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OZET

Yiksek Lisans Tezi

FONKSIYONEL KECi YOGURDU URETIMINDE FARKLI BASLATICI
KULTURLERIN KULLANIM iIMKANLARININ ARASTIRILMASI

Didem AKPINAR

Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusui

Biyoloji Anabilim Dah

Bu caligmada Isparta, Burdur, Afyon, Hatay, Bodrum, Aydin, Denizli, Sivas,
Zonguldak illeri halk pazarlarinda satilan ve 6zellikle evlerde ve mandiralarda kiigiik
Olcekli olarak {iretilen 40 adet yogurt izolasyon materyali olarak kullanilmus,
orneklerden izole edilen laktik asit bakterilerinin teknolojik ve probiyotik 6zellikleri
belirlenerek en iyi 6zellige sahip izolatlarla yogurt tiretimi ger¢eklestirilmistir.

Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, L. johnsonii, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus ve Streptococcus salivarus subsp. thermophilus gruplarina 6zgii
besiyerleri kullanilarak izole edilen toplam 382 adet izolatin teknolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla ilk olarak siitii koagiile etme yetenekleri incelenmis, pH’y1 3,20-
3,95 arasinda diislirme yetenegine sahip izolatlarin laktik asit iiretimlerinin % 0,14-0,32
arasinda oldugu tespit edilmistir. Siit koagiilsayon yetenegi yiiksek olan 49 adet izolatin
asetaldehit Gretimi 0,002-0,023 mg/ml araliginda degisim gosterirken, proteolitik
aktivitelerinin 0,10-0,27 mg/ml, ekzopolisakkarit Uretimlerinin ise 0,08-0,54 mg/ml
arasinda oldugu tespit edilmistir.

Izolatlarin bazi probiyotik ozelliklerini belirlemek amaciyla pH’s1 3,5 olan
yapay mide suyu ve % 0,4 fenol iceren ortamlarda canliliklar1 incelendiginde; 49
izolattan 46 adedinin 120 dakika boyunca yapay mide suyu ortaminda canliligini
koruyabildigi, % 0,4 fenol ortaminda ise 49 izolattan 25 tanesinin canhiligini
siirdiirebildigi belirlenmistir. Izolatlarin B-galaktosidaz aktivitesinin 2,40 ile 517,32
nmol/dakika/OD650/ml araliginda degistigi, 49 izolatin tiimiiniin hidrojen peroksit
liretme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir.

Arastirmadan elde edilen sonuglar neticesinde en iyi teknolojik ve probiyotik
Ozelliklere sahip Lc14C, Lc37C, Lr12A ve Lr26A kodlu dort adet bakteri kullanilarak
ke¢i yogurdu iiretilmis, tiretilen yogurtlarin 21 giinliik depolama siiresince kimyasal ve
mikrobiyolojik 6zellikleri incelenmistir. Uretilen deneme grubu yogurtlarinin teknolojik
Ozelliklerinin kontrol grubuyla benzerlik gosterdigi, 21 giinliik depolama siiresi boyunca
yogurtlara ilave edilen probiyotik kiiltiirlerin depolama siiresince canliliklarini
koruduklar tespit edilmistir.
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

RESEARCHING OF USING POSSIBILITY OF DIFFERENT STARTER
CULTURES FOR THE PRODUCTION OF FUNCTIONAL GOAT YOGHURT

Didem AKPINAR

Mehmet Akif Ersoy University

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

In this study, yoghurts produced at homes and small scale dairies with traditional
methods were collected from lIsparta, Burdur, Afyon, Hatay, Bodrum, Aydin, Denizli,
Sivas and Zonguldak provinces’ local markets and used as isolation materials.
Technological and probiotic properties of lactic acid bacteria which were isolated from
yoghurts were determined and yoghurts were produced with the isolates having the best
features.

382 isolates which were isolated from specific medium for Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus salivarus subsp. thermophilus, L.
johnsonii, L. rhamnosus GG, L. acidophilus and L. casei were investigated for the
various technological properties such as milk coagulation. Lactic acid production of
isolates which were reduced pH to 3,20-3,95 was found between 0,14-0,32 %.
Acetaldehyde production of the 49 strains with high milk coagulation was determined
between 0,002 and 0,023 mg/ml, while their proteolitic activity and exopolysaccharide
production were 0,10-0,27 mg/ml and 0,08-0,54mg/ml, respectively.

Viability of isolates were investigated in artificial gastric juice at pH 3,5 and
media containing 0,4 % phenol in order to determine the some probiotic characteristics.
It was observed that 46 of the isolates retained their viability for 120 minutes in
artificial gastric juice at pH 3,5, while 25 of isolates could survive in 0,4 % phenol
containing media. f-galactosidase activity of isolates were observed between 2,40 and
517,32 nmol/min/OD650/ml, however all of the isolates were found to be capable of
producing hydrogen peroxide.

According to the results of these study, strains of Lc14C, Lc37C, Lr12A, Lr26A
with the best technological and probiotic properties were used in the production of
functional goat yoghurt. Chemical and microbiological properties of yoghurts were
investigated during 21 days storage period. It was determined that technological
properties of the experimental group yoghurt were similar to the control group, and the
added probiotic cultures could survive their viability during storage period.
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1. GIRIS

Siit ve siit Urlinlerinin tarihsel gelisimi incelendiginde ilk Gretimin milattan
onceki yillara dayandigi goriilmektedir. Olduk¢a uzun bir gegmise sahip olan siit ve siit
tirinleri zaman igerisinde daha da c¢esitlenmis, giiniimiizde teknolojinin gelismesi,
tilkketici isteklerinin ve bilincinin artmasi ile de dnemli bir iiretim ve tiikketim hacmine
ulagmistir.

Ozellikle fermente st triinlerinin saglik iizerine olumlu etkilerinin belirlenmesi,
gelisen teknoloji ile hem {iretim hem de depolama olanaklarinin iyilesmesi, tiiketici
istekleri dogrultusunda {iriin ¢esitliliginin olusmasi, iriinlerin tiikketiminde OSnemli
artislarin olmasimi saglamistir. Uriin ¢esitliliginin artis1, dagitim, depolama ve satis
sistemindeki gelismeler, tiiketicilerin gelir diizeyine paralel olarak tiiketim aligkanliklar
ve Uriin c¢esitliliginin artmasi, siit ve iirlinlerinin tiiketimini etkileyen temel faktorler
olarak belirtilebilir (Akin, 2006).

Siit tiretim ve tiiketiminin son yillardaki degisimi incelendiginde, diinya siit
uretiminin 1998-2008 yillar1 arasinda 134 milyon ton artisla yillik ortalama % 2,3
biiyiime gosterdigi belirlenmistir (Anonim, 2010a). Diinyada st dretiminin 2010
yilinda % 1,5 artarak yaklasik 600 milyon tona ulastigi, ithalatinin % 25 artigla 335 bin
ton oldugu belirlenmistir. Tiirkiye’de ise % 0,6 oraninda bir azalis ile 1.091 bin ton
igme siitii iiretimi gerceklesmistir. 2010 yilinda peynir, ayran, yogurt ve siit tozu
uretimlerinde ise dnceki yillara gore artis gézlenmistir (Anonim, 2010b).

Uretime paralel olarak Diinya siit tiiketimi incelendiginde yillik kisi basina igme
sttt tiketiminin AB (lkelerinde 89 kg, Avustralya’da 107 kg, ABD’de 83 kg,
Tiirkiye’de ise 26 kg oldugu belirlenmistir. Diinya siit liretiminin % 86’sin1 inek siitii
{iretimi olusturmaktadir. inek ve manda siitii disindaki diger hayvanlardan elde edilen
st dretimi ile ilgili kesin veriler bulunmamakla birlikte, Diinya kegi sutl dretimi 15
milyon ton, koyun sutl dretimi 9 milyon ton ve deve suti dretimi 1,6 milyon ton olarak
tahmin edilmektedir (Anonim, 2010a). Tirkiye’de ise slt Uretiminin % 91,7’sini inek
sutd, % 6’si1 koyun siitii, % 2’sini keg¢i siitli ve % 0,3 linii manda siitii olusturmaktadir.

Sat drdnleri Gretiminin Turkiye’deki durumu incelendiginde; 2010 yilinda ¢ig
st dretimi 13.650.600 ton, igme sutd tretimi 91.863 bin ton, peynir uretimi 34.555 bin
ton, yogurt liretimi 70.064 bin ton, ayran iiretimi 33.779 bin ton olarak belirlenirken

(Anonim, 2010c), 2012 yilinda igme st Gretimi 86.616 bin ton, peynir Uretimi 53.397



bin ton, yogurt iretimi 94.977 bin ton ve ayran iiretimi 47.054 bin ton olarak
belirlenmistir (Anonim, 2012).

Diinya siit Uretimindeki artisa bagli olarak siit {irtinleri iiretiminde de artis
gozlenmistir. Siit tiretimindeki artig Tiirkiye’yi Diinya iiretiminin 15. sirasina tagimistir.
Tiirkiye’de bulunan is yeri sayisinin yaklasik % 15°1 siit ve siit tiriinleri sektoriinde
faaliyet gostermektedir. Tiirkiye’de yillik ortalama kisi basina 26 kg’1 igme siitii, 140
kg’1 diger sut iiriinleri olmak iizere toplam 166 kg’lik siit ve iirlinleri tiiketilmektedir
(Anonim 2010a).

Laktik asit bakterileri (LAB) uzun yillardir insan beslenmesinde gidalarin
korunmas: amaciyla kullanilmaktadir. LAB genellikle insan ve diger hayvanlarin
sindirim sistemlerinde, ¢ig sebze, et ve et iriinleri ile tahillarda bulunan, fermantatif,
fakiiltatif anaerob, aerotolerant mikroorganizmalardir (Carr ve dig., 2002). Koloni
olusturdugu konakg¢r ortamina, konak¢inin yasina ve bagirsakta koloni olusturabilme
gibi faktorlere bagli olarak sayilari degigsmektedir (De Vries ve dig., 2006a). Gida
endustrisinde starter (baslatici) kiiltiir olan veya olmayan laktik asit bakteri suslari
yaygin olarak kullanilmaktadir. Sahip olduklar1 probiyotik 6zellikler sayesinde ¢ogu
LAB gida ve yemlerde ek kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Sanders, 2000; Leroy ve de
Vuyst, 2004).

Baglatict kiiltlirler; ‘siitte bulunan zararli mikroorganizmalarin gelisimini
sinirlamak, {irline 6zgii tat-aroma ve yapinin olugmasini saglamak ve her zaman ayni
yuksek standart kalitede triin elde etmek amaciyla siite katilan yararh
mikroorganizmalar’ seklinde tanimlanan, yogurt ve diger fermente iiriinlerin iiretiminde
kullanilan &zel bakteri kiiltiirleridir (Ugiincii, 2008). Saglikl1 bir iiriin elde etmek igin
siite uygulanan 1s1l islem sonucunda zararli mikroorganizmalarin yani sira siitte
bulunan, ¢esitli siit {riinlerinin {retilmesinde gerekli olan yararli flora da
kaybedilmektedir. Kullanilan baglatic1 kiiltiirler sayesinde kaybedilen yararli floranin
tirtine kazandirilmas1 saglanir.

