(2) Nisasta asidifikasyonu diger gckerlerden daha hafiftir.
(3) 10 dakika sonra hafif pembe renk negatif olarak kabul edilir.

Gaosterilen miktarlar kullanilan ham malzemenin miktarina baglh olarak ayarlanabilir.
Bazi kiipiiller, 6zellikle peptonlar, hayvan kaynakl iiriinler igerir.
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d. identifikasyonun gerceklestirilmesi;

Ampiiller Sekil 7° de gosterildigi gibi dikkatlice acilmstir:

OJ
— .
ﬂ 1 3 4

Sekil 7. Besiyeri ve siispansiyon siselerinin agilmasi

2- 8 °C’ de muhafaza edilen besiyerleri ve kuyucuklar, kullanmadan 6nce oda
sicakligina getirilmistir (20 + 5 °C).

Ampiil, ampiil koruyucusuna yerlestirilmistir (Sekil 7, Resim 1),

Dik pozisyonda tek elle koruyucu ampiilii tutulmustur (beyaz plastik kapak en
iistte),

Kapak, bagparmak kapagin diizlestirilmis kismina dayanarak miimkiin oldugu
kadar asagiya dogru bastirilmistir (Sekil 7, Resim 2),

Ardindan kapak bagparmagin disa dogru hareketiyle ittirilerek, ampiiliin
tepesinin kirilip ayrilmasi saglanmistir (Sekil 7, Resim 3),

Ampiil koruyucusundan ¢ikarilmis ve koruyucu bir sonraki kullanim icin
saklanmustir (Sekil 7, Resim 4),

Kapak dikkatlice uzaklastirilmistir,

Bir ekiivyon kullanarak, petride gelismis olan tiim bakteriler toplamip API
Suspension Medium (2 ml) ampiiliine aktarilmigtir. Bu sekilde 4 Mc Farland’
dan daha bulanik yogun bir stok siispansiyon hazirlanmasi saglanmistir. Stok
siispansiyon hazirlandiktan hemen sonra kullanilmistir,

Hazirlanan stok siispansiyondan stribin ilk yarisina (VP’ den ADH’ ye kadar
olan kuyucuklara) hava kabarcig1 olmayacak sekilde dagitilmistir,

VP’ den LAP’ a kadar testler i¢in her kuyucuga yaklasik 100 ul, ADH test

kuyucuguna ise boynuna kadar stok siispansiyondan konulmustur,
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APl GP Medium ampiili baslangigta acgiklandigi sekilde acilip stok
siispansiyonun geri kalani bu ampiile aktarilmis (yaklasik 0, 5 ml) ve iyice
karistirtlmastir,

Stribin ikinci yarisina (RIB’ den GLYG’ ye kadar olan kuyucuklara) bu yeni

siispansiyondan dagitilmistir. Siispansiyon, bu kuyucuklara da hava kabarcigi
kalmayacak sekilde boynuna kadar doldurulmustur,

Alt1 ¢izili olarak belirtilen kuyucuklara (ADH’ den GLYG’ ye kadar olan
kuyucuklar) hafif konveks bir yap1 olusturacak sekilde mineral yag
doldurulmustur,

Kuyucuklarin bulundugu tepsinin iistii kapak ile kapatilmistir,

Bu sekilde hazirlanan stripler 37 °C + 2 °C’ de inkiibasyona tabi tutulmusturlar,
Ik okuma 4- 4,5 saat sonunda, ikinci okuma da 24 saat (+ 2 saat) sonunda
yapilmis ve degerlendirmeler takip tablosuna isaretlenmistir.

4 saat inkiibasyondan sonraki kontrolden Once ilgili reaktifler ait olduklar
kuyucuklara damlatilmistir,

Buna gore;

VP test kuyucuguna sirasiyla birer damla VP 1 ve VP 2 reaktifleri,

HIP test kuyucuguna 2 damla NIN reaktifi,

PYRA, aGAL, BGUR, BGAL, PAL ve LAP test kuyucuklarina sirasiyla birer
damla ZYM A ve ZYM B reaktifleri damlatilmistir,

10 dakika beklenip siire sonunda gerceklesen reaksiyonlar okuma tablosuna goére
degerlendirilmislerdir (Eger gerekirse PyrA’ dan LAP’ a kadar olan
kuyucuklardaki fazla reaktifleri renksizlestirmek icin kuyucuklar 10 saniye
siireyle giiclii bir 15182 (1000 W) tutulmustur.

Okumada pozitif (+) olarak degerlendirmesi gereken reaksiyonlar Sekil 8 de

verilmistir,
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Sekil 8. API 20 Strep inkiibasyon sonu pozitif (+) reaksiyonlar

e Okumada negatif (-) olarak degerlendirmesi gereken reaksiyonlar Sekil 9° da

verilmistir,

AV VeV ¥eYaTaYYaYa' f*ﬂf\’"\f;\f‘\ﬂﬁ

St lllllllll'

'
VP HIP ESC PYRA aGAL BGUR ﬁGA\ PAL LAP ADH  RB_ARA MAN SOR LAC TRE INU RAF AMD_
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g

Sekil 9. API 20 Strep inkiibasyon sonu negatif (-) reaksiyonlar

* Bu okuma isleminden sonra striplerin inkiibasyonuna devam edilmis ve 24 saat
(£ 2 saat) sonunda ESC kuyucugunda degisiklik olup olmadigi kontrol edilip,
ADH ile RIB’ den GLYG’ ye kadar olan kuyucuklarda da ikinci kez okuma
gerceklestirilmistir,

e Okumada pozitif (+) ve negatif (-) degerlendirmeler yukarida belirtildigi gibi
yapilmig ve takip tablosuna islenmistir. Takip tablosu 6rnegi asagida Sekil 10’

da verilmistir;
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Sekil 10. API 20 Strep takip tablosu

e Takip tablosunda soldan saga dogru tiim kuyucuklar iiclii gruplar halinde
siniflandirilmis ve her bir iiclii gruptaki kuyucuklar sirasiyla 1, 2, 4 seklinde
rakamlar ile tanimlanmistir. Her bir ti¢lii grup icin, pozitif (+) olarak isaretlenen
kuyucuk puanlan toplanarak sayisal profil belirlenmistir. Sayisal profil degeri,
icli gruplarmn alt kisminda bulunan yuvarlak icine not edilmistir. Bu sekilde
yedi rakamli sayisal profil elde edilmistir,

e Okunan reaksiyonlara iliskin isaretlemeler ve 7 rakamli sayisal profil, API 20
Strep Analitik Profil Indeksi (Ref. 20 690) ve bilgisayar tanimlama programi

yardimiyla iizerinde calisilan bakterinin identifikasyonunda kullanilmistir,

API 20 Strep ile identifikasyon asamalarim gosteren uygulama akis semast Sekil

11’ de verilmistir.
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4.7. izolatlarin EPS iiretim miktarinin tespiti

Bu amacgla Smitinont ve ark. (1999) tarafindan kullanilan EPS ekstraksiyon
yontemi uygulanmistir. Calisma icin LAB izolatlar1t MRS broth besiyerinde 4,60 pH’ ya
kadar gelistirilerek yine MRS broth besiyerine % 2 oraninda inokiile edilmis ve 30 °C’

de 2 giin boyunca inkiibasyona tabi tutulmustur.

Inkiibasyondan sonra EPS’ in ekstraksiyonu icin 6rneklerden yaklasik 10° ar ml
alarak (santrifiij dengesini korumak amaciyla tiipler tek tek tartilmistir) santrifiij
tiiplerine aktarilmistir. Tiipler, 6rneklerde bulunan hiicrelerin ayrilabilmesi amaciyla
Hettich marka (Almanya) santrifiij yardimiyla + 20 °C’ de 5000 rpm’ de 20 dakika
boyunca santrifiijlenmistir. Siire sonunda hiicreler tortu seklinde ayrilmistir. Ustte kalan
s1ivi kisim ise; EPS’ in ¢oktiiriilmesi amaciyla %95’ lik etanol (Merck) ile bire bes (1/ 5)
oraninda karistirtlmistir. Etil alkol ile hazirlanmis olan karigim ayni santrifiij ile bu kez

+ 4 °C ve 5000 rpm’ de 20 dakika siireyle santrifiijlenmistir.

Sekil 12. Santrifiijlemenin gerceklestirildigi Hettich marka santrifiij
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Bu islem sonunda EPS dipte tortu olarak ayrilmistir. Bu ikinci santrifiijleme

islemi sonunda tiiplerin dibindeki tortu Sekil 13’ de gosterilmistir.

Sekil 13. EPS miktar tayini, 2. santrifiij islemi sonu

Santrifiijleme islemi sonrasinda tiipler tartilarak 60 °C’ de kurutulmus ve islem
sonunda kuru agirligi alinmistir. Ardindan tiipler tamamen temizlenerek ayni sicaklikta
kurutulmus ve daralar tespit edilmistir. EPS miktar1 son kiitlenin baslangictaki hacme

oranindan belirlenmis ve g/ L olarak ifade edilmistir.

4.8. EPS iiretim miktarlar1 dikkate alinarak kiiltiir hazirlanmasi

Arastirmada ayran iiretmek iizere Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve

Streptococcus thermophilus laktik asit bakteri (LAB) izolatlarindan EPS iiretim
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miktarlann  dikkate alinarak kiiltir ~kombinasyonlar1 olusturulmustur.  Kiiltiir
kombinasyonlar1 olusturulurken; bakteri izolatlarinin EPS iiretim yetenekleri ile bu
bakterilerden olusturulacak kiiltiirler kullanilarak iiretilecek ayranlarin 6zellikleri

arasinda bir iliski olup olmadig: diisiiniilmiistiir.

Bu dogrultuda en yiiksek, en diisiik ve en yiiksek ile en diisiik arasinda (orta)
EPS iiretim miktarina sahip olan birer izolat kiiltiir hazirhg icin se¢ilmistir. Klasik
yogurt/ ayran Kkiiltiirlerinde hi¢ kullanilmamasina ragmen, sadece viskoziteye olasi
etkisinin incelenmesi amaciyla kiiltiir hazirlamak iizere bir de Lactobacillus delbrueckii
ssp. lactis izolat1 secilmistir. Bu izolat da; secilen diger izolatlardan en yiiksek EPS
tiretim miktarina sahip olanlarma benzer EPS iiretim yeteneginde bulundugu igin

secilmistir.

Kiiltiir hazirlamak iizere segilen bakteri izolatlar1 Tablo 13’ de verilmistir.

Tablo 13. Bakteri izolatlar1

Bakterinin tammlandig sembol Bakterinin adi

M1 Streptococcus thermophilus

M3 Streptococcus thermophilus

M7 Streptococcus thermophilus

MR4 Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis
MRS5S Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
MR7 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
MR9 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis izolati geleneksel ayran iiretimi ve tanimi
icinde yer almadig1 ve sadece viskoziteye olasi etkisinin incelenmesi diisiiniildiigiinden,
secilen diger LAB’ den sadece orta EPS iiretim miktarina sahip olan bir tek

Streptococcus thermophilus izolat1 ile birebir karistirlarak kiiltiir kombinasyonu
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hazirlanmistir. Bu sekilde 9 adet kiiltiir kombinasyonu olusturulmustur. Olusturulan

kiiltiir kombinasyonlarinin icerigi Tablo 14’ de verildigi gibidir.

Tablo 14. Kiiltiir kombinasyonu ve EPS iiretim miktarlar

Kiiltiir EPS iiretim
Kiiltiir ad1 Kiiltiirdeki bakteri izolatlari
no miktari
Streptococcus thermophilus+ Lactobacillus
1 M3+MR4 Orta+Yiiksek
delbrueckii ssp. lactis
Streptococcus thermophilus+ Lactobacillus
2 MI1+MR9 Diigiik+Orta
delbrueckii ssp. bulgaricus
Streptococcus thermophilus+ Lactobacillus
3 M1+MR7 Diisiik+Diisiik
delbrueckii ssp. bulgaricus
Streptococcus thermophilus+ Lactobacillus
4 M3+MR7 Orta+Diisiik
delbrueckii ssp. bulgaricus
Streptococcus thermophilus+ Lactobacillus
5 M1+MR5 Diisiik+Yiiksek
delbrueckii ssp. bulgaricus
Streptococcus thermophilus+ Lactobacillus
6 M3+MR5 Orta+Yiiksek
delbrueckii ssp. bulgaricus
Streptococcus thermophilus+ Lactobacillus
7 M7+MR7 Yiiksek+Diisiik
delbrueckii ssp. bulgaricus
Streptococcus thermophilus+ Lactobacillus
8 M7+MR9 Yiiksek+Orta
delbrueckii ssp. bulgaricus
Streptococcus thermophilus+ Lactobacillus
9 M7+MR5 Yiiksek+Yiiksek

delbrueckii ssp. bulgaricus
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4.9. Ayran orneklerinin iiretilmesi

Ayran Orneklerinin iiretilmesi i¢in hazirlanan kiiltiirler MRS broth sivi besin
ortamina inokiile edilerek 41 °C’ de pH 4,60 oluncaya kadar inkiibasyona birakilmustir.
Uriin hazirhgmin endiistriyel prosese paralel gerceklestirilmesi icin siit yagsiz ve
prepastorizasyonu yapilmis siitlerden se¢ilmistir. Calismada kullanmilan siit bilesimi;
8,47 g/ 100 g YKM, 0,14 g/ 100 g yag ve 3,32 g/ 100 g protein olarak tespit edilmistir.
Siit ayran tiretimi i¢in gerekli girdiler (krema, su, tuz) ilave edildikten sonra 95 °C’ de 3
dakika bekletilerek 1s1l isleme tabi tutulmustur. Siit, 1s1l islemi tamamlandiktan hemen
sonra 45- 50 °C’ ye sogutulmus, inokiilasyon ve fermentasyonu gerceklestirmek iizere
esit hacimli kapakli kaplara dagitilmistir. Bu islem sonunda siit sicakligr 42 °C’ ye
diugmiistiir. Her bir kaptaki siite bu sicaklikta, hazirlanmis olan kiiltiirlerden % 2
oraninda inokiile edilmis ve 41 °C’ de fermentasyona tabi tutulmustur. Ayranlarin
fermentasyonlar1 yine endiistriyel prosese uygun olmasi i¢in 4,60 pH’ da sonlandirilmis
ve sogutma islemine gecilmistir. Sogutma islemi i¢in soguk su banyosu ve sogukta
muhafaza icin ise buzdolab1 kullanilmigtir. Ayranlarin endiistriyel yontemle iiretilmis
ayran benzeri homojen yap1 kazanabilmesi i¢in fermentasyonun gergeklestirildigi kaplar

esit say1 ve hizda basasagi edilmistir.

4.10. Fizikokimyasal ve duyusal analizler

Ayran ornekleri fermentasyon ve sogutmalarinin tamamlanmasindan 1 giin sonra
fizikokimyasal analizlere tabi tutulmuslardir. Bu kapsamda ayran Orneklerinin yagsiz
kuru madde (YKM), yag, protein, viskozite, serum ayrilmasi ve pH degerleri

belirlenmistir.

YKM, ISO 6731’ e uygun olarak belirlenen toplam kuru madde degerinden
(TKM) Gerber metoduna (Anonymous, 2000a) gore tespit edilen yag degeri ¢ikarilarak
elde edilmistir. Protein degeri BS EN ISO 8968- 1: 2002 Kjeldahl metoduna gore
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belirlenmistir. Viskozite degeri 2,5 mm c¢apli akis ucuna sahip Bosvik hunisi ile
Olciilerek tespit edilmistir. Serum ayrilmasi, ayran Orneklerinin sabit hacimli dereceli
kaplara konarak 24 saat sonunda kontrol edilmesi suretiyle kontrol edilmistir. pH degeri

ise Mettler Toledo 330 model pH metre ile Sl¢iilmiistiir.

4.10.1. Toplam kuru madde (TKM) tayini (ISO 6731)

Toplam kuru madde tayininde kullanilan tartim kaplari, bos halde, en az 1 saat
siire ile kurutma firminda kurutulup desikatorde sogutulmus (yaklasik 30 dakika) ve 0,1

mg hassasiyetle tartilmistir.

Hazirlanan tartim kabi icine, analizi yapilacak olan 6rnekten 0,1 mg hassasiyetle

5 g hizl bir sekilde tartilmis ve ince bir tabaka halinde yayilmasi saglanmistir.

Ornegin tartildigr kap, 30 dakika boyunca su banyosunda bekletilerek suyu
ucurulmustur. Siire sonunda kap su banyosundan alinarak 2 saat siire ile kurutma
firminda kurutulmustur. Ardindan oda sicakligina gelinceye kadar (en az 30 dakika)
desikatorde bekletilmis ve 0,1 mg hassasiyetle tartilmistir. Kap kurutma firininda 1 saat
sire ile tekrar kurutulmus ve oda sicakligina gelinceye kadar (en az 30 dakika)

desikatorde bekletilmis ve 0,1 mg hassasiyetle tartilmistir.

Bir saatlik kurutma, sogutup tartim islemlerinde arda arda yapilan tartimlar
arasindaki fark 1 mg’ dan az oluncaya kadar tekrarlanmis ve en diisiikk agirlik

kaydedilmistir.

Toplam kuru madde icerigi ile ilgili hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir ve

kiitlede % olarak ifade edilmistir. (Anonymous, 1989)
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mo-my
TKM (%) = ___ —  x 100
mp - my

Burada;

myo, kap ve kapagin gram olarak agirligini,

my, kap, kapak ve 6rnegin toplam agirligini,

my, kap, kapak ve kurutulmus 6rnegin toplam agirligini gostermektedir.

Formiilden elde edilen sonug % 0,01 seklinde ifade edilmistir (m/ m).

4.10.2. Yag tayini

a. Kullamlan malzemeler;

e Gerber Santrifiij

e Siit biitirometresi: 100 ml i¢in 0,025 gram hassaslikta okuma yapilabilen,
e Siit pipeti: 10,75 ml

e 40°C x2 °C su banyosu,

® Yogunlugu 1,820 g/ ml * %2 olan konsantre siilfirik asit,

¢  Yogunlugu 0,813 g/ ml = 0,005 g/ ml = %2 olan amil alkol.
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b. Analizin gerceklestirilmesi;

e Orneklerin  karistirilmamas:  icin  biitirometreler sayr veya rakamla
tanimlanmustir.

e Giivenlik maskesi kullanarak otomatik biiret yardimiyla biitirometreye, boynunu
1slatmadan 10 ml siilfirik asit konulmustur,

o Ornek sicaklig, analiz i¢in 20 °C £ 5 °C’ ye ayarlanmistir. Sicaklik ayarlamasi
yapilirken homojen kalmasi i¢in diizenli olarak kanstirilmistir,

e 10,75 ml’ lik pipet, icine ornekten bir miktar cekilip birakilarak calkalanmis,
sonra da pipetle hacmi kadar 6rnek alinmistir,

e Biitirometredeki asidin iistiinde bir tabaka olusturacak sekilde biitirometrenin
boynunu 1slatmadan pipetteki 6rnek yavasca biitirometreye konulmustur,

e Ornegin iizerine otomatik biiret yardimi ile 1 ml amil alkol ve kalibreli bir pipet
yardimiyla 0,5 ml distile su konulmustur,

e Biitirometre tipa ile kapatihp ve yavas haraketler ile bas asag1 edilerek
biitirometre icindeki 6rnegin tamamen yanmasi, erimesi saglanmistir,

¢ Biitirometre dengeli olarak hemen santrifiije konulup 5 dakika santrifiijlenmistir,

e Biitirometreyi santrifiijden c¢ikararak tipasi asagida olacak sekilde 40 °C £ 2 °C’
lik su banyosuna konulmustur. Burada banyodaki suyun seviyesinin
biitirometredeki yag kolonundan yiiksek olmasia dikkat edilmistir. Biitirometre
5 dakika siire ile su banyosunda bekletilmistir,

o Daha sonra iki kez daha santrifiij ve su banyosunda bekletme islemleri
tekrarlanmustir.

e Toplam ii¢ santrifiijleme ve su banyosunda bekletme islemlerinden sonra
biitirometre su banyosundan ¢ikarilip kurulanmistir. Yag degeri, biitirometrenin
dereceli kismu dik tutularak, mercek yardimiyla hizli sekilde okunmustur,

e Sonuglar asagidaki formiile gore hesaplanmig ve 0,01 g/ 100 ml (g) seklinde
ifade edilmistir;

e Yagdegeri g/ 100 ml = Okunan yag degeri x 1,02

® Yagdegeri g/ 100 g = Okunan yag degeri x 1,02/ 1,028
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Not 1. 1,02; 40 °C sicaklikta yagin kapladigi hacimdeki azalmay1 diizeltmek igin

kullanilan faktor.

Not 2. Tekrar edilebilirlik: iki 6rnek arasindaki fark 0,05 g/ 100 ml(g) dir (Anonymous,
2000a).

4.10.3. Protein tayininin yapilmasi1 (BS EN ISO 8968- 1: 2002; Azot icerigi tayini-
Kjeldahl metodu)

Temiz ve kuru bir Kjeldahl balonuna 5 ila 10 kaynama tagi, 15,0 g potasyum
siilfat, 1,0 ml bakir (I) siilfat ¢ozeltisi, 0,1 mg hassasiyetle tartilmis yaklasik 5 ml + 0,1
ml test 6rnegi ve 25 ml siilfirik asit konulmustur. Kjeldahl balonu igerigi ile birlikte,
balonun borusuna ulasacak bir kopilirmeye izin vermeyecek sekilde bir 1s1 ayan ile
isitilmistir. Bu 1sitma  islemi, yaklasitk 20 dakika sonra balonda beyaz duman
goriiliinceye kadar devam ettirilmistir. Isitic1 ayari, en yiiksek 1sitic1 sicaklik ayarinin
yarisina getirilmis ve 1sitmaya 15 dakika devam edilmistir. 15 dakikalik siire sonunda 1s1
ayart en yiiksek 1sitic1 sicaklik ayarina getirilmistir. Yakilan icerik berraklasinca (berrak
acik yesil- mavi renkte) kaynatma islemi en yiiksek 1sitict sicaklik ayarinda 1 ila 1,5 saat

siirdiiriilmiigtiir.

Yakma sonunda, yakilan 6rnegin berrak ve yanmamis herhangi bir madde
kalmamis olmasina dikkat edilmistir. Ornek, acik bir kapta ve cekerocak altinda
yaklagik 25 dakika birakilarak oda sicakligina kadar sogutulmustur. 25 dakikanin
sonunda Ornek, sivi ya da dibinde birkag¢ kii¢iik kristalin bulundugu bir sivi haline
gelmistir. 500 ml’ lik Kjeldahl balonuna 300 ml su ilave edilmistir. Balon igerigi,
kristaller tamamen eriyinceye kadar karistirllmistir. 5- 10 tane kaynama tasi ilave

edilmistir. Distilasyon 6ncesinde karisim oda sicakligina sogumasti i¢in bekletilmistir.

75 ml sodyum hidroksit ¢ozeltisi, balonun boynundan yavasca akitilarak ve
balonun dibinde bir tabaka olusturacak sekilde Kjeldahl balonundaki seyreltilmis

yanmis Ornek iizerine ilave edilmistir. Iki ¢ozelti arasinda net bir tabaka olusmasi
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saglanmistir. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edilir edilmez Kjeldahl balonu hizli bir
sekilde distilasyon cihazina baglanmistir. Yogunlastiricinin ¢ikis ucundaki boru, igcinde
50 ml borik asit ¢ozeltisi bulunan erlenin igine daldirilmis, Kjeldahl balonu, i¢indeki
cozeltiler de aralarindaki tabaka kaybolup cozeltiler tamamen karisacak sekilde
kuvvetlice karistirilmistir. Balon yakma cihazina konmus ve yakma cihazi, karigimi
kaynatmak icin yeterince yiiksek olan bir sicakliga ayarlanarak acilmistir. Diizensiz
(sicramalar olan) kaynama baslayincaya kadar distilasyona devam edilmis ve diizensiz
kaynama oldugu gibi 1sitic1 kapatilarak Kjeldahl balonu sistemden cikarilmistir. Cikis
borusunun i¢i ve dist su ile calkalanip calkalanan su erlende toplanmis ve

karistirtlmagtir.