Kullanilan baslatic1 kiiltiirler kendi gelisimleri i¢in gerekli besin maddelerini
saglamak icin gerceklestirdikleri par¢alama islemleri sonucunda iiriinde laktik asit ile
istenilen tat, aroma ve yapinmn olusmasim saglamaktadir (Ugiincii, 2008). Baslatici
kultarler karakteristik ozellikleri ile endiistriyel kullanimlara uygunlugun yani sira,

depolama siiresi boyunca standart iiriin olusumunda da etkilidir (Stadhouders, 1986).



Kullanilan kiiltiirler 6zellikle iirliniin; asitligi, kuru madde orani, aroma bilesenlerinin
olusumu gibi fizikokimyasal, duyusal ve mikrobiyolojik 6zelliklerini etkilemektedir.

Probiyotikler Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization, FAO)
tarafindan ‘uygun miktarlarda tiiketildigi zaman konak¢ida olumlu saglik etkisi yaratan
canli mikroorganizmalar’ olarak tanimlanmaktadir (FAO, 2002). Pazarin artan talebini
karsilamak, probiyotik kiiltiirlerin daha aktif oldugu fonksiyonel gidalar elde etmek ve
pazarda var olan {irlinlerin probiyotik karakteristigini iyilestirmek i¢in temel probiyotik
suglar {izerine yapilan arastirmalar 6nem tasimaktadir (Verdenelli ve dig., 2009). Pazar
aragtirma raporu ‘Probiyotik Market (2009-2014)’e gdre probiyotik trlnler 2008’de
diinya ¢apinda 15,9 milyar US § paya sahip iken, bu degerin yillik % 12,6’lik biiyiime
pay1 ile 2014’de 32,6 milyar US $ olmasi beklenmektedir (Anonim, 2009a). Bu
anlamda probiyotiklerin, iirlinlerin sagligi destekleyici ve besleyici 06zelliklerini
arttirmak igin 6zellikle fermente st Grlnlerinde kullanimi hizli bir artis gostermektedir.

Kegi situnin beslenme ve saglik iizerine yararl etkilerinin kanitlanmasi ile
Ozellikle son yillarda artan keg¢i siitli iiretimi dikkat ¢ekmektedir. Cogu yerde kiiciik
Olcekli olarak gerceklestirilen iiretim gliniimiizde endiistriyel boyutta 6nem kazanirken,
sanayilesmeyi saglayabilmek igin ¢esitli ¢alismalar gerceklestirilmektedir. Tiirkiye’de
tiretilen keci siitii, diger siitlerle karistirilarak peynir ya da dogrudan dondurma
tiretiminde kullanilirken (Pirisi ve dig., 2011; Savran ve dig., 2011), diinyada i¢me siitii
olarak tliketimin yaninda 6zellikle peynir ve yogurda islenerek tiiketilmekte, belli bir
kisim ise dondurma ve yag tiretimine ayrilmaktadir.

Probiyotik suslarin se¢iminde genel fonksiyonel ve teknolojik O6zellikleri de
dahil olmak iizere gesitli kriterlerin dikkate alinmasi gerekmektedir (Sanders ve Huis
in’t Veld 1999; Suskovié¢ ve dig., 2001). Ozellikle fermente siit Griinleri tiketiminin
fazla oldugu iilkemizde endiistriyel boyutta baslatici kiiltiir iretimi yapilmamaktadir. Bu
nedenle {ireticiler ihtiyag duyduklart kiiltiirleri yurtdisindaki firmalardan temin
etmektedir. Bu yolla temin edilen baslatici kiiltiirler sebep olduklar yiiksek miktarlarda
kaynak kaybinin yani sira, geleneksel Tiirk kiiltiiriiniin sahip oldugu tat, aroma ve
tekstiirden farkli iiriinlerin eldesine dolayisiyla da sahip oldugumuz zengin dogal
floranin kaybolmasina neden olmaktadir. YUksek lisans tezi olarak sunulan bu
calismada sahip oldugumuz dogal floranin fermente siit iiriinlerinde kullanilabilirligi ve

fonksiyonelligini belirleyebilmek icin ilk olarak farkli illerden toplanan gesitli yogurt



orneklerinden izole edilmis LAB’nin bazi teknolojik ve probiyotik 6zellikleri
incelenmistir. Izolatlarin teknolojik 6zelliklerini belirlemek igin siitii koagiile etme, asit
olusturma, asetaldehit iiretme, proteolitik aktivite ve ekzopolisakkarit (EPS) Uretme
yetenekleri incelenmistir. Teknolojik agidan en iyi 6zellik gosteren izolatlarin pH’s1 3,5
olan yapay mide suyu ortamindaki canliliklari, % 0,4 fenol toleranslari, hidrojen
peroksit (H,0,) tiretme yetenekleri ve B-galaktozidaz aktivitesi incelenerek probiyotik
olabilme 6zellikleri belirlenmistir. Bu analizlerden elde edilen sonuglar neticesinde en
1yl teknolojik ve probiyotik o6zellik gosteren izolatlar secilerek keci siitii ile yogurt
iiretiminde kullanilmistir. Uretilen deneme grubu yogurtlarm 21 giinlik depolama
stiresince mikrobiyolojik, kimyasal ve duyusal analizleri yapilmis ve sadece ticari kiiltiir

kullanilarak tiretilen kontrol grubu ile kiyaslanmistir.

1.1. Yogurt Uretiminde Kullanilan Baslatic1 K(iltiirler

Siit driinlerinde baslatict kiiltiir olarak genellikle laktobasiller kullanilmakla
birlikte, streptokoklar basta olmak tizere propiyonik asit bakterileri (Propionibacterium
shermanii vb.) ve Bifidobacterium cinsi bakteriler de kullanilmaktadir (Yaygin, 1993;
Anonim a). Uriinde kullanilan, temel faaliyeti karbonhidratlarin alkol, asetik asit, laktik
asit veya karbondioksit (CO;) gibi istenilen metabolitlere doniistiiriillmesi (Hansen,
2002) olan baslatict kiiltiiriin se¢iminde; {iriiniin 6zelligi, yapisi, dokusu, istenen tat ve
aromasi, iiretim kosullar1 (sicaklik, pH vb.) 6nemli kriterlerdir (Abbasi ve dig., 2009).

Icerdigi mikroflora ile insan saglig1 ve beslenmesinde énemli bir yere sahip olan
yogurt (Deeth ve Tamime, 1981) iiretiminde Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus (Str. salivarius subsp. thermophilus) ve Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (L. delbrueckii ssp. bulgaricus) kullanilmaktadir. Str. salivarius subsp.
thermophilus Gram pozitif, 0,7-0,9 um capinda kiiremsi veya ovalimsi sekillerde, ikili
veya uzun zincir halinde bulunur. Homofermantatif bir bakteri olup, laktik asit
fermantasyonu sirasinda diasetil, asetaldehit, etanol, aseton gibi ugucu aroma bilesenleri
ile formik, propiyonik ve biitirik asit tiretirken, en fazla % 1 oraninda L (+) laktik asit
tiretir. Optimum geligsme sicakligi 37-42 °C’dir

L. delbrueckii subsp. bulgaricus Gram pozitif, 2 pum’den az genislige sahip,

oldukga uzun ¢ubuklar seklindedir. Fermantasyon sirasinda % 1,8 oraninda D (-) laktik



asit Uretirken, asetaldehit, aseton, az miktarda da etanol ve asetoin tretir. DNA’sindaki
G+C oran1 % 50,3 olup, optimum gelisme sicaklig1 42-45 °C’dir (Ugiincii, 2005; Kilig,
2008).

Yogurt kiiltlirtindeki bu iki mikroorganizma ortak bir yasama sahip olup, birlikte
gelistikleri zaman daha fazla laktik asit ve aroma maddelerinin olusumunu saglarlar.
Fermantasyonun baslangicinda daha hizli ¢aligan Str. salivarius subsp. thermophilus,
asitligi disiirerek, L. delbrueckii subsp. bulgaricus i¢in daha uygun bir ortam hazirlar.
L. delbrueckii subsp. bulgaricus ise proteolitik aktivite ile g¢esitli aminoasitlerin agiga
¢tkmasini saglar (Ugiincii, 2005). Tipik yogurt aromasi, laktik asit, asetoin, diasetil,
asetaldehit gibi karbonlu bilesikler tarafindan olusturulmaktadir (Tamime ve Deeth,
1980). Ozellikle yogurtta onemli bir aroma bileseni olan asetaldehidin yogurt
fermantasyonu sirasinda L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve Str. salivarius subsp.
thermophilus tarafindan iiretildigi belirtilmektedir (Ott ve dig., 1999). Bakterilerin
gelisimi i¢in Onemli olan proteolitik sistem (Hansen, 2002), iiriinde istenen tat ve
aromay1 olusturmakta, diger taraftan asit gelisimi ve ekzopolisakkarit (EPS) {iretimi ile
de son liriiniin tekstiirii tizerine katk1 saglamaktadir (De Vuyst, 2000).

Yogurt iretiminde temel olarak Str. salivarius subsp. thermophilus ve L.
delbrueckii subsp. bulgaricus kullanilmakla birlikte, Urtinde istenilen tat, aroma ve
yaptya gore farkli destek kiltiirler de kullanilmaktadir. Kneifel ve dig. (1993), temel
yogurt Kdltlrlerini ve bunlara ek olarak destek kiiltiirleri igeren 44 farkl ticari kiiltiir
kullanarak Grettikleri yogurtlarin 2 haftalik depolama siiresince mikrobiyel
degisimlerini incelemistir. Depolamanin baslangicinda yogurtlardaki laktobasil
sayisinin 5,5x107-6,5x10° KOB/ml; streptokoklarin  ise 3,5x107-1,2x10° KOB/mI
arasinda degistigi belirlenmistir. Yogurtlarin % 80’inde kok tipi bakterilerin basillerden
daha fazla oldugu, L. acidophilus sayismin 4,0x10°-2,6x10® KOB/ml; bifidobakterilerin
ise 4,0x10°%-2,6x10° KOB/ml arasinda degistigi kaydedilmistir. Baska bir arastirmada
farkli kiiltiirlerle iretilen yogurt kremasinda 21 ginlik depolama stresince L.
acidophilus’un sayisinda hizli bir diisiis gozlenirken, diger kiiltiirlerin canliliklarinin
depolama siiresi sonunda 10° KOB/g diizeyinde oldugu belirlenmistir (Ziarno ve
Makowska, 2008).

Ng ve dig. (2011) tarafindan Str. salivarius subsp. thermophilus, L. delbrueckii

subsp. bulgaricus ve L. acidophilus suslari ile tiretilen yogurtlarda 4 haftalik depolama



stiresince suslarin canliliginda azalma gozlenirken, glukono delta lakton varliginda

canlilikta 6nemli bir degisim gézlenmemistir.

1.1.1. Baslatic Kiiltiirlerde Aranan Ozellikler

LAB gida fermantasyonlarindaki temel fonksiyonlar: ile tiim diinyada oldukca
onemli bir yere sahip olup, ozellikle laktik asit {iretimi ile pH’y1 hizli bir sekilde
diisiirerek endiistriyel ve geleneksel gida fermantasyonlarinda, fermente gidalarin
korunmasina, aroma ve tekstiir olusumuna katki saglamak amaciyla baglatict kiiltiir
olarak kullanilmaktadirlar (de Vries ve dig., 2006b). Baslatic1 kiiltiirler standart tat,
aroma ve kivama sahip hijyenik tirtinlerin eldesi icin bircok fermente trtiniin Gretiminde
kullanilirken, antimikrobiyel peptitlerin ve EPS’lerin tiretimini de gergeklestirirler (Ross
ve dig., 2002).

1.1.1.1. Laktik Asit Olusturma

LAB ilk olarak laktozu monosakkaritleri olan glikoz ve galaktoza parcalar,
ikinci asamada ise glikoz ve galaktozu laktik aside doniistiiriirler. Bu asamada
fermantasyon sonucunda % 99 oraninda laktik asitle % 1 oraninda asetik asit,
karbondioksit (CO,), etil alkol gibi diger bilesikleri olusturan LAB homofermantatif,
fermantasyon sonucunda % 70 oraninda laktik asit ve % 30 oraninda diger bilesikleri
olusturan LAB ise heterofermantatif olmak {iizere iki gruba ayrilmaktadir (Ugiincii,
2008).

Yogurt iiretimi sirasinda olusan laktik asit kalsiyumun misellerde kademeli
olarak azalmasini, yani kazeinin pH 4,6-4,7’de koagiile olarak yogurt pihtisinin
olusmasini saglar. Diger taraftan olusan laktik asit yogurdun karakteristik tat ve
aromasina katkida bulunurken (Chaves ve dig., 2002), antimikrobiyel etki de
gostermektedir. Yogurt baslatic1 kiiltiirlerinden Str. salivarius subsp. thermophilus
temel olarak L (+) laktik asit tretirken, D (-) laktik asit L. delbrueckii subsp. bulgaricus
tarafindan tiretilmektedir. Yogurt genellikle % 45-60 oraninda L (+), % 40-55 oraninda
ise D (-) laktik asit icermektedir (Akin, 2006).



Farkl1 ticari kiiltiir kullanilarak {iiretilen yogurtlarda L (+) laktik asit miktarinin D
(-) laktik asit miktarindan daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Kneifel ve dig., 1993).
Cig kegci siitiinden izole edilen Str. salivarius subsp. thermophilus, L. helveticus, L.
plantarum, L. delbruecki subsp. bulgaricus, L. brevis, Lc. lactis subsp. lactis,
Leuconostoc ve Pediococcus’dan olusan 725 laktik asit bakterisinden % 38,6’sinin
yiiksek asitlendirici yetenege sahip oldugu belirlenirken (Badis ve dig., 2004a), Donkor
ve dig. (2005) iirettikleri soya yogurtlarinin laktik asit miktarinin depolamanin 28.
giiniinde 0,24 g/l oldugunu bildirmistir. Zeytinden izole edilen L. plantarum suslarinin
probiyotik Ozelliklerini belirlemek icin Mourad ve Nour Eddine (2006) tarafindan
yapilan ¢alismada ise izolatlarin laktik asit iiretimlerinin 0,399-1,035 mmol/l arasinda
degistigi belirlenmistir. De Souza Oliveira ve dig. (2009) L. acidophilus, L. rhamnosus,
L. bulgaricus ve Bf. animalis subsp. lactis kulturlerinin Str. salivarius subsp.
thermophilus ile birlikte iiretilen yogurtlarda depolamanin 1. giiniinde iniilin igeren ve
icermeyen ortamlarda sirasiyla 850-990 mg laktik asit/100g; 7. glinde 95-1030 mg
laktik asit/100g; 1. ginde 820-1030 mg laktik asit/100g; 7. gunde 930-1080 mg laktik

asit/100g arasinda degistigini bildirmislerdir.

1.1.1.2. Tat ve Aroma Maddeleri Uretimi

Tat ve aroma bir drinin duyusal 6zellikleri Uzerinde etkili olan, tiketicinin
urinu tercihinde 6nemli rol oynayan karakteristik 6zelliklerden biridir. Fermente sut
liriinlerinin aromas1 tizerinde oOzellikle ugucu bilesenler 6nemli rol oynamaktadir
(Kalviainen ve dig., 2003). Baslatic1 kiiltiirlerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi aroma
maddeleri tiretimidir. Yogurdun tipik aromasi ugucu olmayan asitler (laktik, puravik,
okzalik asit), karbonilli bilesikler (aseton, diasetil, asetaldehit), ucucu asitler (formik,
propiyonik, biitirik asit) ve yapisinda bulundurdugu cesitli bilesikler ile saglanmaktadir
(Tamime ve Deeth, 1980; Law, 1981; Ott ve dig., 1997). Yogurtta gézlenen aroma
bilesikleri; tiretiminde kullanilan baslatic1 kiiltiirler tarafindan saglandigi gibi kullanilan
stitiin temel yapisinda yer alan aroma bilesenlerinden de kaynaklanmaktadir (Beshkova
ve dig., 1998)

Aroma olusumu bagslatict kiiltiirler tarafindan iiretilen enzimler sayesinde

baglatilan bir seri biyokimyasal yolla saglanmaktadir. Aroma olusumunda laktozun,



yagin ve kazeinin par¢alanmasiyla baslayan {i¢ temel alt yol bulunmaktadir. Glikoliz ile
laktoz laktata sonrasinda da gesitli yollarla diasetil, asetoin, asetaldehit veya organik
asitler gibi aroma bilesenlerine doniisiirken; lipoliz ile temel aroma bilesenlerinin
olusumunda goérevli Onciil serbest yag asitleri olan metilketonlar, ikincil alkoller,
esterler ortaya ¢ikmaktadir. Proteinlerin enzimatik parcalanmasi ile aciliga sebep olan
peptitlerin olusumu goézlenmektedir (Smit ve dig., 2005).

Yogurdun en 6nemli aroma maddelerinden biri olan asetaldehit, Str. salivarius
subsp. thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus tarafindan iiretilmektedir
(Schirch ve dig., 1985; Ott ve dig., 1999). Bakteriler tarafindan aminoasit, niikleotit ve
pirlivat metabolizmasi gibi ¢esitli metabolik yollarla iiretilen asetaldehit (Chaves ve
dig., 2002), yogurt bakterilerinin alkol dehidrogenaz enzimi yoklugundan etanole
dontstiirilememekte ve yogurtta birikmektedir (Lees ve Jago, 1976). Oda sicakligi ve
basing altinda ugucu olan asetaldehit LAB’nde susa 0zgu olarak birka¢ alt yolla
tiretilmektedir (Chaves ve dig., 2002).

Yogurtta istenilen tat ve aromanin elde edilebilmesi i¢in bilesiminde gbzlenen
tim bu aroma bilesiklerinin uygun bir oranda olmasi1 gerekmektedir. Ornegin temel
aroma bilesenlerinden olan asetaldehit ve asetonun arasindaki oranin ¢esitli
arastirmacilar tarafindan bildirildigi sekilde 2,8 olmasi beklenmektedir (Gardini, ve dig.,
1999; Chaves ve dig., 2002). Diger taraftan depolama stresince mikrobiyel enzim
aktivitesi nedeniyle asetaldehit diger bilesenlere doniismekte ve miktar1 azalmaktadir
(Gtiler Akin, 2005)

Ozer ve Atasoy (2002) viskoz ve viskoz olmayan yogurt kiiltiirleri tarafindan
tiretilen asetaldehit miktarim1 39,3 ile 14,4 mg/l olarak belirlerken, Bongers ve dig.
(2005) tarafindan yogurt iiretimi sirasinda asetaldehit Gretiminin 17-41 mg/l oldugu
tespit edilmistir. Celik (2007) tarafindan 20 farkli kiltiir kombinasyonu ile Gretilen
yogurtlarin aroma bilesenlerinin asetaldehit, etanol, aseton, diasetil ve metil etil keton
oldugu; bu bilesenlerin de miktarlarinin sirasiyla 13,44-25,44, 1,48-7,02, 0,28-0,54,
0,42-1,78, 0,04-0,10 mg/1 arasinda degistigi bildirilmistir. Giiler ve Giirsoy Balc1 (2011)
tarafindan farkl kiiltiir ve kegi siitii, inek siitii ve iki siitiin karisimi kullanilarak tiretilen
yogurtlarda 21 gunlik depolama siiresi boyunca asetaldehit, diasetil, asetoin, aseton ve
etanol varlig tespit edilmistir. Inek, keci ve iki siitiin karisimi ile iiretilen yogurtlarda

CH-1 kiiltiiri kullanildiginda asetaldehit miktar1 sirasiyla 40,11, 46,20, 43,0 mg/kg



olarak; YF-3331 kiiltiri kullanildiginda ise 32,11, 39,78, 39,15 mg/kg olarak
belirlenmistir. Probiyotik L. plantarum suslar1 kullanilarak yagli siitten iretilen
yogurtlarda asetaldehit, aseton, diasetil, etanol gibi aroma bilesenlerinin belirlendigi, 21
gunlik depolama siireci sonunda belirlenen asetaldehit miktarinin azaldigi Basyigit

Kilig ve dig. (2012) tarafindan bildirilmistir.

1.1.1.3. Proteolitik Aktivite

Mikroorganizmalarin ~ salgiladiklar1  proteolitik  enzimlerle  proteinlerin
parcalanmasi islemi olan proteolitik aktivite sonucu olugan aminoasitler LAB tarafindan
kullanilarak, iiriinde asitlikle birlikte istenilen aroma ve tat olusumunda da rol
oynamaktadir (Ugiincii, 2008). LAB’nin sahip oldugu proteolitik sistem protein ve
peptit yapimi ile bakterilerin gelisimi i¢in gerekli iken, ayni zamanda olgunlagsma ve
fermantasyon suresince Urlnlerde karakteristik reolojik ve organoleptik 0Ozelliklerin
olusmasimni da desteklemektedir (Law ve Kolstad, 1983). Siit icerisinde serbest
aminoasitlerin olusumu Str. salivarius subsp. thermophilus’un gelisimini etkilerken,
yogurdun jel yapisi lizerinde de etkili olarak fiziksel yapisini desteklemektedir (Akin,
2006).

Diger taraftan LAB’nin gosterdigi proteolitik aktivite siit bilesenlerinden saglik
tizerine olumlu katkilar1 bulunan biyoaktif peptit olusumunu da desteklemektedir
(Wouters ve dig. , 2002). Olusan bu biyoaktif bilesenler bagirsak sisteminden emilimi
arttirmakta, bagisiklik sistemini desteklemekte, antihipertansif, antitrombotik ve
antimikrobiyel etki saglarken, 6zellikle kalsiyum gibi minerallerin taginmasinda da rol
oynamaktadir (Leroy ve De Vuyst, 2004).

Yiiksekdag ve dig. (2004) tarafindan kefirden izole edilen Lc. lactis, Str.
salivarius subsp. thermophilus, E. durans ve Lc. lactis subsp. cremoris suslarindan en
yuksek proteolitik aktiviteyi 0,09 mg/ml tirozin ile Lc. cremoris Z20S’nin gosterdigi
belirtilmistir. Mourad ve Nour Eddine (2006) tarafindan L. plantarum suslarinda 1,49-

5,25 mg/l arasinda degisen oranlarda proteolitik aktivite tespit edilmistir.