Erlenin icerigi, otomatik biiret yardimiyla hidroklorik asit ile titre edilmistir. pH,
titrasyonun bitis noktasinda titrasyon egrisinin en iist noktasinda 4,6’ ya ulasir. Bu

noktada otomatik titratérde sarfedilen kimyasal miktar1 okunmustur.

Kor ornekler de, test 6rnekleri i¢in kullanildigi gibi, ayn1 hidroklorik asit ile ve
otomatik biiret yardimu ile titre edilmistir. Test, yukarida {iriin 6rnegi icin aciklandigi
gibi yapilmistir ancak burada ornek yerine 5 ml su ve yaklasik 0,85 g sakkaroz

kullanilmigtir. Kor test i¢in degerler kaydedilmistir.

Test 6rneginin azot igerigi, wy, asagidaki esitlik yardimi ile hesaplanmigtir:

1,4007 x (V. Vb) x M,

m

WN ornegin azot icerigidir, kiitlede yiizde oran olarak ifade edilir;

Vs deneyde kullanilan hidroklorik asitin mililitre olarak sayisal degeridir,

0,05 ml hassasiyet ile ifade edilir;
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Vo kor testte kullanilan hidroklorik asitin mililitre olarak sayisal degeridir,
0,05 ml hassasiyet ile ifade edilir;
M. hidroklorik asitin tam molarite degeridir, dort desimal olarak ifade edilir;

m test 6rneginin gram cinsinden agirhigidir, 0,1 g hassasiyetle ifade edilir.

Test Orneginin ham protein igerigi, w,, asagidaki esitlik yardimi ile

hesaplanmuistir:
wp=wnX 6,38
Burada;
Wp Ornegin ham protein igerigi, kiitlede ylizde oran olarak ifade edilir;

WN Ornegin azot igerigi, kiitlede yiizde oran ve dort desimal olarak ifade

edilir;

6,38 azot icerigini, ham protein icerigi olarak ifade edebilmek icin genel

olarak kabul gérmiis katsayidir (Anonymous, 2001).

4.10.4. Viskozite tayini

a. Kullamilan malzemeler;

- Viskozite 6l¢lim hunisi (2,5 mm c¢apl akis ucuna sahip Bosvik hunisi),
- Cam kapak (en az huni dis cap1 kadar genis),
- Sicaklig1 10 °C = 3 °C’ de korunabilen oda/ ortam,

- Kronometre
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b. Analizin gerceklestirilmesi;

- 10 °C sicaklikta muhafaza edilen viskozite Ol¢lim hunisi, diizenegi {izerine
yerlestirilmistir,

- Analizi yapilacak ayran 6rnegi 7 kez basasagi getirilip diizeltilerek homojen hale
getirilmistir,

- Huninin deligi parmak ile kapatilarak huninin i¢i ayran 6rnegi ile doldurulmustur,

- Diiz cam kapak, huninin kenarindan kaydirilarak huninin {izeri tamamen
kapatildiktan sonra parmak huninin deliginden ¢ekilmistir,

- Olgiimde kullanacak olan kronometre sifirlanip huninin iistiindeki cam, yatay yonde
hizla ¢ekilirken kronometre de ¢alistirilmistir,

- Huni icindeki ayranin tamamu bittigi anda kronometre durdurulmus ve gecen siire

saniye cinsinden viskozite degeri olarak kaydedilmistir (Anonymous, 2000b).

4.10.5. Serum ayrilmasi kontrolii

Serum ayrilmasinin kontrolii icin homojen hale getirilmis ayran 6rnekleri 10 °C’
lik ortamda sabit hacimli dereceli kaplara esit hacimde (500’ er ml) konmustur. Ayran
orneklerindeki serum ayrilmasi 24 saat sonunda kontrol edilmistir. Dogrulama ve ikinci

bir kontrol anlaminda 48 saat sonunda da kontrol yapilmistir (Anonymous, 2000c).

4.10.6. Duyusal degerlendirme

Ayranlarin  duyusal degerlendirmesi yedi Kkisilik panelist grubu ile
gerceklestirilmistir. Panelist grubu, duyusal analizler konusunda egitimli ve diizenli

ayran tadim yapan kisilerden olusturulmustur. Duyusal degerlendirmede goriiniim,
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kivam ve tat/ koku ozellikleri dikkate alinmistir. Bu 6zelliklerin degerlendirme

parametreleri Tablo 15’ de verilmistir.

Tablo 15. Duyusal degerlendirme kriterleri (Anonymous, 2006)

Goriiniim Kivam Tat/ Koku Not
Homojen, parlak goriiniim Akic1 kivamda Tipik aroma ve 5
kokuya sahip,
Karakteristik renkte Homojen
Taze, karakteristik
Damakta dolgun his tatta
Faz ayrilmasi/ serum | birakan

ayrilmast yok: < 2g ( ya da

ml)
3
Uriine 0 ve 5 puan verilmediginde ve ayranin 6zellikleri 5 puan 6zelliklerine
yakin oldugu taktirde degerlendirmede 3 puan verilir.
Anormal renk ve goriiniim Homojen olmayan, Anormal, alisildik 0
diizensiz yapida olmayan, hos olmayan
Gaz olusumu koku
Sulu
Maya ya da kiif olusumuna Kotii tat (kokmus,
benzer goriiniim Cok koyu kivamly/ acimig, bayat, garip,
akigkan olmayan kiiftimsii, mayams1)

Cokmiis, pthtilagsmis
Topak topak, piitiirlii Cok asidik, ¢ok eksi

Faz ayrilmasi olmus

Tablodan da anlasildig1 gibi degerlendirmede alisildik ayran tanimi (5 puan) ve
bunun tam aksi olan tanimlar (O puan) netlestirilmistir. Bu tanimlarin arasinda kalan ve
ayranin Ozelliklerinin 5 puan tanimlamalarina daha yakin olmasi (tespit edilen eksiklik
ve/ veya kusurlar ayranmin tiikketimi i¢in kabul edilmez, olumsuz bir durum teskil

etmediginde) 3 puan ile ilgili tanimi olusturmustur. Herhangi bir 6zellikle ilgili genel
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degerlendirme puan1 belirlenirken ortalama alinmamis, sozkonusu Ornegin

degerlendirilen 6zelligi ile ilgili en diisiik puan degerlendirme puani olarak alinmistir.

4.11. Istatistiki degerlendirme

Arastirmada  Uretilen ayranlarin  fizikokimyasal degerlerinin istatistiki
degerlendirmesinde Varyans analizi ve Duncan testi yapilmistir. Varyans analizi ve

Duncan testi, SPSS bilgisayar programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

5.1. izole edilen ve tamimlanan laktik asit bakterileri

Calismada 45 yogurt drneginden izole edilen, Gram (+), katalaz (-) oldugu teyit
edilen ¢ubuk ve kok bakterilerin (toplam 24 tane) izolatlar1 hazirlanmigtir. Bu bakteri

izolatlarinin tanimlamasi1 API 50 CHL ve API 20 Strep test kitleri ile yapilmistir.

Yogurt ve ayrana 0zgii LAB (Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus) AP1 50 CHL test kitleri ile tanimlanmistir. Tanimlanmig
olan 24 izolat ile ilgili bilgiler Ek 3’ de verilmistir. API 50 CHL ile tanimlanmis
bakterilere ait reaksiyon tablolar1 Ek 4 ve API 20 Strep ile tamimlanmis bakterilere ait

reaksiyon tablolar1 Ek 5’ de verilmistir.

5.2. LAB izolatlarimin EPS iiretim miktarlar:

Tanimlama sonucunda fermente siit iiriinleri kiiltiirlerinde kullanildig: bilinen 22
bakteri izolatimn EPS iiretim miktarlarim belirlemek iizere analiz yapilmistir. Elde
edilen EPS miktarlari, kiiltiir hazirlamada kullanilacak yogurt ve ayrana 6zgii bakteri
izolatlarinin secilmesinde kullamilmistir. Bakteri izolatlarimin EPS iiretim miktarlart

Tablo 16 da verilmistir.
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Tablo 16. Bakteri izolatlarinin EPS iiretim miktarlari

No | Bakteri izolati EPS iiretim miktar (g/ L)
1 M7 35,00
2 M9 33,81
3 M5 32,46
4 MI12 31,51
5 M2 31,47
6 M3 31,43
7 M6 31,41
8 M8 30,70
9 M1 30,69
10 MRS 30,82
11 MR2 30,60
12 MR15 30,55
13 MR4 30,49
14 MRI1 30,39
15 MR 14 30,22
16 MRS 30,16
17 MR3 30,14
18 MR6 30,03
19 MR9 29,97
20 MR12 29,66
21 MR10 29,48
22 MR7 28,94

Genel olarak bu suslarin iirettigi EPS miktari, agsagida aciklanan daha onceki
caligmalardaki degerler ile karsilastirlldigt zaman daha yiiksek olarak tespit
edilmislerdir. Streptococcus thermophilus’ un EPS miktar1 0,03 g/ L gibi diisiik
miktarlardan (Cerning ve ark., 1988) 890 mg/ L’ ye kadar (Escalante ve ark., 1998) ve
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Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus’ un EPS miktar1 da 0,06- 0,15 g/ L arasinda
degismektedir (Cerning, 1995; Cerning ve ark., 1986).

Buna karsin arastirmamizda elde edilen EPS miktarlari, Shihata ve Shah (2002)

calismasindaki tekli ve kansik kiiltiirlerin EPS miktarlar ile benzerlik gostermektedir.

Shihata ve Shah (2002) tarafindan elde edilen EPS miktarlar1 Tablo 17’ de verilmistir.

Tablo 17. Tekli ve karisik kiiltiirlere ait EPS miktarlar1 (Shihata ve Shah, 2002)

Kiiltiir ad1 (Tekli ve/ veya karisik) EPS miktar (g/ kg)
ABT*-1 30,1 £3,6
ABT-1 + LB 2501 34,1 +£34
ABT-1 +LB 2515 36,1 £4,5
ABT-4 27,6 £3,6
ABT-4 + LB"2501 32,7£3,1
ABT-4 + LB 2515 35,6 £1,2
Mix starter kiiltiir® 30,1 £0,8
Mix + LB 2501 28,8+1,9
Mix + LB 2515 36,4 £2,0
“ABT= L. acidophilus, Bifidobacterium sp. ve S. thermophilus.
°LB= L. delbrueckii ssp. bulgaricus.

‘Mix starter kiiltiir= S. thermophilus 2002, L. acidophilus 2415 ve Bifidobacterium 20210.

LAB tarafindan {iiretilen EPS verimi aym1 zamanda besin ortaminin bilesimine
(karbon ve nitrojen) ve organizmalarin gelisme sartlarina (De Vuyst ve Degeest, 1999)
baghdir. Bu ¢alismada kullanilan besin ortamlari tamamen standard tutulmustur. Bu
sebeple elde edilen degerler LAB izolatlarinin aym sartlardaki EPS iiretim yeteneklerini
gbrmemizi saglamistir. Maksimum ve minimum degerler ve yukarida da belirtilmis olan
veriler de dikkate alindiginda, ¢aligmada izole edilen izolatlarin genel olarak EPS

verimlerinin oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir.
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5.3. Ayran orneklerinin fizikokimyasal ozellikleri

Calismada iretilen ayran Orneklerinin yagsiz kuru madde (YKM), yag,
viskozite, protein, pH ve serum ayrilmasi degerlerini tespit etmek {izere analizler

gerceklestirilmistir. Analizler, ayranlarin tiretiminden 24 saat sonra gerceklestirilmistir.