1.1.1.4. Ekzopolisakkarit Uretimi

Ekzopolisakkarit (EPS); LAB, propiyonik asit bakterileri ve bifidobakterler
tarafindan sentezlenerek hiicre disina birakilan polisakkaritler olup (Laws ve dig., 2001;
Ruas Madiedo, 2002a); hiicre duvarina baglanan EPS’ler kapsiiler, ortamda serbest
halde bulunanlar ise mukoz ekzopolisakkarit olarak siniflandiriimaktadir (Petersen,
2000; Laws ve dig., 2001). EPS’ler tek tip monosakkaritten meydana gelmisse
homopolisakkaritler, tekrarlanan polisakkarit gruplariyla fosfat, asetil ve gliserol gibi
karbonhidrat olmayan gruplardan olugmussa heteropolisakkaritler olmak {izere iki
grupta simiflandirilmaktadir (Duboc ve Mollet, 2001; Ruas Madiedo, 2002b). EPS
sentezini saglayan gen plazmid iizerinde veya termofilik LAB’de oldugu gibi
kromozomda da bulunabilmektedir (De Vuyst ve dig., 2001).

Ticari yogurt kiiltirlerinde kullanilan Str. salivarius subsp. thermophilus
tarafindan tiretilen EPS’nin 50-350 mg/1 (Cerning ve dig., 1988; Doco ve dig., 1990); L.
delbrueckii subsp. bulgaricus tarafindan iiretilen EPS’nin ise 60-150 mg/l arasinda
degistigi belirtilmektedir (Cerning ve dig., 1986; Garcia-Garibay ve Marshall, 1991).
Bazi LAB tarafindan iiretilen EPS’ler fonksiyonel 6zellikleri ve yarattigi olumlu saglik
etkileri ile ekonomik olarak 6nem tagimaktadir (Welman ve Maddox, 2003).

EPS diretimi sicaklik, pH, karbonhidrat kaynaklar1 ve biiyiime faz1 gibi
faktorlerden etkilenmektedir. EPS’ler tiretici mikroorganizma tarafindan enerji kaynagi
olarak kullanilmayip; fermente siit {irtinlerinin stabilitesini, reolojisini ve tekstiirel
yapisint gelistirirken, hiicreyi faj saldirilarina, toksik bilesiklere, ozmotik strese ve
kurumaya karsi korumaktadir. Ayn1 zamanda biyofilm olusumu ve hiicrenin kati
yiizeylere tutunmasinda etkili olmaktadir (De Vuyst ve Degeest, 1999; Broadbent ve
dig., 2001; Ruas Madiedo, 2002b). LAB tarafindan iiretilen ve GRAS (Generally
Recognized as Safe) statusinde yer alan EPS’ler (Faber ve dig., 1998); gida
endiistrisinde jellestirici, emiilsifiye ve stabilize edici 6zellikleri ile kullanilmaktadir.
Ozellikle yogurtta karsilasilan serum ayrilmasi ve gevsek yapiya karsi kullanilan katki
maddelerinin tliketiciler tarafindan tercih edilmemesi ve bu kusurlarin dogal yollarla
giderilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bu amagcla kullanilan heteropolisakkaritler
viskozite ve su tutma kapasitesinin gelistirilmesini saglarken, son iirliniin tat ve aromasi

tizerine de olumlu etkiler saglamaktadir (Duboc ve Mollet, 2001).
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Hassan ve dig. (1996) tarafindan yapilan arastirmada jellestirici kiiltiirlerle
tiretilen yogurtlarin su salma oranlarinda azalma gozlenmistir. Ticari kultire (% 1,5) ek
olarak EPS iiretimi belirlenmis L. delbrueckii subsp. bulgaricus B3 ve Str. salivarius
subsp. thermophilus W22 suslar ile iiretilen yogurtlarda daha yiiksek EPS iiretimi
belirlenmistir. Viskozite degerleri agisindan da bu suslarin kullanildig1 yogurtlarin daha
kivamli oldugu belirtilmistir (Giirsoy ve dig., 2006). Purwandari ve dig. (2007), Str.
salivarius subsp. thermophilus ST 285 ve ST 1275 suslarimi kullanarak, farkli
sicakliklarda tirettikleri set tipi yogurtlarin depolama siiresi boyunca teknolojik ve
reolojik ozelliklerini incelemislerdir. Yapilan calismada ST 1275 susu ile iiretilen
yogurtlarin asitliginin daha hizli gelistigi, diisiik sineresiz ve yiiksek akis indeksine
sahip oldugu belirtilmistir.

Mikroorganizmaya kazandirdigi ozellikler, tiriinde sagladigl yararlar ve insan
saglig1 {lizerine yarattigt etkiler ile Onem tasiyan EPS’lerin iiretiminin ¢esitli
modifikasyonlarla arttirilabilecegi savunulmaktadir. Bu amagla Yiiksekdag ve Aslim
(2008) tarafindan yapilan bir ¢calismada cesitli karbon kaynaklarinin ve bu kaynaklarin
miktarlarmin EPS diretimi iizerine etkileri incelenmistir. Glikoz, fruktoz, laktoz,
sakkaroz gibi karbon kaynaklar1 5, 10, 15, 20, 25, 30 g/l olacak sekilde hazirlanan
modifiye besiyerlerinde L. delbrueckii subsp. bulgaricus B3 ve G12 ile Str. salivarius
subsp. thermophilus W22 suslarinin EPS iiretimi gézlenmis, bu ortamlardan en yiiksek
EPS dretiminin 30 g/l glikoz igeren besiyerinde gozlendigi belirtilmistir. Normal
sartlarda 50-60 mg/l arasinda degisen oranlarda EPS {iretimi oldugu belirtilen L.
casei’nin ortama glikoz veya sukroz ilavesi ile EPS Uretiminin 200 mg/l olabildigi
belirtilmektedir (Cerning, 1995). Diger taraftan diisiik sicakliklarda da EPS iiretiminin
arttig1 kaydedilmistir (Mozzi ve dig., 1995).

Uriinlere kazandirdig1 teknolojik dzelliklerin yan1 sira EPS’lerin saglik iizerine
olumlu etkileri de bulunmaktadir. EPS’ler sindirim sistemindeki bakteriler tarafindan
parcalanamadiklar1 i¢in prebiyotik Ozellik gostermektedir. Diger taraftan yapilan
caligmalarla EPS’lerin bagisiklik sistemini gelistirici, kolesterolii diisiiriicii, antiiilser ve
antitimor etkisinin oldugu belirtilmektedir (De Vuyst ve Degeest, 1999; O’Connor ve
dig., 2008). Nakajima ve dig. (1995) tarafindan yapilan bir ¢alismada Lc. lactis subsp.
cremoris SBT 0495 tarafindan {iretilen EPS’lerin farelerde karin igi antikor iiretimini

arttirdig belirtilirken, Kitazawa ve dig. (1998) tarafindan EPS iireticisi L. delbrueckii
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subsp. bulgaricus OLL 1073R-1’in antitiimor aktivitesine sahip oldugu kaydedilmistir.
Diger taraftan kefir daneleri tarafindan iiretilen suda ¢6ziiniir EPS’nin agiz yolu ile
tiketiminin timor gelisimini geciktirici etkisi oldugu belirtilmistir (Zubillaga ve dig.,

2001).

1.1.1.5. Faj Direncliligi

Baslatici kiiltiirlerde aranan en 6nemli 6zelliklerden birisi faj direngliligine sahip
olmasidir. LAB, endiistriyel agidan onem tasiyan pek cok fermantasyon ve uretim
ortamlarinda fajlara karst duyarlilik gostermektedir. Faj duyarliligi gosteren suslar
asitligin yavas gelismesi veya hi¢ gelismemesine neden olarak diisiik kaliteli iiriin
eldesine ya da tiriin kayiplarina yol agmaktadir (Mahony ve dig., 2012). Bakteriyofajlar,
1915 ve 1917 yillarinda Frederick Twort ve Félix d’Hérelle tarafindan bakteriyi lize
ederek 6liimiine neden olduklar i¢in ‘bakteri yiyiciler’ olarak ifade edilmistir (Parisien
ve dig., 2008). Bakterilerin zorunlu parazitleri olan bakteriyofajlar, temelde niikleik asit
ve proteinlerden olugmaktadir. Cogunda DNA bulunmakla birlikte bir kisminda da
yalniz RNA bulunabilmektedir. Agirliklarinin % 60°1 protein ve % 40’1 niikleik asit
olmakla birlikte; tipik olarak bas, boyun, kuyruk, taban ve taban uzantilarindan
olugmaktadir.  Hig¢bir = metabolik  diizenege  sahip  olmadigindan, kendi
makromolekullerini sentezleyebilmek icin aktif bakteri hicresine ihtiya¢ duyarlar
(Bernhardt ve dig., 2002; Ugiincii, 2008). Fajlarla enfekte edebildikleri bakteri tlr(, tipi
ve susu yiiksek oranda ozgiildiir (Parisien ve dig., 2008; Schroeter ve Klaenhammer;
2009).

Fajin litik dongiisii sonunda karsilagilan en yaygin durum bakteriyi lize
etmesidir. Bu nedenle ozellikle siit iirlinleri sanayinde baslatic1 kiiltiirler {izerinde
olusturdugu sorunlar nedeniyle 6nem tagimaktadir. Peynir igletmelerinde siklikla
karsilagilan faj problemi ile ilk fajin kesfedilmesinin ardindan Str. salivarius subsp.
thermophilus’a 6zgu ilk faj 1952’de; L. bulgaricus subsp. bulgaricus’a 6zgu ilk faj ise
1974 yilinda kesfedilmistir (Tunail ve dig., 2000). isletmelerde siirekli olarak ayni
kiiltiirtin  kullanilmas1 ve hijyen kosullarina dikkat edilmemesi faj riskini ve
infeksiyonun negatif etkilerini arttirmaktadir (Mahony ve dig., 2012). Siit sanayinde

gbzlenen faj problemlerini Onleyebilmek igin, faja direngli suslarin gelistirilmesi,
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alternatif kiiltir kombinasyonlarinin olusturulmasi yoniinde yapilan c¢aligmalar hiz
kazanmistir.