5.3.1. Ayran orneklerinin vizkozite degerleri

Calismada hazirlanan ayranlara ait viskozite degerleri, sabit hacimdeki ayranin
2,5 mm agiz capina sahip huniden akis hizinin saniye cinsinden Olciilmesi ile tespit

edilmistir. Elde edilen viskozite degerleri Tablo 18’ de belirtilmistir.
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Tablo 18. Ayran 6rnekleri viskozite degerleri (saniye)

Kiiltiir EPS iiretim Viskozite
Kiiltiir ad1 |  Kiiltiirdeki bakteri izolatlar
no miktart degeri
S. thermophilus+ L. delbrueckii
1 M3+MR4 Orta+L. lactis
ssp. lactis 155,00
. thermophilus+ L. delbrueckii
2 M1+MR9 Diisiik+Orta
ssp. bulgaricus 143,00
. thermophilus+ L. delbrueckii
3 MI+MR7 Diisiik+Diisiik
ssp. bulgaricus 133,00
. thermophilus+ L. delbrueckii
4 M3+MR7 Orta+Diisiik
ssp. bulgaricus 105,00
. thermophilus+ L. delbrueckii
5 M1+MR5 Diisiik+Yiiksek
ssp. bulgaricus 90,00
. thermophilus+ L. delbrueckii
6 M3+MR5 Orta+Yiiksek
ssp. bulgaricus 75,00
. thermophilus+ L. delbrueckii
7 M74+MR7 Yiiksek+Diisiik
ssp. bulgaricus 71,00
. thermophilus+ L. delbrueckii
8 M7+MR9 Yiiksek+Orta
ssp. bulgaricus 70,00
. thermophilus+ L. delbrueckii
9 M7+MR5 Yiiksek+Yiiksek
ssp. bulgaricus 63,00

degeri Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis ile Streptococcus thermophilus’ un bire bir
karisimi ile olusturulmus 1 numaral kiiltiir ile hazirlanan ayranda tespit edilmistir. Bu
sonug; standart ayran tanimina uygun bir kiiltiir olmamakla birlikte, kiiltiir hazirlamada

kullanilan LAB izolatlariin birlikte olusturduklar1t EPS miktar ve/ veya kalitesinin iiriin

viskozitesinin yiiksek olmasi yoniinde etki ettigini gostermektedir.

Tablodan da agik¢a goriildiigii gibi, elde edilen ayranlarda en yiiksek viskozite
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Bu (1 numarali) kiiltiir ile elde edilen ayran viskozite degerini, EPS iiretim
miktar diisiik ve/ veya orta olan LAB izolatlarinin karisimiyla hazirlanan diger kiiltiirler

kullanilarak tiretilmis ayranlarin viskozite degerleri izlemistir.

Ayran ornekleri viskozite degerlerindeki diisiisiin grafik tizerinde ifadesi Sekil

14’ de verilmistir.
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MI+MRS
M3+MRS
M7+MR?
MMMRS
M7+MRS

Kiltar koembimasyonlamn

Sekil 14. Ayran kiiltiir kombinasyonlarn ve viskozite degerleri (saniye)

Kiiltiir hazirlamada kullanilan Streptococcus thermophilus izolatlarinin iiretmis
olduklar1 EPS miktan arttikca, bu izolatlarin dahil edildikleri kiiltiirler ile iiretilen
ayranlarin viskozitelerinin diistiigii gozlenmistir. En diisiik viskozite degeri en yiiksek
miktarda EPS iireten Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve Streptococcus
thermophilus izolatlariin karigimi ile hazirlanmis kiiltiir ile {iretilen ayranda elde

edilmistir.
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Bu tespitler, bakteri izolatlarinin bireysel EPS iiretim miktar ve/ veya kalitesinin,
kiiltiir kombinasyonlar1 halindeki EPS iiretimlerinden farklilik gosterebilecegini akla

getirmistir.

Izolatlarin EPS iiretim miktarlar1 dikkate alarak hazirlanan Kkiiltiirler ile
tiretilmis ayranlarin viskozite degerlerindeki farkliliklarin belirlenmesi igin varyans

analizleri yapilmistir. Yapilan varyans analizine ait degerler Tablo 19’ da verilmistir.

Tablo 19. Ayran 6rnekleri viskozite degerlerine ait varyans analiz tablosu

Serbestlik Kareler Kareler Frekans (F) |P
derecesi Toplami Ortalamasi
(SD) (KT) (KO)
Genel 17 19670,444
Kiiltiirler 8 19640,444 2455,056 736,517 0,000%*
Hata 9 30,000 3,333
Kiiltiirlerin, ayranlarin viskozite degerleri iizerindeki etkisini belirlemek

amaciyla yapilan varyans analizi sonucunda; kiiltiirlerin ayranlarin viskozite degeri

tizerine p< 0,01 diizeyinde 6nemli derecede etkide bulundugu belirlenmistir.

Onemli bulunan varyasyon kaynaklar1 arasindaki farkliliklari belirlemek

amactyla Duncan Testi yapilmistir. Yapilan Duncan Testi sonucuna gore Ornekler

arasindaki farkliliklar Tablo 20” de gosterilmistir.
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Tablo 20. Ayran 6rnekleri viskozite degerleri Duncan testi analiz sonuglar

Kiiltiirler Ortalama
9 63 A
8 70 B
7 71 BC
6 75 C
5 90 D
4 105 E
3 133 F
2 143 G
1 155 H

Buna gore orneklerin viskozite degerleri agisindan 8 ve 7 numarali 6rneklerle 6
ve 7 numarali 6rneklerin kendi aralarinda benzer olduklari, diger Orneklerin ise

tamamen farkli gruplarda yer aldiklar tespit edilmistir.

9 numaral kiiltiir, en yiiksek miktarda EPS iireten LAB’ den olusturulmusg
olmasina ragmen, bu kiiltiir ile iiretilen ayranin en diisiik viskoziteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu tespit, LAB izolatlarinin tek baslarina EPS iiretim miktarlarinin yiiksek
olmasinin iiretimlerinde kullanildig1 ayranlarin viskozitesini yiikseltecegi sonucunun
cikarilamayacagini gostermistir. S6z konusu tespit van Marle ve Zoon (1995) tarafindan
yogurtlar iizerinde gerceklestirilen arastirmada oldugu gibi fermente siit {iriinlerinin
viskozitesi ve EPS konsantrasyonu arasinda acik bir iliski bulunmadigi sonucuyla

benzerlik gostermektedir.

Daha once de belirtildigi gibi, bu calismada ayran Orneklerinin iiretilmesinde
LAB izolatlarinin bire bir karistmindan olusan kiiltiirler kullanilmistir. liskili olarak,
kiiltiirlerde LAB izolatlarinin birbirleri ile etkilesimlerinin bir sonucu olarak farkli yap1
ve/ veya miktarda EPS iiretmis olabildikleri ve bunun da iiriin viskozite ve YKM
degerlerinde beklenen paralelligin  gorillmemesine sebep olabilecegini akla

getirmektedir. Bu diisiince, yeni caligmalar ile dogrulanmasi gerektigi bildirilmis
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olmakla birlikte, Bouzar ve ark. (1997)° nin c¢alismasindaki yorum ile paralellik

gostermektedir.

5.3.2. Ayran orneklerinin yagsiz kuru madde degerleri

Calismada hazirlanan ayranlara ait YKM degerleri, ISO 6731’ e (Anonymous,
1989) uygun olarak belirlenen toplam kuru madde degerinden (TKM) Gerber metoduna
gore tespit edilen yag degeri c¢ikarilarak elde edilmistir. Elde edilen YKM degerleri
Tablo 21’ de belirtilmistir.
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Tablo 21. Ayran 6rnekleri YKM degerleri (g/ 100 g)

YKM
Kiiltiir no | Kiiltiir adi1 | Kiiltiirdeki bakteri izolatlar1 | EPS tiretim miktar
degeri
S. thermophilus+ L.
1 M3+MR4 Orta+L. lactis
delbrueckii ssp. lactis 6,92
S. thermophilus+ L.
2 M1+MR9 Diisiik+Orta
delbrueckii ssp. bulgaricus 6,83
S. thermophilus+ L.
3 M1+MR7 Diisiik+Diisiik
delbrueckii ssp. bulgaricus 7,03
S. thermophilus+ L.
4 M3+MR7 Orta+Diisiik
delbrueckii ssp. bulgaricus 7,12
S. thermophilus+ L.
5 M1+MR5 Diisiik+Yiiksek
delbrueckii ssp. bulgaricus 7,10
S. thermophilus+ L.
6 M3+MR5 Orta+Yiiksek
delbrueckii ssp. bulgaricus 6,96
S. thermophilus+ L.
7 M7+MR7 Yiiksek+Diisiik
delbrueckii ssp. bulgaricus 7,14
S. thermophilus+ L.
8 M7+MR9 Yiiksek+Orta
delbrueckii ssp. bulgaricus 6,96
S. thermophilus+ L.
9 M7+MR5 Yiiksek+Yiiksek
delbrueckii ssp. bulgaricus 7,10

Ayran Orneklerine ait YKM degerleri incelendiginde, elde edilen YKM degerleri
ile bakteri suslarinin EPS {iiretme yeteneklerinin paralellik gostermedigi diisiiniilmiistiir.
Bu yoruma iliskin veriler, YKM degerlerinin gorsel olarak da ifade edildigi Sekil 15 ile

daha net goriilebilmektedir.



78

2 % & & & & =2 & =
Kialtir kombimasyonlan

Sekil 15. Ayran kiiltiir kombinasyonlarn ve YKM degerleri (g/ 100 g)

Grafikten de goriildiigi gibi, Diisik + Orta kombinasyonlari olan 2 ve 4
numarali kiiltiirler ile iiretilmis olan ayranlarin YKM degerleri arasinda dikkat ¢ekici bir

farklilik s6z konusudur.

Orta + Yiiksek kombinasyonlari olan 6 ve 8 numarali kiiltiirler ile iiretilmis olan

ayranlarin YKM degerleri 6,96 g/ 100 g olarak tespit edilmistir.

Diisiik + Yiiksek kombinasyonlar1 olan 5 ve 7 numaral kiiltiirler ile iiretilmis
olan ayranlarin YKM degerlerinin de birbirlerine, analizlerdeki tekrarlanabilirlik
limitinde (£ 0,05 g/ 100 g), ¢cok yakin oldugu tespit edilmistir. Buna benzer/ yakin bir
durum, Yiiksek + Yiiksek kombinasyonu olan 9 numarali ve diisilk + diisiik

kombinasyonu olan 3 numarali kiiltiire ait ayran drneklerinde de s6z konusudur.

Bu sonuclar, daha once de belirtildigi gibi, kiiltiirleri olusturan LAB izolatlarinin
tek baslarina EPS iretim yetenekleri ile, izolatlarin kiiltiir icinde ve farkli besin
ortaminda EPS yeteneklerinin degistigini ve bunun da YKM gibi ayran fizikokimyasal

ozellikleri iizerinde belirleyici oldugunu diisiindiirmektedir.
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zolatlarin EPS iiretim miktarlart dikkate alinarak hazirlanan kiiltiirler ile

tiretilmis ayranlarin  YKM degerlerindeki farkliliklarin belirlenmesi igin varyans

analizleri yapilmistir. Yapilan varyans analizine ait degerler Tablo 22’ de verilmistir.

Tablo 22. Ayran 6rnekleri YKM degerlerine ait varyans analiz tablosu

Serbestlik Kareler
Kareler
derecesi Ortalamasi Frekans (F) |P
Toplami (KT)
(SD) (KO)
Genel 26 0,277000
Kiiltiirler 8 0,273000 0,0341000 131,543 0,000%*
Hata 18 0,004667 0,0002593

Kiiltiirlerin ayranlarin YKM icerigi iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla

yapilan varyans analizi sonucunda, kiiltiirlerin ayranlarin YKM igerigi tizerine p< 0,01

diizeyinde 6nemli derecede etkide bulundugu belirlenmistir.

Farkli kiltiir kullanmmina baglh olarak, ayranlarin YKM igerikleri arasindaki

farkliliklar1 belirlemek amaciyla Duncan Testi yapilmistir. Yapilan Duncan Testi

sonucuna gore ornekler arasindaki farkliliklar Tablo 23’ de gosterilmistir
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Tablo 23. Ayran 6rnekleri YKM degerleri Duncan testi analiz sonuglart

Onemlilik
Kiiltiirler Ortalama
degeri

2 6,83 |A

1 6,92 B

6,96 C

6,96 C

7,03 D

7,10 E

7,10 E

7,12 EF

N B O | W o] N

7,14 F

Duncan Testi sonuglarinda; orneklerin YKM degerleri bakimindan aralarindaki
farklilik; 6 ve 8 numarali kiiltiirler icin kendi aralarinda, 5, 9 ve 4 numaral kiiltiirler i¢in
de kendi aralarinda 6nemsiz (p> 0,05) diizeyde bulunmustur. Bu iki grubun kendi
aralarinda ve tiim diger kiiltiirler (2, 1, 3, 7 numarali kiiltiirler) ile aralarindaki farkliligin

ise p< 0,01 diizeyinde 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Bu sonuglardan yola cikarak ayran oOrneklerinin YKM icerigi ve viskozite
degerleri arasindaki iligki olup olmadig1 da degerlendirilmistir. Buna gore Lactobacillus
delbrueckii ssp. lactis ile iretilen ayran hari¢ tutuldugunda, 2 numarah kiiltiir ile
tiretilen ayran en yiiksek viskoziteye sahip (143 s) iken, bu ayran aym1 zamanda YKM
degeri en diisiik (6,83 g/ 100 g) olan ayran olarak belirlenmistir. Duncan Testine gore
benzer grupta yer alan 6 ve 8 numarali kiiltiirlere ait ayranlarin YKM degerleri, en
diisik YKM degerine sahip olan 2 numaral: kiiltiire ait ayranin YKM degerinden 0,13
g/ 100 g daha fazla olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte, bu ayranlarin viskozitesi 2
numarali kiiltiir ile iiretilen ayran viskozitesinin neredeyse yarisi kadar olmustur (143 s
kars1 75 s ve 70 s). Yine Duncan Testine gore YKM degerleri acisindan benzer grupta

yer alan 5, 9, 4 numarali kiiltiirlere ait ayranlarin YKM degerleri ile viskozite degerleri
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paralellik gostermemistir (7,10 g/ 100 g/ 90 sn, 7,10 g/ 100 g/ 63 sn, 7,12 g/ 100 g/ 105
sn). Bu da kiiltiirdeki izolatlarin birlikte calistiklarinda siit bilesenlerini (laktoz) farkl
miktarlarda kullanarak farkli miktar ve yapida EPS iireterek iiriinlerde farkli viskozite
degerlerinin olusmasini sagladigim diisiindiirmiistiir. Ozellikle ayran iiretiminin icerdigi
karistirma/ kirma islemi, olusan jeli parcalar halinde serumda dagittig1 i¢in proteinlerle
etkilesimi desteklemis olabilecegi diisiiniilmiistir. Bu diisiince farkli aragtirmacilarin
elde ettikleri sonuglar ile paralellik gostermektedir (Potanin, 1991, Potanin ve Uriev,
1991). Ayn sekilde Bouzar ve ark. (1997) da karisik suslu kiiltiirlerde EPS’ in ¢ok daha
hizli iretildigini ve bunlarin seker kompozisyonlarinin tekli saf kiiltiirlerle elde
edilenden farkli oldugunu bildirmislerdir. Bir diger diisiince de; EPS’ in enzim etkisi ile
degisime ugramasi sonucu miktarinin azalmasinin kuru maddede degisiklik seklinde
ortaya cikmis olabilecegidir. De Vuyst ve ark. (1998) ve Cerning ve ark. (1988)

tarafindan yapilan arastirma sonuclan da bu diisiinceyi desteklemektedir.

Elde edilen bu YKM degerleri ile ilgili olarak bir de ekonomik ayran iiretebilme
olasiliginin olabilecegi diisiiniilmiistiir. Calismamizda ayran oOrnekleri 6,2 g/ 100 g
YKM degerine ayarlanarak iiretilmislerdir. Bu ¢alismada hazirlanan ayran orneklerinin
yagsiz kuru madde degerleri hedeflenen degerden ve dolayisiyla TS 3810
standardindaki (Anonymous, 1982) tam yagl ayrana 6zgii YKM degerinden (% 6,0)
yiiksek olarak tespit edilmistir. Bu durumun EPS iiretim miktarlariyla alakali oldugu
disiiniilmiistir. Bu da c¢alismamizda oldugu gibi yiiksek miktarda EPS {iretim
yetenegindeki LAB kiiltiirleri ile fizikokimyasal degerler acisindan standartlara uygun
ve istenen duyusal Ozelliklere sahip ayran tiretimi ile ilgili alternatif calismalarin

yapilabilecegini akla getirmistir.
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5.3.3. Ayran orneklerinin yag degerleri

Calismada hazirlanan ayranlara ait yag degerleri, Tablo 24” de belirtilmistir.

Tablo 24. Ayran ornekleri yag degerleri (g/ 100 g)

Kiiltiir EPS iiretim Yag
Kiiltiir ad1 | Kiiltiirdeki bakteri izolatlari
no miktart degeri
S. thermophilus+ L. delbrueckii
1 M3+MR4 Orta+L. lactis
ssp. lactis 2,18
S. thermophilus+ L. delbrueckii
2 MI1+MR9 Diisiik+Orta
ssp. bulgaricus 2,22
S. thermophilus+ L. delbrueckii
3 | MI1+MR7 Diisiik+Diigiik
ssp. bulgaricus 2,21
S. thermophilus+ L. delbrueckii
4 M3+MR7 Orta+Diisiik
ssp. bulgaricus 2,18
S. thermophilus+ L. delbrueckii
5 M1+MR5 Diisiik+Yiiksek
ssp. bulgaricus 2,18
S. thermophilus+ L. delbrueckii
6 M3+MR5 Orta+Yiiksek
ssp. bulgaricus 2,18
S. thermophilus+ L. delbrueckii
7 M74+MR7 Yiiksek+Diisiik
ssp. bulgaricus 2,13
S. thermophilus+ L. delbrueckii
8 M7+MR9 Yiiksek+Orta
ssp. bulgaricus 2,18
S. thermophilus+ L. delbrueckii
9 M7+MR5 Yiiksek+Yiiksek
ssp. bulgaricus 2,13

Tablodaki yag degerleri incelendiginde, 9 6rnekten 5 tanesinde tespit edilen 2,18
g/ 100 g ortalama bir deger olarak ele alindiginda geri kalan diger tiim degerlerin

analizlerdeki tekrarlanabilirlik limiti (+x 0,05 g/ 100 g) dahilinde bulundugu
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goriilmektedir. Bu bakis acisiyla ayran 6rneklerine ait yag degerleri arasindaki farklilik

kabul edilebilir simirlarda goriilmektedir. Ancak kiiltiirlerin; iiretimlerinde kullanilan

ayranlarin yag icerigi iizerine etkisini net olarak belirlemek amaciyla varyans analizi

yapilmistir. Varyans analizine ait degerler Tablo 25’ de verilmistir.

Tablo 25. Ayran 6rnekleri yag degerlerine ait varyans analiz tablosu

Serbestlik | Kareler Kareler Frekans (F) |P
derecesi | Toplam1 (KT) | Ortalamasi
(SD) (KO)
Genel 26 0,0206500
Kiiltiirler 8 0,0205900 0,002573000 |694,750 0,000%*
Hata 18 0,0000667 0,000003704

Varyans analizi sonucunda, kiiltiirlerin ayranlarin yag icerigi iizerine p< 0,01

diizeyinde 6nemli derecede etkide bulundugu belirlenmistir.

Kiiltiirlerin ayranlarin yag icerigi lizerine onemlilik diizeyindeki farkliliklart

belirlemek amaciyla Duncan Testi yapilmistir. Yapilan Duncan Testi sonucuna gore

orneklerin gostermis olduklar1 6nemlilik degerleri Tablo 26° da gosterilmistir.
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Tablo 26. Ayran 6rnekleri yag degerleri Duncan testi analiz sonuglart

Kiiltiirler Ortalama
7 2,13 |A
9 2,13 |A
1 2,18 B
4 2,18 B
5 2,18 B
6 2,18 B
8 2,18 B
3 2,21 C
2 2,22 D

Yapilan Duncan Testi sonucuna gére orneklerin yag iceriginde 7 ve 9 numaral
kiiltiirlerin kendi aralarinda ve 1, 4, 5, 6, 8 numarali kiiltiirlerin de kendi aralarinda
onemsiz (p> 0,05) diizeyde etkiye sahip oldugu goézlenmistir. Bu iki grubun birbirleri ve
3 ve 2 kiiltiirleri arasindaki farkliligin ise p< 0,01 diizeyinde 6nemli oldugu tespit

edilmistir.

Ayran orneklerinin yag degerlerini gosteren grafik Sekil 16’ da verilmistir.
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222 2.21

Yag degerler]

M3+MR4
MI+MRS
MI1+MR?
M3+MR?
MI1+MR5
M3+MRS
M7+MR7
M7+MRS
M?+MRS

Kiltir kombinasyonlan

Sekil 16. Ayran kiiltiir kombinasyonlari ve yag degerleri (g/ 100 g)

Grafikten acgik olarak goriildiigii gibi, ayran Orneklerinin yag degerleri
incelendiginde Diisiik + Orta kombinasyonu olan 2 numaral kiiltir (M1+MR9) ve
Diisiik + Diisiik kombinasyonu olan 3 numaral kiiltiir (M1+MR?7) ile iiretilmis ayran
orneklerinde en yiiksek ve benzer (sirasiyla 2,22 ve 2,21 g/ 100 g) yag degerlerinin

oldugu goriilmiistiir.

Bununla birlikte Yiiksek + Diisiik kombinasyonu olan 7 numarali kiiltiir
(M7+MR7) ve Yiiksek + Yiiksek kombinasyonu olan 9 numaral kiiltiir (M7+MRS5) ile
iretilmis ayran orneklerinde en diisiik ve esit (swrasiyla 2,13 g/ 100 g) yag degeri tespit

edilmistir.

Bu kiiltiirlerin disindaki diger kiiltiirler ile iiretilen diger ayranlarda ayni yag

degeri (2,18 g/ 100 g) tespit edilmistir.

Burada LAB izolatlarinin EPS {iiretim miktarlan ile yag degerleri arasindaki
iliskiyi aciklamak c¢ok kolay goriinmemektedir. Bu sonuclar daha ziyade LAB

izolatlarinin bire bir karistirilmig kombinasyonlarindan olusan kiiltiirlerin ayran tiretimi
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sirasindaki fermentasyon boyunca etkilesimleri ve ortaya cikardiklar fizikokimyasal
degisimlerin ayran yag degerleri iizerine etki etmis oldugunu akla getirmektedir. YKM
degerleri ile ilgili degerlendirmede oldugu gibi, kiiltiirdeki LAB izolatlar1 birarada iken
farkli miktarda EPS iireterek kuru madde degerine etki etmis ve bu durumda birim kuru

maddedeki yag oranim degistirmis olmasi olasilig diisiiniilmiistiir.

Madkor ve ark. (2000), laktobasillerin; susa bagh olarak, diisiik de olsa lipolitik
aktivite gosterdikleri i¢in bazi peynir cesitlerinin lipolitik olgunlagsmasinda énemli rol
oynadiklarini bildirmislerdir. Bu bilgi calismamizda elde ettigimiz kiiltiirleri olusturan
LAB’ nin lipolitik 6zellik gostererek ayran orneklerinde daha diisiik yag degerinin elde

edilmesine sebep olmus olabilecekleri de akla getirmektedir.
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5.3.4. Ayran orneklerinin protein degerleri

Calismada hazirlanan ayranlara ait protein degerleri Tablo 27’ de belirtilmistir.