Str. salivarius subsp. thermophilus’u enfekte eden fajlar o6zellikle yogurt
sanayinde 6nemli problemler yaratmaktadir. Bu nedenle bakteriyofajlara duyarsiz yeni
suslarin gelistirilmesi, iizerinde durulan yaklagimlardandir. Mills ve dig. (2007) Str.
salivarius subsp. thermophilus’un faja direngli mutantini elde temek igin Str. salivarius
subsp. thermophilus’u kati besiyeri ortaminda enfekte ederek, siit ortaminda
gelistirmiglerdir. Stirekli pasajlama islemi sonrasinda bakteriyofaja direngli farkl
mutantlar elde etmislerdir. Elde edilen mutantlarin ana susa gore fajlara direngli oldugu
ve baslatici kiiltiir olma 6zelliklerini koruduklart belirtilmistir. Vinderola ve dig. (2007)
tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise, faja duyarl: ticari L. delbrueckii suslari ve bu
suslardan dogal olarak faja direngli mutantlar izole edilerek, farelerin sindirim sistemi
mukozal bagisikligr {lizerine etkisi incelenmistir. Bu amagla asit, safra tuzlar ve
lizozime kars1 toleranslari incelenen mutantlarin susa bagl olarak bu ortamlarda 1,0-3,7
log birim kadar canliliklarini kaybettikleri, tiim suslarin pH’s1 3,5 olan yapay mide suyu
ortamina direncli oldugu belirlenmistir. Faja duyarli ve direngli suslar farelere 2, 5 ve 7
giin boyunca verildiginde, mutantlarin ince bagirsak bagisiklik mekanizmasini arttirdigi
ve izole edilen faja direngli suslarin endiistriyel agidan fonksiyonel gidalarda
kullanilabilecegi belirtilmistir. Binetti ve dig. (2007), 9 adet ticari Str. salivarius subsp.
thermophilus susundan izole ettikleri dogal faj direngli 100 mutantin faj direng
mekanizmasini incelemis ve 2 sustun faj adsorbsiyonunu engelledigini, diger 2 susun
ise restriksiyon-modifikasyon sisteminin oldugunu belirtmislerdir. Guglielmotti ve dig.
(2007) tarafindan yapilan ¢alismada ise, faja kars1 duyarli 3 adet L. delbrueckii subsp.
bulgaricus susu ve bu suslardan elde edilen dogal faja direngli mutantlarin bazi
biyolojik ve probiyotik o6zellikleri incelenmistir. pH’s1 2,0 olan yapay mide suyu
ortaminda canlt hiicre sayisinin ¢ok az oranda diistiigii, lizozim ve safra tuzlarina karsi
toleransl olduklari, laktik asit tiretimlerine bagli olarak patojenlere karsi antimikrobiyel
etki yarattiklar1 ve Caco-2/TC-7 hiicre hattina tutunabildikleri belirlenmistir. Yapilan
farkli bir ¢alismada ise Almanya’da siit isletmelerinden izole edilen 56 adet Lc. lactis
fajinin sicakliga karsi direngleri incelenmis ve izolatlardan % 40’1nin siit i¢erisinde 80
°C’de 5 dk siire ile 1sitilmasi ile canliliklarini koruduklart belirtilmistir. En direngli faj

izolati1 eksi kremadan izole edilen ve 97 °C’de 5 dk 1s1l islem sonrasinda bile plak
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olusturabilen P1532 olarak belirlenmis, diger direngli susun ise 95 °C’de 5 dk 1s1l islem
sonrasinda plak olusturabilen P680 oldugu gozlenmistir. P1532 izolatinin inaktive
edilebilmesi icin 72 °C’de 112 dk siire ile pastorizasyon uygulanmasi gerektigi

belirtilmistir (Atamer ve dig., 2009).

1.1.1.6. Diger Ozellikler

Mikroorganizmalarin baglatict kiiltiir olarak degerlendirilebilmesi i¢in temel
olarak laktik asit ile tat ve aroma maddelerini olusturma, belirli diizeyde proteoliz,
lipoliz ve EPS iiretimine sahip olmasi istenilen 6zelliklerdir. Diger taraftan kullanilan
kalturlerin faj direnclilikleri, antimikrobiyel etki gdstermesi ve tuza toleranslar1 bu
mikroorganizmalarin endiistriyel boyutta degerlendirilebilmesinin 6n sartlaridir (Hebert
ve dig., 2000; Ugiincii, 2005).

Gida koruma ydntemlerine kars1 artan ilgi, tliketici ve c¢evre sagligim1 koruma
istegi, tirtinlerde dogallik sartin1 6n plana ¢ikarmistir (Altieri ve dig., 2005). LAB’nin
tikketiminin gilivenli olmas1 ve iriinlin raf 6mrii boyunca canliliklarini koruyup, tiriinde
baskin flora olarak kalabilmeleri, gida koruma amagli kullanilmalarinin temel nedenleri
arasindadir (ibrahim ve Desouky, 2009).

Siitiin mikrobiyel yapisi ve sahip oldugu dogal enzim sistemi, Uriin kalitesini
etkileyen temel faktdrlerdir. Ozellikle ¢ig siitten veya yeterli derecede 1s1l islem
gdrmemis siitten {iretilen trlinler sahip oldugu patojen mikroorganizmalar nedeniyle
insan sagligi iizerinde olumsuz etkiler yaratabilmektedir. Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Salmonella gibi patojen mikroorganizmalar
siit tiriinlerinde canliligin1 koruyabilen ve kolaylikla ¢ogalabilen mikroorganizmalardir
(De Buyser ve dig., 2001). Ozellikle iiriinlere siitten gelen veya yapim asamasinda
bulasan patojen mikroorganizmalar etkin bir baglatici kiiltiir kombinasyonunun
kullanilmas: ile biiyiik dl¢iide Onlenebilmektedir (Ugiincii, 2005; Sameen, 2009).
Baslatic1 kiiltlirlerin fermantasyon siiresi boyunca iirettikleri biyoaktif metabolitler
antimikrobiyel etkinin baslica kaynagidir. Fermantasyon siiresince olusturulan laktik
asit basta olmak Uzere organik asitler, H,O,, karbondioksit, asetaldehit, diasetil ve
bakteriyosin gibi bilesikler {irlinde kullanilan kiiltiirlerin gosterdigi antimikrobiyel

etkinin temel kaynaklaridir (Guerra ve Pastrana, 2002; Stanton ve dig., 2005).
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Fermantasyon siresince olusan organik asitler ortamdaki pH diisiisiine bagli olarak
patojen mikroorganizmalarda glikolizin 6nlenmesi, membran gecirgenliginin bozulmasi
ve madde tasima sisteminde gozlenen bozukluklara bagli olarak mikroorganizmanin
inhibisyonunu saglamaktadir (Yang, 2000; Schnirer ve Magnusson, 2005). Hucresel
proteinlerin temel yapilar iizerinde oksitleyici ve tahrip edici 6zellige sahip olan H,O;
yani sira; anaerobik bir ortam olusumunu saglayan, hiicre zarinda birikerek zar
gecirgenligini bozan karbondioksit (Yang, 2000; Kilig, 2008), diasetil ile yag asitleri de
antimkrobiyal etki gosteren bilesikler arasindadir (Schniirer ve Magnusson, 2005).
Cezayir’e 6zgu fermente bir stt Grinu olan Raib’den izole edilen 52 adet LAB’sinden
13 tanesinin indikatdr mikroorganizma olan L. monocytogenes’e karsi inhibitor etki
gosterdigi belirtilmistir. Segilen 5 izolat tarafindan tiretilen bilesiklerin 120 °C’de 20 dk
boyunca stabil kalabildikleri belirlenirken, asidik sartlar altinda bakteriyosin
aktivitesinin yiiksek oldugu belirtilmistir (Abdelbasset ve Djamila, 2008). Thu ve dig.
(2011) tarafindan yapilan ¢alismada L. plantarum suslarinin farkli kombinasyonlarinin
urettikleri laktik asit, asetik asit ve bakteriyon ile Pediococcus acidilactici Uzerinde
inhibitor etki olusturdugu belirtilmistir.

Farkli bakteri suglar1 tarafindan iiretilen protein veya peptit yapida, antibiyotik
benzeri maddeler olarak ifade edilen bakteriyosinler; gida zehirlenmeleri ve
bozulmalarina neden olan pek ¢ok Gram pozitif bakteriye karsi antimikrobiyel etki
gostermektedir. Ozellikle iiretildikleri suslar ile yakin benzerlik gdsteren suslara kars
etkilidirler (Galvez ve dig., 2008; Dobson ve dig., 2012). Bakteriyosinler okaryotik
hiicreler i¢in toksik olmayan, GRAS olarak kabul edilmis, ribozomal olarak sentezlenen
bilesiklerdir. Dogal gida koruma yoOntemlerine yonelimin artmasiyla birlikte siit
kaynakl1 substratlar {izerinde gelistirilen bakteriler tarafindan iiretilen, liyofilize halde
ticari olarak triinlerde de kullanilan bakteriyosinler 6nem kazanmistir. Bakteriyosin
tiretimleri 1iyi bilinen LAB tarafindan {iretilen bakteriyosinlerin basinda nisin
gelmektedir. Lc. lactis tarafindan Gretilen, 34 aminoasitli bir polipeptit olan nisin Gram
pozitif bakteriler Uzerinde antimikrobiyel etkiye sahip olup, ¢ogu siit firiiniinde
kullanilmaktadir (Niku Paavola ve dig., 1999; Galvez ve dig., 2008). Nisinin yani sira
laktisin, pediosin, enterosin gibi farkli LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinler de

bulunmaktadir.
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Farias ve dig. (1999) tarafindan enterosinin ke¢i peynirinin olgunlasmasi
siresince L. monocytogenes sayisint 9 logip KOB/g azalttig1 belirtilirken, Morgan ve
dig. (2001) tarafindan yapilan bagka bir caligmada ise laktisin igeren yogurt ve
peynirlerde 2 saat stre ile L. monocytogenes canli hiicre sayisinin % 85-99 arasinda
azaldigi belirtilmistir.  Yapilan farkli bir ¢alismada L. plantarum’un {irettigi
bakteriyosin sayesinde S. aureus, L. monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens ve E. coli tzerinde inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir (Mollendorff ve
dig., 2006). Tas ve Erginkaya (2008), tarafindan yapilan ¢alismada, E. coli O157:H7
ATCC 35150 tizerine gesitli LAB’nin etkisi incelenmis, incelenen L. acidophilus, L.
rhamnosus, L. casei suslart arasindan L. casei ve L. acidophilus’un antimikrobiyel
etkisinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir.

Kiiltiirlerin endiistriyel boyutta kullanilmasini etkileyen bir diger 6zellik ise
gostermis oldugu tuz toleranslaridir. LAB’nin sahip olduklar1 tuz tolerans: kiiltiirlerin
ozellikle peynir tiretiminde kullanilabilmesi agisindan 6nem tagimaktadir. Ayad (2009)
tarafindan yapilan ¢alismada tuz toleransina sahip baslatici kiiltiirlerle tiretilen % 3 ve %
5 tuz iceren Domiati peynirinde kiiltiirlerin 2 aylik olgunlasma siiresi boyunca
canliliklarin1 koruduklari belirlenmistir. Yapilan farkli bir ¢alismada ise % 0,50, %
1,25, % 1,80, % 2,25, % 2,50, % 3,0 oranlarda NaCl ilavesi ile Uretilen ¢cedar peynirinde
NaCI miktarinin azalmasimin; pH disiisiinii saglarken, su aktivitesini arttirdigi
gozlenmistir. Artan su aktivitesine bagl olarak baslatici ve baglatici olmayan LAB’nin

gelisimi gozlenmistir (Rulikowska ve dig., 2013).