Tablo 27. Ayran ornekleri protein degerleri (g/ 100 g)

Kiiltiir EPS iiretim Protein
Kiiltiir ad1 | Kiiltiirdeki bakteri izolatlari
No miktart degeri
S. thermophilus+ L. delbrueckii
1 M3+MR4 Orta+L. lactis
ssp. lactis 2,34
S. thermophilus+ L. delbrueckii
2 MI1+MR9 Diisiik+Orta
ssp. bulgaricus 2,29
S. thermophilus+ L. delbrueckii
3 | MI1+MR7 Diisiik+Diisiik
ssp. bulgaricus 2,28
S. thermophilus+ L. delbrueckii
4 | M3+MR7 Orta+Diigiik
ssp. bulgaricus 2,33
S. thermophilus+ L. delbrueckii
5 M1+MR5 Diisiik+Yiiksek
ssp. bulgaricus 2,30
S. thermophilus+ L. delbrueckii
6 M3+MR5 Orta+Yiiksek
ssp. bulgaricus 2,21
S. thermophilus+ L. delbrueckii
7 M7+MR7 Yiiksek+Diisiik
ssp. bulgaricus 2,30

S. thermophilus+ L. delbrueckii
8 M7+MR9 Yiiksek+Orta
ssp. bulgaricus 2,25

S. thermophilus+ L. delbrueckii
9 M7+MR5 Yiiksek+Yiiksek
ssp. bulgaricus 2,30




Kiiltiirlerin ayranlarin protein miktar1 iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla

varyans analizi yapilmistir. Yapilan varyans analizine ait degerler Tablo 28’ de

verilmistir.

Tablo 28. Ayran 6rnekleri protein degerlerine ait varyans analiz tablosu

Serbestlik Kareler Kareler Frekans (F) |P
derecesi Toplami Ortalamasi
(SD) (KT) (KO)
Genel 17 0,029250
Kiiltiirler 8 0,025800 0,0032250 8,413 0,002%*
Hata 9 0,003450 0,0003833

Tablodan da goriildiigii gibi; varyans analizi sonucunda kiiltiirlerin ayranlarin

protein miktar1 iizerine p< 0,01 diizeyinde Onemli derecede etkide bulundugu

belirlenmistir.

Kiiltiirlerin ayranlarin protein miktan {izerine onemlilik diizeyindeki farkliliklart

belirlemek amaciyla Duncan Testi yapilmistir. Yapilan Duncan Testi sonucuna gore,

orneklerin gruplandirilmasi Tablo 29’ da gosterilmistir.
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Tablo 29. Ayran 6rnekleri protein degerleri Duncan testi analiz sonuglar

Kiiltiirler Ortalama
6 221 |A
8 2,25 |AB
3 2,28 BC
2 2,29 BCD
5 2,30 CDE
7 2,30 CDE
9 2,30 CDE
4 2,33 DE
1 2,34 E

Buna gore 6rneklerin protein miktarinda 6, 8 numarali 6rnekler kendi aralarinda,
8, 3, 2 numarali ornekler kendi aralarinda, 3, 2, 5, 7, 9 numarali O6rnekler kendi
aralarinda, 2, 5, 7, 9, 4 numarali ornekler kendi aralarinda ve 5, 7, 9, 4, 1 numaral
ornekler kendi aralarinda 6nemsiz diizeyde (p> 0,05 diizeyinde) etkiye sahip oldugu, 6
numarali 6rnek ile 5, 7, 9, 4, 1 numaralh ornekler arasindaki farkliligin ise p< 0,01

diizeyinde 6énemli oldugu tespit edilmistir.

Ayran 6rneklerine ait protein degerlerini gosteren grafik Sekil 17° de verilmistir.
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Sekil 17. Ayran kiiltiir kombinasyonlarn ve protein degerleri (g/ 100 g)

Sekil 17’ den net olarak goriildiigii gibi ayran 6rneklerinin protein miktarlarinda
diger orneklere gore en dikkat cekici farklilik Orta + Yiiksek kombinasyonu olan 6
numarali kiiltiir (M3+MRY) ile iiretilmis ayran orneginde tespit edilmistir. Bu durumun
kiiltiir tarafindan olusturulan EPS yap1 ve miktarindan cok olas1 proteine etki eden
enzim varligindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir (Potanin, 1991; Potanin ve Uriev,
1991).

5.3.5. Ayran oérnekleri pH degerleri

Caligmada hazirlanan ayranlara ait pH degerleri, pH 7,00 ve pH 4,00 standart
cozeltileri ile dogrulugu kontrol edilmis, kalibrasyonu tamam olan, WTW 330 marka
pH metre yardimiyla Olgiilmiistiir. Tespit edilen pH degerleri Tablo 30°. da
belirtilmistir.
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Tablo 30. Ayran 6rnekleri pH degerleri

Kiiltiir EPS iiretim pH
Kiiltiir ad1 | Kiiltiirdeki bakteri izolatlari
No miktart degeri
S. thermophilus+ L. delbrueckii
1 M3+MR4 Orta+L. lactis
ssp. lactis 3,77
S. thermophilus+ L. delbrueckii
2 M1+MR9 Diisiik+Orta
ssp. bulgaricus 3,86
S. thermophilus+ L. delbrueckii
3 MI+MR7 Diisiik+Diisiik
ssp. bulgaricus 4,00
S. thermophilus+ L. delbrueckii
4 M3+MR7 Orta+Diisiik
ssp. bulgaricus 4,26
S. thermophilus+ L. delbrueckii
5 M1+MR5 Diisiik+Yiiksek
ssp. bulgaricus 3,89
S. thermophilus+ L. delbrueckii
6 M3+MR5 Orta+Yiiksek
ssp. bulgaricus 4,00
S. thermophilus+ L. delbrueckii
7 M74+MR7 Yiiksek+Diisiik
ssp. bulgaricus 4,14
S. thermophilus+ L. delbrueckii
8 M7+MR9 Yiiksek+Orta
ssp. bulgaricus 3,90
S. thermophilus+ L. delbrueckii
9 M7+MR5 Yiiksek+Yiiksek
ssp. bulgaricus 4,10

Tablodan da goriildiigii gibi ayran Ornekleri, kiiltiirlerin EPS iiretim yetenekleri

ile iliski kurmamizin zor oldugu, ¢ok farkli pH degerleri gdstermislerdir.

Kiiltiirlerin, ayranlarm pH degeri {izerindeki etkisini belirlemek amaciyla

varyans analizi yapilmistir. Varyans analizine ait degerler Tablo 31’ de verilmistir.
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Tablo 31. Ayran 6rnekleri pH degerlerine ait varyans analiz tablosu

Serbestlik Kareler Kareler Frekans (F) [P
derecesi (SD) | Toplami Ortalamasi
(KT) (KO)
Genel 26 0,575
Kiiltiirler 8 0,573 0,07166 716,583 0,000%*
Hata 18 0,001800 0,0001000

Tablodan da goriildiigi gibi kiiltiirlerin, ayran pH degerleri iizerine p< 0,01

diizeyinde 6nemli derecede etkide bulundugu belirlenmistir.

Kiiltiirlerin ayranlarin pH degeri iizerine onemlilik diizeyindeki farkliliklart

belirlemek amaciyla Duncan Testi yapilmistir. Yapilan Duncan Testi sonucuna gore

ornek gruplar1 Tablo 32’ de gosterilmistir.

Tablo 32. Ayran ornekleri pH degerleri Duncan testi analiz sonuglari

Kiiltiirler

Ortalama

1

3,77 A

3,86 B

3,89 C

3,90 C

4,00

4,00

4,10

4,14

B 9] O O W 0 | N

4,26
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Yapilan Duncan Testi sonucuna gore Orneklerin pH degerleri bakimindan
aralarindaki farklilik; 5 ve 8 numaral kiiltiirler icin kendi aralarinda, 3 ve 6 numarah
kiiltiirler i¢in kendi aralarinda 6nemsiz (p> 0,05) diizeyde bulunmustur. Bu iki grubun
kendi aralarinda ve tiim diger kiiltiirler ile aralarindaki farkliligin p< 0,01 diizeyinde

onemli oldugu tespit edilmistir.

Ayran orneklerinin pH degerlerindeki degisimleri gosteren grafik Sekil 18’ de

verilmistir.
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Sekil 18. Ayran kiiltiir kombinasyonlar ve pH degerleri

Grafikten de net olarak goriildiigii gibi, calismadaki ayranlarin pH degerlerinin
birbirinden tamamen farkli olmasi kiiltirde bulunan izolatlarin laktoz kullanma
yetenekleri ve/ veya simbiyoz etkilesimlerinin laktoz tiiketimlerine nasil etki ettiginin
bir gostergesidir. Bir numaral kiiltiir ile iiretilen ayranin pH degerinin ¢ok diisiik olmasi
kiiltiirii olugturan LAB izolatlarindan bir tanesinin Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis
olmasina baglanmistir. Bunun diginda pH degerlerinin 4,00 ve altina diismiis olmasi
ayran kiiltiirlerinin post asidifikasyonlarinin yiiksek oldugu fikrinin yaninda endiistriyel
iiretim prosesinin sogutma asamasinin laboratuvar sartlarinda aym etkinlik ile

gerceklestirilememe olasiligini akla getirmistir.
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5.3.6. Ayran orneklerinde serum ayrilmasi

Arastirmada hazirlanan ayran 6rnekleri 10 °C’ de 24 ve 48 saat bekletildikten
sonra serum ayrilmasi kontrolleri yapilmistir. Kontrollerde herhangi bir serum ayrilmasi
gozlenmemistir. Bu haliyle 6rneklerin Tongug (2006) tarafindan hazirlanan tam yagh
probiyotik ayranlar ve Koksoy (2003) tarafindan hazirlanan % 30 su katkili tuzsuz
ayranlar ile benzer sonuglar verdigi goriilmektedir. Calismamizdaki ayran 6rneklerinin
gostermis oldugu EPS miktarlari, viskozite, YKM ve yag degerlerindeki farkliliga
ragmen, serum ayrilmasi gozlenmemesinin ayran yapisindaki 6zellikle EPS, protein ve
yag etkilesimiyle ilgili olabilecegi diistiniilmiistiir (Tongug, 2006; Hess ve ark., 1997;
Bhaskaracharya ve Shah, 2000). Ayrica serum ayrilmasi i¢in kontrol periyodunun daha

uzun tutulmasi, bu konudaki yorumu netlestirmek i¢in bir yol olabilir.