1.2. Probiyotikler

1.2.1. Probiyotiklerin Tanim

[k kez Bulgarlar’m diger popiilasyonlardan daha uzun yasamalari ve bunun da
canli bakteri iceren fermente siit {iriinleri tiikketimine bagli oldugunu savunan Elie
Metchnikoff ile giindeme gelen probiyotik ifadesi (Twetman ve Stecksén Blicks, 2008)
Yunanca’da ‘yasam karsiti’ anlamina gelen ‘antibiyotik’ kelimesinin tersine ‘probios’
yani ‘yasam’ anlamina gelmektedir (Sanders, 2000; Gllmez ve Gliven, 2002; Longdet

ve dig., 2011). Probiyotikler 1974 yilinda Parker tarafindan sindirim sisteminde bulunan
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mikroorganizmay1 dengede tutmak icin yardimci olan maddeler ve mikroorganizmalar
olarak tanimlanmistir. Ancak bu tanimin ¢ok genis olarak mikroorganizma kulturlerini,
metabolitlerini ve antibiyotikleri de kapsadigi goriilmektedir (Fuller, 1999; Salminen ve
dig., 1999). Fuller tarafindan, bagirsak hijyeni ve intestinal mikrofloranin gelisimini
tesvik eden, konakg1 tizerinde yararli etkiler meydana getiren, mikrobiyel, canli gida
preparatt olarak yapilan probiyotik tanimi (Fuller, 1989), 1992 yilinda Havenaar ve
Huis in’t Veld tarafindan ‘insan ve hayvanlarda yararli mikrofloranin etkilerini arttiran
tek veya karisik canli mikroorganizma kiiltiirii’ olarak genisletilmistir. FAO tarafindan
‘uygun miktarlarda tiiketildigi zaman konakg¢ida olumlu saglik etkisi yaratan canli
mikroorganizmalar’ olarak tanimlanan probiyotikler (FAO, 2002), en genis tanimi ile
insan ve hayvanlarin dogal mikroflorasina ait o6zellikleri gelistiren, tiiketimleri
sonucunda agizda, sindirim sisteminde, {ist solunum yollarinda ya da iirogenital
kanallarda yararli etkileri ile konak¢inin sagligmi koruyan, buralarda olusan
enfeksiyonlarin iyilesmesine katkida bulunan, tek veya karistk mikroorganizma
kalturleri olarak ifade edilmektedir (Klaenhammer ve Kulen,1999).

insan sindirim sistemi 10*3-10" diizeyinde, cogunlugu anaerob bakterilerden
olusan genis bir mikrofloraya sahiptir (Hopkins ve dig., 2001). Sahip olunan bu insan
bagirsak mikrofloras1 {izerinde olumlu etkiler meydana getiren probiyotikler, konakgi
tizerinde ayn1 zamanda;

*antikarsinojenik ve antimutajenik etki,

*laktoz intolerans belirtilerini azaltma,

*serum kolesterolii diisiirme,

*kan basincini diiglirme,

*mukozal biitiinliigi koruma,

*bagirsak rahatsizliklarinin 6nlenmesi,

*bagisiklik sistemine etki,

*patojenleri engelleme,

*metabolizmaya yardimci olma,

*bagirsak dogal florasinin korunmasi,

*vitamin Gretimi
gibi yararlar1 da saglamaktadir (Klaenhammer ve Kulen,1999; Yildiz, 2010; Saad ve
dig, 2013).
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1.2.2. Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar

Probiyotik mikroorganizmalarin en 6nemli grubunu fermente siit {iriinlerine
eklenen veya liyofilize formda kullanilan laktik asit iireten laktobasil ve bifidobakteriler
olusturmaktadir (Ziemer ve Gibson, 1998). LAB’nin yani sira bazi1 bakteri cinsleri,
maya ve kiif tiirlerinin de probiyotik {irlinlerin hazirlanmasinda kullanildigi
belirtilmektedir. Probiyotik olarak kullanllan en yaygin LAB; Lactobacillus,
Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Bifidobacterium’dur.
Bacillus, Aspergillus ve Saccharomyces de probiyotik amagli kullanilan diger
mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir (Tannock, 1997; Roberfroid, 2000; Gulmez

ve Gilven, 2002; Liong, 2008).

Cizelge 1.1. Probiyotik iiriinlerde kullanilan bazi mikroorganizmalar (Saad, ve dig., 2013).

Lactobacillus Bifidobacterium Diger LAB Digerleri
L. acidophilus Bf. adolescentis E. faecium E. coli sug Nissle
] o . Saccharomyces
L. casei Bf. animalis Lc. lactis )
cerevisae
. . Leuconostoc Saccharomyces
L. crispatus Bf. bifidum ] .
mesenteroides boulardii
Pediococcus
L. curvatus Bf. breve S
acidilactici
N ) ) Lc. lactis subsp.
L. delbrueckii Bf. infantis ) )
diacetylactis
L. farciminis Bf. lactis Str. thermophilus
L. fermentum Bf. longum Str. intermedius
L. gasseri
L. johnsonii
L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri
L. rhamnosus
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Yiizyillardir geleneksel gidalarin hazirlanmasinda, depolanmasinda ve silaj
uretiminde kullanilan LAB, metabolizmalar1 sirasinda laktozu pargalayarak baslica son
urtin olarak laktik asit Ureten mikroorganizmalardir (Klein ve dig., 1998). Besin igerigi
yuksek ortamlarda bulunan LAB, bazi probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi ile bir kat
daha 6nem kazanmistir. LAB’den 6zellikle laktobasiller bagirsak florasini diizenlemek
ve enfeksiyonlari 6nlemek amaciyla kullanilmaktadir (Kilig, 2008).

Laktobasiller; Gram pozitif, sporsuz, DNA’larinda genellikle % 50’den daha az
guanin+sitozin (G+C) iceren, katalaz negatif, fakultatif anaerob, cubuk veya
kokobasillerdir (Hammes ve Vogel, 1995; Gomes ve Malcata, 1999). Homofermantatif
olanlar; glikozu glikoliz (Embden-Meyerhof-Parnas) yolu ile parcalayarak
fermantasyon sonucu % 95-100 oraninda laktik asit tretirler (Evren ve dig., 2011;
Salminen ve von Wright, 1998). Heterofermantatif olanlar ise; glikozu Hegzos Mono
Fosfat (HMF) yolu ile parcalayarak fermantasyon sonucu laktik asit yaninda yiiksek
oranda etanol, asetik asit, karbondioksit (Ouwehand ve Vesterlund, 1998) gliserol,
mannitol ve fruktoz olustururlar (Evren ve dig., 2011). Diger bakterilere kiyasla daha
kompleks besinsel ihtiyaglari olmakla birlikte, fermantasyon sonucu drettikleri
metabolitler  sayesinde diger mikroorganizmalar {izerinde inhibitor  etki
gostermektedirler (Law ve Kolstad, 1983). Bifidobakteriler, Gram pozitif, spor
olusturmayan, haraketsiz, polimorfik, karakteristik olarak Y veya V seklinde olan,
katalaz negatif, kenarlar1 yuvarlak, kisa ¢ubuklardir. Obligat anaerob olup, bazi tiirleri
diisiik miktarlardaki oksijeni tolere edebilmektedir (Basyigit, 2004; O’Connell, 2009).
Bu bakteriler gaz olusturmazlar, mono, di ve oligosakkaritleri katabolize edebilme
Ozellikleri ile sindirim sisteminde rekabetgi bir yap1 kazanirlar (Biavatti ve dig., 2000).
Kanalizasyon sulari, insan ve hayvan digkilari, sigir rumeni, bal arilar1 gibi pek cok
kaynaktan izole edilebilirler (Felis ve Dellaglio, 2007).

Enterokoklar Gram pozitif, acrobik veya fakiiltatif anaerob, katalaz negatif, bazi
istisnalar diginda hareketsiz, tek, ¢ift veya kisa zincirler halinde bulunan koklardir.
Genellikle % 6,5 NaClI varliginda gelisebilirken, ¢cogu 10 ve 45 °C’de iireyebilmektedir
(Hardwood ve dig., 2000; Fisher ve Phillips, 2009). Basta siit tiriinleri olmak iizere
farkli gidalarda ve hemen her yerde bulunabilirler. Besin gereksinimlerinde daha segici

olup, genis bir pH aralifinda gelisebilirler. Probiyotik karakteri sayesinde siit
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tirtinlerinde  kullanilabilirliginin yan1 sira gida kaynakli patojenler olarak da

gorulmektedir (Valenzuela ve dig., 2010).

1.2.3. Probiyotik Mikroorganizmalarda Aranan Ozellikler

Mikroorganizmalarin ~ probiyotik olarak tanimlanmasinda kesin Kriterler
bulunmamakla birlikte, son yillarda yapilan ¢alismalarla ¢esitli kriterler belirlenmistir.
Olusturdugu yararli saglik etkileri nedeniyle 6zellikle insandan ve dogal fermente
gidalardan izole edilen LAB’nin kullanimina artan bir ilgi olusmustur (Lim ve Im,
2009). Probiyotik olarak secilen suslarin insan orijinli olmasi ve GRAS statiisiinde yer
almas1 gerekmektedir (Ronkd ve dig., 2003). Probiyotik bakterilerin yararli etkilerini
gosterebilmesi i¢in gida iiretim islemleri sirasinda ve insan ekosisteminde canli
kalabilmesi gerekir. Bu amacla insan sindirim sistemine benzer kosullar altinda
bakteriyel davranislarin incelenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir (Zago ve dig., 2011; Lo
Curto ve dig., 2011). Mikroorganizmanin maruz kaldig: stres lizozim igeren tiikiiriikle
birlikte agizda baslar ve pH’s1 1,5-3,0 olan mide ile safra igeren iist bagirsakta devam
eder (Corzo ve Gilliland, 1999). Asit ve safra tolerans1 midedeki asidik ortama ve ince
bagirsak baglangicindaki safra asidine direnci ile probiyotik bakterilerin sindirim
sisteminden ge¢isi boyunca canliligini belirleyen temel faktorlerdir (Prasad ve dig.,
1998; Park ve dig., 2002). Ayrica mukozal yiizeye tutunmasi, giivenilir olmasi ve
antimikrobiyel aktivite gostermesi de probiyotik bir mikroorganizmanin sahip olmasi
gereken diger ozelliklerdir (Havenaar ve Huis in’t Veld, 1992; Cakir, 2003; Saad ve
dig., 2013).

Diger taraftan probiyotik suslarin birbirleriyle ve geleneksel baslatici kiiltiirlerle
iliskisi, iirtiniin son kullanma tarihine kadar canli hiicre sayisin1 korumasi dikkat
edilmesi gereken diger noktalardir (Tamime ve dig., 2005; Basyigit ve dig., 2006;
Bagyigit Kilig, 2009).

Probiyotik bir mikroorganizmanin se¢ciminde genel olarak;

* susun kokeni,

* susun molekiiler tan1 yontemleri kullanilarak iyi karakterize edilmis olmasi,

* glivenilir olmasi,

* (rinlerde canliligin1 koruyup aktif olabilmesi,
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* diisiik pH ve mide asidine tolerans,

* safra tuzu toleransi,

* insan sindirim sisteminde epitel hiicrelere tutunabilme 6zelligi,

* sindirim sisteminde kolonize olup gelisebilmesi,

* patojen mikroorganizma gelisimini inhibe etmesi gibi 6zellikler aranmaktadir
(Tuomola ve dig., 2001; Ouwehand ve dig., 2002; Grmanova ve dig., 2010; Saad ve
dig., 2013).

Bu 6zellikleri ile probiyotik olarak kabul edilen mikroorganizmalar arasinda ilk
sirayt LAB almaktadir. Cogu ticari firma tarafindan iiretilen ve igerdigi LAB sayesinde
yararli saglik etkileri yaratan probiyotik {irlinler uzun yillardir tim diinya pazarlarinda
yerini almistir. LAB igeren bu {riinler sivi, toz, graniil ve tablet formlarinda
olabilmektedir. Uretilen bu driinlerde tek bir bakteri susu kullanmak yerine ¢ogu susun
kombine olarak kullanilmasi iiriinde yarattigi fizikokimyasal ozellikler ve sagladigi

fonksiyonellik acisindan daha fazla tercih edilmektedir (Lin ve dig., 2006).

1.2.3.1. Susun Kokeni

Probiyotik bakterilerin insan odakli kullanimindan dolay: insan orijinli olmasi
aranilan ozelliklerden birisidir. Baz1 saglig1 destekleyici etkilerin susa 6zgii olmasindan
dolayr insan orijinli bir bakterinin zaten insan sindirim sistemine uyum saglamasi,
saglik iizerinde daha kolay olumlu etki goOstermesini saglayabilir. Ancak susun

kokeninin yan1 sira yarattigi saglik etkisi onem tagimaktadir (FAO, 2002).

1.2.3.2. Susun Giivenilir Olmasi

Laktobasil ve bifidobakterilerin patojen olma potansiyellerinin ¢ok disiik
oldugu, bununla birlikte baz1 enterokok suslarinin firsat¢i patojen oldugu bilinmektedir.
Bu organizmalarin probiyotik olarak kabul edilebilmesi Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve llag Dairesi (Food and Drug Administration) tarafindan ‘genel olarak giivenli’

anlamina gelen ‘GRAS’ olarak onaylanmasi ile saglanmaktadir (Sanders, 1999).
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1.2.3.3. Diisiik pH Toleransi

Ag1z yoluyla alinan probiyotik mikroorganizmalar, agiz boslugundaki lizozim
vb. enzimlere dayamiklilik gosterdigi takdirde bu boliimden gecerek, safra tuzu iceren
mide ve st bagirsak sistemine ilerler. Besinlerin mideye ilk girisi ve mideden salinimi
yaklasik olarak 3 saat siirmektedir. Bu durumda salgilanan mide asidi mideye alinan
mikroorganizmalara kars1 koruma mekanizmasi olarak islev yapsa da, mide ortamina
ulagsmis olan probiyotik mikroorganizmalarin sindirim islemine ve midedeki diistik
pH’ya kars1 direng gostermeleri beklenmektedir (Hyronimus ve dig., 2000; Dunne ve
dig., 2001; Sung ve dig., 2009; Tambekar ve Bhutada, 2010).

Fermantasyon sirasinda laktozun pargalanmasi ile olusan son triinlerden laktik
asidin olusmasi ya da sindirim islemi sirasinda mide ortaminda bulunan hidroklorik asit
mikroorganizmalarin maruz kaldigi asit ortamlardir. Bu nedenle asit ortamlara uyum
saglama; mikroorganizmalar agisindan SUt iriinlerinde baglatict kiiltiir olabilme,
probiyotik 6zellikte olan mikroorganizmalar agisindan da sindirim sistemine ulagabilme
Ozelligi bakimindan o6nemlidir. (Jan ve dig., 2000; Sanz, 2007). Bu karakteristik
Ozellikler de in vitro ortamlarda denenerek probiyotik suslarin se¢imi igin kullanilabilir.
Midedeki yiiksek asitlik ve bagirsaktaki yiiksek safra konsantrasyonu sus secimini
etkileyen ilk konake1 faktorleridir (Hyronimus ve dig., 2000).

Mikroorganizmalarin diisiik pH’lara direncini belirlemek i¢in pH’s1 3,0 ve
altindaki kosullarda ortamlar hazirlanarak denenecek olan kiiltiirler inokiile edilerck
inkiibasyona birakilir ve 0., 1., 2., 3., saatlerde canliliklar1 incelenir (Yavuzdurmaz,
2007). Bu anlamda cogunlukla insan ve hayvan normal mikroflorasini olusturan
Lactobacillus ve Bifidobacterium tlrleri probiyotik olarak ¢alisilmistir (Iniguez
Palomares ve dig., 2007). Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri genel olarak diisiik
pH’ya dayaniklilik gosterseler de organizmalar arasinda suslara bagli olarak farkliliklar
belirmekte ve laktobasiller pH 3,0’1n altindaki ortamlarda duyarlilik kazanmaktadirlar
(Corcoran ve dig., 2005; Lahteinen ve dig., 2010).

Kimoto ve dig. (1999) diisiik pH ve safra toleranslarini arastirdiklari laktokoklar1
pH’s1 2,5 olan ortamda 30 dakika siire ile bekletmisler ve sonrasinda yaptiklari ekim ile
Lc. lactis  527°nin hem diisik pH’ya hem de safra tuzlarina direncli oldugunu

belirtmislerdir. Charteries ve ark. (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada Bf. bifidum,

22



Bf. animalis, Bf. infantis, Bf. breve ve Bf. adolescentis gibi ¢ogu susun yapay mide
ortaminda dogal bir dayanim gosteremedigi belirtilmistir (pH 2,0, 90 dk.). Takahashi ve
dig. (2004) yaptiklar1 bir ¢alisma sonucunda bu tiirlerin mide ortaminda canli kalabilme
oraninin % 1’den daha az oldugunu, ancak Bf. longum’un bir susunun pH 3,0’da 2 saat
inkiibasyonu sonunda % 25 oraninda canli kalabildigini belirtmislerdir. pH 3,0-5,0
arasinda 3 saat siire ile canliligini koruyabilen Bf. animalis subsp. lactis diginda Bf.
longum, Bf. adolescentis ve Bf. pseudocatenulatum hiicrelerinin pH 3,0’da 1 saat
inkiibasyon siiresi sonunda belirgin sekilde azaldigi, ancak Bf. animalis subsp. lactis’in
de pH 2,0°’da 1 saat sonrasinda canliligin1 kaybetmeye basladigt Matsumoto ve dig.
(2004)’nin ¢aligmasi sonucunda belirtilmistir. L. acidophilus ve Bf. bifidum’un ¢esitli
suslarmin karakteristik 6zelliklerini belirlemek amaciyla Goderska ve Czarnecki (2007)
tarafindan yapilan ¢alismalarda incelenen bircok Ozelligin yaninda bu suslarin asit
ortama toleranslar1 incelenmis ve bu amagla pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ortamlari
hazirlanmistir. Hazirlanan bu ortamlarda Bf. bifidum’un L. acidophilus’a gore daha
dayanikli oldugu, ancak bu belirgin farkin pH 5 ve 6’da gozlenemedigi belirtilmistir. pH
2 ve 3 ortaminda 24 saatlik L. acidophilus kdltirlerinin canli kalabildikleri, tim Bf.
bifidum suslar1 arasinda Bf. bifidum DSM 20215’in diisitk pH’ya en duyarli sus oldugu
goOzlenirken, Bf. bifidum suslari i¢in ideal pH’ nin 6 oldugu belirtilmistir.

1.2.3.4. Safra Tuzu Toleransi

Mikroorganizmalarin probiyotik olarak kabul edilmesinde kullanilan diger bir
kriter safra tuzlarina karsi gosterdikleri toleranstir (Lee ve Salminen, 1995). Safra
asitleri karaciger tarafindan kolesterolden sentezlenir, safra kesesi tarafindan da konjuge
formda duodenuma iletilir. Bu asitler, kalin bagirsakta mikrobiyel aktivite sonucu
dekonjugasyon, dehidroksilasyon, dehidrojenasyon ve deglukuronidasyon gibi kimyasal
modifikasyona ugrar ve elde edilen konjuge ve dekonjuge formda olan safra tuzlar
antibakteriyal etki gosterir (Dunne ve dig., 2001). Safra tuzlar1 canli hiicreler i¢in toksik
olup, hiicre zar1 yapisin1 bozmaktadir. Bu nedenle probiyotik bakterilerin sindirim
sisteminden gegisleri sirasinda canliliklarini koruyabilmeleri icin safra tuzlarini tolere

edebilmeleri gerekmektedir (Sanders ve dig., 1999).
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L. paracasei subsp. paracasei ve L. rhamnosus’un L. acidophilus, L. gasseri ve
L. reuteri’ye gore safra tuzlarina daha dayanikli oldugu belirtilmistir (Xanthopoulos ve
dig., 2000). Dunne ve ark. (2001), test ettikleri Lactobacillus ve Bifidobacterium
suslarinin domuz safrasina direng gosteremezken, sigir safrasina karsi dayanikli
oldugunu ancak her iki tiriin de insan safra tuzu iceren ortamda rahatlikla
gelisebildigini belirtmistir. Bagyigit Kilic ve Karahan (2010) tarafindan izole edilen
insan orijinli 107 adet laktik asit bakterisi 16S rRNA dizi analizi ile tanimlanmuis, asidik
pH ve safra tuzu direnci ile antibiyotik duyarliliklar1 incelenmistir. Elde edilen bulgular
ile L. plantarum (AAl1-2, AA17-73, AC18-88, AK4-11 ve AK7-28), L. fermentum
(AB5-18, BB16-75 ve AK4-180), E. faecium (AB20-98 ve BK11-50) ve E. durans
(AK4-14 ve BK9-40)’1n saghgi destekleyici Ozellikleri sayesinde probiyotik bakteri
olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. Tambekar ve Bhutada (2010) kegi sitiinden izole
ettikleri 48 adet laktobasil susundan giiclii antibakteriyel etki gosteren L. plantarum
(G95a ve G96a) ile L. rhamnosus (G92, G99 ve G119b) susalrinin asit (pH 2,0) ve safra
tuzu (% 2) tolerans1 gosterdigini belirtmistir. Floros ve dig. (2012) tarafindan Yunan
peynirlerinden izole edilen 12 adet L. paracasei subsp. paracasei ve 7 adet L.
plantarum’un diisiik pH, safra tuzu ve pankreatine direnci incelenmis, suslarin % 0,3
safra tuzu ve pankreatin varliginda canliliklarin1 koruduklart belirtilmistir. Argyri ve
dig. (2013) zeytinden izole ettikleri Leuconostoc mesenteroides, Leu.
pseudomesenteroides, L. plantarum, L. pentosus, L. paraplantarum ve L. paracasei
subsp. paracasei’den olusan LAB’nin 4 saate kadar safra tuzlarina direngli olduklarini

belirtmistir.

1.2.3.5. Bagirsak Epitel Yiizeyine Tutunma

Bagirsak i¢ dengesi, konak¢min sindirim sistemine alinan molekiiller ve
bagirsak mikroflorasinda goriillen mikroorganizmalarin etkilesimine bagli olarak
olugmaktadir (Leser ve Mglbak, 2009; Heuvelin, ve dig., 2010). Kurulan bu dengede
bagirsak yiizeyine tutunan probiyotik mikroorganizmalarin epitel ylizeylere tutunmasi
ve koloni olusturabilmesi, bagisiklik sisteminin aktive edilmesi ve patojenlere karsi
antogonistik aktivitenin gozlenebilmesi icin 6n sart olarak goriilmiistiir (Simmering ve

Blaut, 2001; Tuomola ve dig., 2001). Epitel doku, viicudun i¢ ve dis yiizeyini Orten,
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aralar1 ¢ok siki olan epitelyum hiicrelerinden olusmus 6zellesmis bir dokudur (Anonim
b). Probiyotik mikroorganizmalarin bu dokuya tutunma mekanizmalarini
aciklayabilmek ve insanlarda karsilasilan problemleri Onleyebilmek igin in vitro
modeller olusturulmustur. Bu amagla en ¢ok Caco-2 ve HT-29 doku kiltir hicreleri,
bagirsak mukusu ile ileostom glikoproteinleri kullanilmigtir (Moussavi ve Adams,
2009).