5.3.7. Ayran orneklerinin duyusal 6zellikleri

Arastirmamizda, duyusal degerlendirme sirasinda panelistlerin yapmis olduklart

degerlendirmeye ait puanlarin ortalama degerleri Tablo 33’ de verilmistir.
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Tablo 33. Ayran 6rneklerinin duyusal 6zellikleri

Kiiltiir
N Kiiltiir adi | Goriiniim | Kivam | Tat/ Koku Notlar
()
Cok eksi
1 M3+MR4 5 5 3 . .
Peynirimsi tat (bir
panelistin yorumu)
2 M1+MR9 5 5 5 -
3 MI1+MR7 5 5 3 -
4 M3+MR7 5 5 3 Eksi
5 MI1+MR5S 5 5 3 -
6 M3+MR5 5 5 5 -
7 M7+MR7 5 5 5 -
8 M7+MR9 5 5 5 -
9 M7+MR5S 5 5 3 Eksi

Degerlendirmede 2, 6, 7 ve 8 numarali ayran 6rnekleri panelistlerden tam puan
almiglardir. Bu dort 6rnek disindaki 6rnekler tat ve koku bakimindan alisildik ayran tat
ve kokusundan farkli (eksi, peynirimsi, karakteristik olmayan ya da kolay
hissedilmeyen aroma gibi) olarak degerlendirilmis ve bu sebeple daha diisiik puan
almiglardir. Bu puanlamaya ragmen tiim panelistlerin tiim 6rnekler icin ortak goriisii;
kivamin normal ayrana gore daha dolgun ve piitiirsiiz oldugu seklindedir. Ayran
orneklerinin viskozitelerindeki farklilia ragmen panelistler tarafindan herhangi bir
ayran Ornegi kivami digerlerine gore cok koyu ya da cok ince seklinde tanimlanarak
ayrilmamistir. Bu ayranlarin agizda biraktiklart dolgunluk hissinin benzer oldugu
seklinde yorumlanmistir. Ayran kiiltiirleri ile ilgili bu degerlendirme; farkli kiiltiir
kombinasyonlar1 ile yeni denemeler yapilmasi, farkli fermentasyon ve sogutma

sartlarinin saglanmasi, daha yiiksek oranda su ve daha diisiik oranda tuz ilavesi ve daha
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genis gruplar ile duyusal degerlendirme yapilmasi sureti ile begenilen ayran tat ve
kivaminin yakalanabilecegi diisiintilmiistiir. Dogrulama i¢in, program dahilinde bu

degiskenlerin denenecegi yeni caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Ayran Orneklerinin tatlan ile ilgili genel degerlendirme de eksi olmakla birlikte,
ayranlarin geleneksel tiiketim aliskanligindan dolay1 iyi olarak degerlendirilebilecegi
belirtilmistir. Ayrica ayran orneklerinde tuzun ¢ok hissedildigi bu sebeple oraninin biraz
daha diisiik olmasinin da tercih edilebilecegi degerlendirilmesi yapilmistir. Bu da ayran
tiretiminde daha az tuz kullanilarak begenilen ayran tadinin elde edilebilecegini
gostermektedir. Bu 6zelligin, standartlarla da simirlandirilan (TSE 3810 a gore % 1’
den yiiksek olmamalidir) tuz kullanimi konusunda kolaylik saglayacag: diistiniilmiistiir.
Ayran Orneklerinin pH degerleri arasindaki farkliliga ragmen, ayranlarin tatlan ile ilgili
yapilan eksi degerlendirmeden 1 numarali kiiltiir ile tiretilmis ayran 6rnegi cok eksi,
buruk degerlendirmesi ile ayrilmistir. Yine 1 numarali 6rnek ile ilgili bir panelistin
yapmis oldugu agizda peynirimsi bir tat birakiyor yorumu kiiltiirii olusturan izolatlardan

birisinin farkli (Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis) olmasina baglanmistir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu arastirmada ulusal gen kaynaklarimizdan, alisildik 6zellikte standart kalitede
ayran iretimi i¢in uygun kiiltiirler belirlenmesi hedeflenmistir. Hareket noktasi olarak
laktik asit bakterilerinin EPS iiretim miktarlar1 belirlenmistir. Bu amagla geleneksel
yolla elde edilen yogurtlardan uygun metodlarla izole edilen ve tanimlanan LAB
icinden secilen 7 LAB bakteri susunun (3 farkli Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus, 1 Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis ve 3 farkli Streptococcus
thermophilus) bire bir karistirilmasi ile kiiltiirler hazirlanmistir. Hazirlanan kiiltiirler ile

ayranlar {iretilmis ve fizikokimyasal ve duyusal analizleri yapilmistir.

Ik olarak LAB’ nin EPS iiretim miktarlar1 belirlenmistir. Elde edilen EPS
miktarlan 28,94- 35,0 g/ L araliginda tespit edilmistir. Bu su ana kadar yapilan pek cok
calismada (Cerning ve ark., 1988; Escalante ve ark., 1998; Cerning, 1995; Cerning ve
ark., 1986) tespit edilen EPS iiretim miktarindan cok daha yiiksek bir degerdir.
Arastirmamizda elde edilen EPS miktarlar1 Shihata ve Shah (2002) tarafindan elde

edilen degerler ile benzerlik gostermistir.

LAB tarafindan iiretilen EPS verimi, besin ortaminin bilesimiyle de (karbon ve
nitrojen) ilgili oldugu ve organizmalarin gelisme sartlarina (De Vuyst ve Degeest, 1999)
bagh oldugu i¢in, bu faktdrden etkilenmemek amaciyla ¢alismamizda standart besin
ortami (MRS Broth) kullanilarak EPS ekstraksiyonuna gidilmistir. Bu sebeple daha
sonraki ¢alismalarda, standart besin ortaminin yaninda iiriiniin iiretilecegi ortamlarda ve
hatta tek bakteri suslar1 ve hazirlanabilecek kiiltiir kombinasyonlan seklinde de EPS
miktarlarin1 tespit edilmesi Onerilmektedir. Bu sekilde; besin ortami ve bakteri
suglarinin birbirleri ile etkilesimi faktorlerinin EPS iiretimini nasil etkiledigini daha net
gormek acisindan iyi olacaktir. Dolayisiyla EPS iiretim miktarlan ile viskozite ve YKM
gibi temel iiriin 6zellikleri ile kiiltiirlerin EPS iiretim miktarlarn arasindaki etkilesimi

yorumlamak da ¢ok daha kolay olacaktir.

Ayran Orneklerinin viskoziteleri ile ilgili degerlendirme, ayran akisinin “saniye”

cinsinden tespit edildigi degerler tizerinden yapilmistir. En yiiksek viskozite degeri
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Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis ile Streptococcus thermophilus’ un bire bir karigimi
ile olusturulmus 1 numarali kiiltiir ile hazirlanan ayranda tespit edilmistir. Bu sonug;
kiiltiirii olugturan LAB’ nin ve birlikte iirettikleri EPS miktar ve kalitesine bagh olarak
iriin  viskozitesinin etkilendigini diisiindiirmiistiir. Viskozite acisindan kiiltiirde
kullanilan LAB’ sinin standart yogurt ve ayran Kkiiltiiriine ait bir bakteri olup

olmamasinin 6nem tasimadigi goriilmektedir.

Calismada yiiksek EPS iiretim yetenegindeki Streprococcus thermophilus bakteri
izolatlarin1 iceren Kkiiltiirler ile dretilmis ayran Orneklerinin viskozitelerinin diisiik
oldugu tespit edilmistir. En diisiik viskozite degeri de; en yiiksek miktarda EPS iireten
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus izolatlarinin
karisimi ile hazirlanmig kiiltiir ile iiretilen ayranda elde edilmistir. Bu tespitler, bakteri
izolatlarinin bireysel EPS iiretim miktar ve/ veya kalitesinin, kiiltiir kombinasyonlari
halinde ve/ veya farkli besin ortamlarinda degisebilecegini akla getirmistir. Benzer
sekilde; 9 numaral kiiltiir, EPS iiretme yetenegi en yiiksek olan LAB’den olusturulmus
olmasina ragmen, bu kiiltiir ile iiretilen ayranin en diisiik viskoziteye (63 saniye) sahip
oldugu tespit edilmistir. Bu tespit, LAB izolatlarinin tek baslarina EPS {iretim
miktarlarinin  yiikksek olmasinin {iiretimlerinde kullanildigi ayranlarin viskozitesini
yiikseltecegi sonucunun ¢ikarilamayacagim gostermistir. S6z konusu tespit Van Marle
ve Zoon (1995) tarafindan yogurtlar iizerinde gerceklestirilen arastirmada oldugu gibi,
fermente siit iiriinlerinin viskozitesi ve EPS konsantrasyonu arasinda acgik bir iliski

bulunmadig sonucuyla benzerlik gostermektedir.

Ayran Orneklerine ait YKM degerleri incelendiginde de, elde edilen YKM
degerleri ile bakteri izolatlarinin EPS iiretme yeteneklerinin paralellik gostermedigi
tespit edilmistir. Benzer durum; YKM ve viskozite degerleri arasinda da tespit

edilmistir.

Yukanida belirttigimiz savimizla iligkili olarak; kiiltiirlerde LAB izolatlarinin
birbirleri, enzimler ve besin ortami ile etkilesimlerinin bir sonucu olarak farkli yap1 ve/
veya miktarda EPS iiretmis olabildikleri ve bunun da iiriin viskozite ve YKM
degerlerinde beklenen paralelligin goriilmemesine sebep olabilecegini akla getirmistir.

Bazi aragtirmacilarin (Potanin, 1991, Potanin ve Uriev, 1991) elde ettikleri sonuglar ile



99

paralellik gosteren bu tespit, belirtilen degiskenlerin kullanilacagi yeni calismalar ile

netlestirilmelidir.

Bu calismada hazirlanan ayran o©rneklerinin  YKM degerleri; hedeflenen
degerden (6,2 g/ 100 g) yiiksek olarak tespit edilmistir. Bu durumun EPS iiretim
miktarlariyla alakali oldugu diisiiniilmiistiir. Bu da calismamizda oldugu gibi yiiksek
miktarda EPS iiretim yetenegindeki LAB kiiltiirleri ile fizikokimyasal degerler
acisindan standartlara uygun ve istenen duyusal 6zelliklere sahip ayran iiretimi ile ilgili

alternatif ¢calismalarin yapilabilecegini akla getirmistir.

Calismamizdaki ayran degerlerinin ortalamasindan hareketle ve analiz
tekrarlanabilirlikleri dikkate alindiginda ayran Orneklerine ait yag degerleri arasindaki
farklilik kabul edilebilir sinirlarda goriilmektedir. Ancak istatistiksel analiz sonuglarina

gore yag degerleri iizerinde farklilik 6nemli bulunmustur.

Burada YKM degerleri ile ilgili degerlendirmede oldugu gibi kiiltiirdeki LAB
izolatlar1 birarada iken farkli miktarda EPS {iireterek kuru madde degerine etki etmis ve
bu durumda birim kuru maddedeki yag oranmin1 degistirmis olmasi olasiligi akla
gelmistir. Bu sav da YKM ve viskozite icin onerilen ¢alismalar dahilinde incelenebilir.
Farkli bir bakis agisi ile de; kiiltiirdeki LAB’ nin lipolitik 6zellik gosterip gostermedigi

de incelenmesi gereken bir 6zellik olarak goriilmiistiir.

Ayran Orneklerinin protein miktarlarinda diger 6rneklere gore en dikkat cekici
farklilik Orta + Yiiksek kombinasyonu olan 6 numarali kiiltiir (M3+MRY) ile iiretilmis
ayran Orneginde tespit edilmistir. 6 numarali ayran drneginin protein degeri 2,21 g/ 100
g ile en diisiik protein degeri olmustur. Bu durum; kiiltiir tarafindan olusturulan EPS
yapt ve miktarindan cok, proteine etki eden olast enzim varliindan kaynaklanabilir
(Potanin, 1991, Potanin ve Uriev, 1991). Bu sava istinaden daha sonraki ¢aligmalarda

“proteinaz” aktivitesinin de incelenmesi uygun olabilir.

Calismamizda elde edilen ayran 6rneklerine ait pH degerleri, kiiltiirlerin EPS
tiretim yetenekleri ile paralel bir iliski kurmamizin zor oldugu kanisim1 uyandirmistir.
Calismamizda elde edilen pH degerlerinin birbirinden tamamen farkli olmasi; kiiltiirde

bulunan izolatlarin laktoz kullanma yetenekleri ve/ veya simbiyoz etkilesimlerinin
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laktoz tiiketimlerine nasil etki ettiginin bir gostergesidir. 1 numarali kiiltiir ile iiretilen
ayranin pH degerinin ¢ok diisiik olmasi kiiltiirde bulunan Lactobacillus delbrueckii ssp.
lactis bakteri susuna baglanmistir. Ayrica, pH degerlerinin 4,00 ve altina diismiis olmasi
ayran kiiltiirlerinin post asidifikasyonlarinin yiiksek oldugu fikrinin yaninda endiistriyel
firetim isleminin sogutma asamasinin laboratuvar sartlarinda ayni etkinlik ile
gerceklestirilememe  olasiligim  akla getirmistir. Daha sonraki c¢alismalarda,
fermentasyon sonlandirma pH’ s1 yiikseltilip sogutma islemindeki etkinlik arttirilarak
son iirlin pH’ s1 ve daha da onemlisi post asidifikasyon degerlendirilmelidir. Bu, ayran
orneklerinin duyusal degerlendirmelerinde eksiligin Oniine gecebilmek i¢in de titizlikle

uygulanmasi gereken bir nokta olarak diisiiniilmiistiir.

Calismamizda elde edilen ayranlarin tamami ile ilgili, panelistlerin duyusal
degerlendirmedeki ortak goriisii; kivamin iyi olmasi, agizda dolgun ve kremsi his
birakmalar1 olmustur. Bu da, ¢alismamizda kullanilan ve daha onceki ¢aligsmalarda
tespit edilenlere oranla oldukga yiiksek miktarda EPS iirettigi goriilen bakteri suslarinin
yaptya olumlu etkisi olarak diisiiniilmiistiir. Bu diisiince, EPS iiretim miktar1 bu
arastirmadaki bakterilerinkine oranla daha diisiik ve yiiksek olan bakteri suslariyla

tiretilecek iiriinlerin karsilastirllmasi yoluyla desteklenebilir.

Ayran Orneklerininin tat ve kokulari ile ilgili degerlendirmede panelistler; tuzun
cok hissedildigini ve bu sebeple formiilde (formiilde % 0,7 hedeflenmistir) bir miktar
azaltilabilecegini belirtmislerdir. Tiiketim aligkanliklarimiza gore eksi ayranin tercih
edilmesinin, tat konusunda degerlendirme yapilirken algiy1 etkiledigi ancak eksi tat

degerlendirmesinin iiriin pH’ lar1 ile ¢ok da paralel olmadig goriilmiistiir.

Ayran Kkiiltiirleri ile ilgili bu degerlendirme; farkli kiiltiir kombinasyonlart ile
yeni denemeler yapilmasi, farkli fermentasyon ve sogutma sartlarinin saglanmasi, daha
yiiksek oranda su ve daha diisiik oranda tuz ilavesi ve daha genis gruplar ile duyusal
degerlendirme yapilmasi sureti ile begenilen ayran tat ve kivaminin yakalanabilecegi
digiiniilmiistir. Dogrulama igin, program dahilinde bu degiskenlerin denenecegi

calismalar yapmak gerekmektedir.

Ayran Orneklerinin pH degerleri arasindaki farkliliga ragmen, ayranlarin tatlart

ile ilgili yapilan “eksi” seklindeki degerlendirmede, 1 numaral kiiltiir ile iiretilmis ayran
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ornegi ¢cok eksi, buruk degerlendirmesi ile ayrilmistir. Yine 1 numarali 6rnek ile ilgili
bir panelistin yapmis oldugu agizda peynirimsi bir tat birakiyor yorumu kiiltiirii
olusturan izolatlardan Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis olmasina baglanmistir. Bu
kiiltiir, geleneksel yogurt ve ayran kiiltiiriinden farkli bir bakteri susu icermesine ragmen
diger ayranlara gore cok farkli ya da kotii olarak degerlendirilmemistir. Eksi tat ve tuzun

bu degerlendirmede etkisi olmus olabilir.

Arastirmada hazirlanan ayran 6rnekleri 10 °C” de 24 ve 48 saat bekletildikten
sonra serum ayrilmasi kontrolleri yapilmistir. Caligmamizdaki ayran orneklerinin
gostermis oldugu EPS miktarlari, viskozite, YKM ve yag degerlerindeki farkliliga
ragmen serum ayrilmasi gozlenmemesinin ayran yapisindaki ozellikle EPS, protein ve
yag etkilesimiyle ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica serum ayrilmasi i¢in kontrol
periyodununun daha uzun tutulmasi, bu konudaki yorumu netlestirmek i¢in bir yol
olabilir. Bunun disinda YKM ve tuz ile ilgili olarak Onerilen daha fazla su ve daha az
tuz ilavesinin bu yapiyr ve dolayisiyla serum ayrilmasimi arttiracak yonde etki

edebileceginden denenmesinin olumlu olacag diisiincesindeyiz.
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7.2. Ek 2. API 20 Strep analitik profil indeksi

API 20 STREP V6.0 | VP |HIP|ESC|PYRA|AGAL|BGUR|BGAL | PAL |LAP |ADH | RIB |ARA| MAN |SOR | LAC [TRE |INU | RAF | AMD |GLYG|HEM
Aerococcus viridans 1 13 (50 Kly 54 | 33 | 16 [ 37 | 1|5 | 1 KSR 33 70 0l 33| 41|70 | 33 | 1
Aerococcus viridans 2 1517050 el 10 | 20 [ 25 |1 |5 | 5|25 1|35 |2 |70 M 1|5 24| 1 |5
Aerococcus viridans 3 22 [ERIRei 40 48 [ 14 |14 1 |1 2 I 91 | 99 K74 99 [NEN AN
Alloiococcus ofitis 0125 0 glLltE 0O 3 00 [Nl 90 QU gjo0jo|j0j2(0|0(0|0{0
Enterococcus avium 9 L) 99 15 24 1 0 CUN 100 1140115 0 | 1
Enterococcus durans 00 £x3 100| S 32 6 N 9 00 99 RENEFARNI] M0 0|86| 0|18
Enterococcus faecalis 09 FLY 99| 9 | VABNIEIN 99 | 94 98 g 98 92 | 9 0|0 mlE 2 |1
Enterococcus faecium 04 XY 99| 9 42 | 1 90 EeEm 97 | 9 70 18 26| 9 |73 3 | 1
Enterococcus gallinarum 99 (99|100 100 | 9 LEN 99 VM 99 | 99 99 100/ 99 i 100 100 99 |99 2010
Gardnerella vaginalis 0 0] 0 0 1 83 |0 O(46 |61 |0|1)0(0]0|7T3|8& |0
Gemella haemolysans 25 070 0 | 401 | 1|0j2110]5(2|0/0]10] 5 |1
Gemella morbillorum 3 0135 0 [10 |35 LR 4 | 5|01 0|11 |3]1|16]5]|0
Lactococcus factis ssperemonis [EEM 15| 41| 1 |13 | 0 [ 41 | 4 ER 0 |27 |0 |17 | 0 ERLY30| 0 (20125 0 | O
Lactococeus lactis ssp lactis M40 b 35 | 3 | 0 | 35 | 3 EUNELRECE 15|45 | 1 |72 45 m 311
Leuconostoc spp YN 1 (60| 5 |85 o |65 |2 |70|10|37|35| 29| 4 |35|e5|0 42| 11| 0 [0
Listeria spo MRS 0 | 0 | 0 [0 |0 06000 |49KrQ1|1|T72| 0 |26
Abioirophia adiacens Ofo|10glm 0|25 0 |OgEcRO|O(OJO|OJOfO|O]O|O|O]|D
Ablotrophia defectiva 25 RER 99 | 100 ] 00 WY 010 (0] 0|0 EEERLl 5 [ N 0 (0

freptococcus acidominimus 1 EE 413 1 | 66 | 30 |60 18(17(0 |42 |10|70(65|0 |0 |10] O
Streptococcus agalactiae 00| 99 I I I A ; | 999 98 BVNMEEERENINE-TN 87 BUNEEENE-! N
Streptococcus anginosus 00 [t 100 |Eaiy” St (B 99 (100100 BN 99 88 UKL 0 |37

freptococcus bovis | Tl 2 R0 2 | 71| 4 [ 140 02113 Il 100| 90 [Cx§ 90 |100 90
Streptococcus bovis Il 1 95 K 1 17 |0 ol 1 (0 [14] 0|0 30 | 61 N 73 | 66

freptococcus bovis [/ 2 86 N 100 K] T O ROOY 130 | 1| 0 | 0 JEENEER 13|72 |40 [ 13
Streptocoocus canis Of1]25] 4 (B 80 100{100(100 100 QUMEIEIN 99 INEEINEE 99 BN 100
Streptococcus constellatus m {27 0 [ 0 | 0 | 5 EeERUMEONY O |0 | 0 | O (10(72|0[0 12| 0 |61
Streptocoocus dys.ssp dysgalactiae ofo|1]1 (N 99 RN 100 99 (100 99 EUEEEEEN:R 86 | 100 JIUNERE 99 B[N
Streptococcus dys.ssp equisimiis | O | 125 1 | BEE (B 99 100 97 97 ININEREEENEEEY 99 NUNENE 96 WCON 94
Streptococcus equi ssp equi 110110 00 gl 00 100 100 U/ /AN I VRN IV DR DR U 100 100 100
Streptococcus equi ssp zooepidericus | O | 1115 0 00 | 99 100 99 0 i 99 100 '"EE'EEIE 99 99 39
Streptocaceus equinus 0 0 | 1 L) O (O[O |30 0 |25(7 |25/15|17| 10| O
Streptococcus group L 0 00 i 100(100/ 100 100 NIV 00 NUNEUN 100 98 | 94
Streptococcus intermedius 0 (A7 99 100 100 BUSEVEIEVEEUN 99 | 99 ECEECE 99 EVENE
Streptococcus mitis 1 0 [25 |35 N 1914|101 LY 7 |3|/26/67T| 5 (0
Streptococcus mitis 2 0 0 (35 |50 gLl 1 | O 1 |0 el 1113 010
Streptococcus mutans 09 NN 99 B 64 | 0 1 I 100 RENNUENIE 99 | 90 | 90 100 1 0|1
Streptococeus oralis Oroj 1| 1 |50 | 0 (46 |T2KL0F 5 | 1|0 1 |0 EEN32|1 |72LY 0 (0
Streptococeus pneumoniae 0101|3960 |70 3 B 3 RN ST | 3 | 0| 0 | 0 EEEELY 64 K 101
Streptococcus porcinus 00 BSW 99 I 19 BEE (I 97 | 9 00 98 QN B 0|0 80| O 00
Streptococcus pyogenes 0115 metm 0 |15 0 gLlUsiis:R 0 | 0| 8 | 1 EERECE 0| 1 (61| 22 gt
Strephococcus salivanus ssp salivarius 0 1 8 0 |70 |20 gy O | O | O | 5 1 M 67 |34 RW T4 | 1
Streptococcus sanguis 01142 0 [ 63| O 115 ghlmlm 0 | 0| 1 |48 :h@33/65/67| 0 | O
Streptococeus suis | 0f1 Lkl 80 | 94 6 BN 100 91 RUNBIEENEREINE 94 100 N 100 89 Ml
Streptococeus suis 11 0D11({70| 41 g 52 | 3 KR n({nj3 (N 99 98 [’x§ 93 |99 96
Streptococcus uberis 09 198 | 100 - 5 BEEmEN 100 98 99 WV 99 |98 99 100 89 RUAEIREIEEY
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7.3. Ek 3. Bakteri izolatlarmin tanimlari

No | Bakteri izolati Tanimi

1 M7 Streptococcus thermophilus

2 M9 Streptococcus thermophilus

3 M5 Lactococcus lactis ssp. lactis]

4 M12 Lactococcus lactis ssp. lactis

5 M2 Streptococcus thermophilus

6 M3 Streptococcus thermophilus

7 M6 Streptococcus thermophilus

8 M8 Streptococcus thermophilus

9 M1 Streptococcus thermophilus

10 M4 Enterococcus faecium

11 M10 Enterococcus durans

12 MRS Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
13 MR2 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
14 MRI15 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
15 MR4 Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis 1
16 MRI1 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
17 MR14 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
18 MRS Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
19 MR3 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
20 MR6 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
21 MR9 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
22 MR12 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
23 MR10 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
24 MR7 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
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Ek 4. API 50 tamimlama tablolar1
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7.5. Ek 5. API 20 Strep tanmimlama tablolari

API1 20 Strep

Lactococcus lactis ssp. lactis

API1 20 Strep

Enterococcusdurans

API1 20 Strep

Enterococcus faecium
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