Bagirsak epitelyum yapisi patojen bakterilere, antijen ve toksik bilesiklere karsi
engel olusturmakta, beslenme sonucu alinan antijenler, patojenler, kimyasallar ve
radyasyon gibi dogal mikrofloray1 veya epitelyum yiizeyleri rahatsiz eden olumsuz
durumlarda savunma mekanizmasi olugsmaktadir (Walker ve Duffy, 1998). Probiyotik
mikroorganizmalar  bagirsakta koloni olusturabildikleri takdirde patojenlerin
kolonizasyonunu azaltmakta, bagisiklik sistemini uyararak zarar goéren mukozanin
iyilesmesine katki saglamaktadir. Diger taraftan probiyotik bakterilerin koloni
olugturmasinin  gastrointestinal hastaliklarin ~ 6nlenmesinde de yararli oldugu
diisiintilmektedir (Ouwehand ve dig., 2001; Duary ve dig., 2011).

Probiyotikler, mide asit ortamindan ve safra tuzu, pankreatik sivilarin oldugu tist
ince bagirsaktan canli gegebildigi takdirde, alt ince bagirsak ve kalin bagirsakta yararli
etkiler meydana getirebilmektedir (Ljungh ve Wadstrom, 2005; Ohashi ve Ushida,
2009). Ozellikle probiyotikler sindirim sistemindeki enterik enfeksiyonlar ve kronik
inflamatuar bozukluklarin tedavi ve 6dnlenmesinde kullanilmakla birlikte (Tambekar ve
Bhutada, 2010), bagisiklik sistemini giliglendirerek, besin sindirimini ve ¢esitli
bilesiklerden yararlanmayi arttirmakta, antimutajenik, antikarsinojenik ve antibakteriyel
Ozellikler gostermektedir (Holzapfel ve Schillinger, 2002).

Kolonizasyon islemi bakterinin mukozal ylizeye tutunmasi, mukus jeli i¢erisine
girmesi veya epitelyum hiicrelere tutunmasi seklinde olmaktadir. Tutunma spesifik
olmayan, biyokimyasal faktorlere bagli olabildigi gibi, bakteri yiizeylerindeki tutunma
molekiilleri ve epitelyum hiicrelerdeki reseptor molekiiller tarafindan da saglanmaktadir
(Bernet ve dig., 1993). Bu nedenle mikroorganizmalarin probiyotik olarak
secilmelerinin temel kriterinden biri epitelyum hicrelere ve mukozal yizeylere
tutunabilmesidir (FAO/WHO, 2001).

Bernet ve dig. (1993) tarafindan insan enterositlerine (Caco-2 hicrelerine)

tutunabilme ozellikleri belirlenmis suslarin ayrica mukus iireten hiicrelere (HT-29-
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MTX) baglanma 6zellikleri incelenmistir. Bf. breve 4, Bf. infantis 1 ve 3 insan izolati
icin kalsiyuma bagimli olmayan bir baglanma sekli gézlenmistir. Caco-2 hicrelerine
baglanma proteinimsi yapilarla saglanmistir. Tutunma o6zelligi gosteren insan
bifidobakteri suslarinin ishal yapan bakterilere kars1 inhibe edici etkisi tespit edilmistir.
Diger taraftan baglanma 0zelligi gosteren bifidobakteri suslarinin enteropatojenlerin
baglanmasini da 6nemli derecede engelledigi tespit edilmistir.

Insan sindirim sistemi orijinli iki L. plantarum 299 ve 299v ile 17 adet L.
plantarum susunun insan kolik hlcreleri HT-29’a tutunma 6zelliklerinin incelendigi bir
calismada, dokuz susun metil-a-D-mannozun inhibisyonu ile tutunma sagladig
belirlenmistir (Adlerberth, ve dig., 1996). Str. salivarius subsp. salivarius UCC118 ile
80 saglikli goniillii iizerinde yapilan bir arastirmada, mikroorganizmanin viicuda
alinabilmesi ve bagirsak florasini etkileyerek koloni olusturabilmesi i¢in yogurdun
onemli bir etkisi oldugu belirtilmistir (Dunne ve dig., 2001).

Matijasi¢ ve dig. (2003) insan sindirim sisteminde canlilifini koruyabilen iki
izolat olan L. gasseri LF221, L. gasseri K7’nin ve kontrol olarak kullanilan L.
rhamnosus GG’nin Caco-2 hicrelerine tutunabilme o6zelliklerini pH 4,5 ve 7°de
karsilagtirmistir. Arastiricilar asidik pH’nin tutunmay: etkiledigini belirtirken, her iki
pH’da K7 nin GG susuna kiyasla tutunma yeteneginin daha az oldugunu, pH 4,5°de ise
LF221’in GG susuna oranla daha iyi tutunma gosterdigini bildirmislerdir. En disiik
laktobasil konsantrasyonunda LF221, en yiksek laktobasil konsantrasyonunda ise GG
susu en 1yl baglanma oranim1 gostermistir. Lewandowska ve dig. (2005)’nin yaptigi
baska bir ¢aligmada ise Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarinin Caco-2, HT-29 ve
Int 407 hicrelerine tutunma ozellikleri incelenmis, L. rhamnosus ve Bf. bifidum’un
Caco-2 hiicrelerine en iyi tutunmayr gosterdigi belirlenmistir. Bf. bifidum NCC189 ve
S17 Caco-2 hiicrelerine giiglii baglanma 6zelligi gosterirken, Bf. infantis longum E18’in
zay1f baglanma 6zelligi gosterdigi ayrica tutunmanin pH’dan etkilendigi belirlenmistir.
Susa 0zgli tutunmanin yaninda asidik pH tutunma ozelligini farkli sekilde
etkilemektedir. Bf. lactis NCC362 orta derecede bir baglanmaya sahip olup, pH
degisiminden etkilenmezken, Bf. longum NCC2705’in gosterdigi orta dereceli baglanma
pH 4,5°te artis gostermistir. Bf. bifidum S17 yiiksek derecede baglanma 6zelligine sahip
iken, bu ozellik pH 4,5’te diisiis gostermistir. Bf. longum infantis E18 diisiikk derecede

baglanma 6zelligi gosterirken, baglanma ozelligi pH’dan etkilenmemistir (Riedel ve
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dig., 2006). Verdenelli ve dig. (2009), yaptiklari ¢alismada yash italyanlarin
digkilarindan izole ettikleri 11 laktobasil susunu tanimlamis, probiyotik &zelliklerini
belirleyebilmek igin izolatlarin mide asidi ile safra tuzlarma direnci, HT-29 hiicrelerine
tutunma, antimikrobiyel ozellikleri, antibiyotik duyarliliklar1 ve plazmit profilini
incelemistir. Ayrica 3 ay siire ile insan beslenmesinde kullanilan bu izolatlarin
bagirsaktan gecisi sirasinda canliliklari arastirilmistir. Elde edilen sonucglara gore L.
rhamnosus IMC 501 ve L. paracasei IMC 502’nin fonksiyonel gidalarda probiyotik
olarak kullanilabilmesi i¢in en uygun ozellikleri gosterdigi bildirilmistir. Yapilan in
vitro ve in vivo galismalarla bu iki susun birlikte kullaniminin sagligi destekleyici etkisi

oldugu belirtilmistir.

1.2.3.6. Antimikrobiyel Etki

Probiyotik bakterilerin temel yararlarindan birisi de ince ve kalin bagirsaktaki
patojen bakterilerin inhibe edilmesidir (Kos ve dig., 2008). Diger taraftan probiyotik
bakteriler gidalarda gosterdikleri antimikrobiyel 6zellikler sayesinde fermente Grinlerin
kalitesi lizerine de olumlu etkiler yapmaktadir. Gidalarda probiyotiklerle bozucu ve
patojen bakterilerin kontroll, raf Omrinin uzatilmasi ve duyusal o6zelliklerinin
iyilestirilmesi ile {iriiniin kalitesi lizerine etki saglanmaktadir (Wei ve dig., 2006;
Siripatrawan ve Harte, 2007; Ammor ve Mayo, 2007; Akpinar ve Basyigit Kilig, 2012).
Kos ve dig. (2008) L. monocytogenes, Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica,
ve Acinetobacter calcoaceticus’a karst L. acidophilus M92, L. plantarum L4 ve E.
faecium L3 probiyotik suslarinin kiltiir ve slipernatantlarini kullanarak antagonistik
aktivitesini incelemis, tiim probiyotik suslarin Salmonella tizerinde etkili oldugu, L.
acidophilus M92’nin ise antilisteriyal aktiviteye sahip oldugu in vitro rekabet testi ile
belirlenmistir.

Bagirsak patojenlerinin inhibe edilmesinde gorev alan antimikrobiyel
bilesiklerin iiretimi, bakterilerin probiyotik olarak siniflandirilmasinda kullanilan diger
bir kriterdir (Hutt ve dig., 2006). Sec¢ilmis probiyotik bakteriler; antibiyotik benzeri
maddelerin Uretimi, bakteriyosin ile asidofilin ve reuterin gibi bakteriyosin benzeri
maddelerin tretimi, laktik asit, asetik asit, fenillaktik asit gibi organik asitlerle pH’nin

diisiiriilmesi, H»O, ve kisa zincirli yag asitlerinin iiretimi, redoks potansiyelinin
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diistiriilmesi, yararli maddelerin tiiketimi gibi etkilerle patojenik mikroorganizmalarin
inhibisyonunu saglamaktadir (Holzapfel ve dig., 1995; Ouwehand, 1998; Sjogren ve
dig., 2003; Lowe ve Arendt, 2004; Lind ve dig., 2007; Erkmen ve Bozoglu, 2008;
Tharmaraj ve Shah, 2009; Seckin ve dig., 2010).

Insan mikroflorasindan izole edilen Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarmin
Listeria, Bacillus, Enterococcus, Staphylococcus, Clostridium, Pseudomonas, E. coli,
Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium’a karsi  antimikrobiyel etkisinin
incelendigi bir ¢aligmada Str. salivarius subsp. thermophilus UCC118’in ¢ogu bakteriyi
inhibe ettigi ancak laktobasil (L. fermentum disinda) ve bifidobakterileri inhibe
edemedigi belirtilmektedir (Thornton, 1996). Yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalar L.
acidophilus LAS5 ve Bf. lactis BB12 igeren yogurtlarda Helicobacter pylori gelisiminin
onlendigi belirtilirken (Wang ve dig., 2004), E. coli, S. enteritidis, ti¢ farkl: Listeria tlr(
ve Bf. cereus’a kars1 Bf. breve C11’in en yilksek, Bf. infantis’in en az antagonistik
aktivite gosterdigi belirlenmistir (Yazid ve dig., 1999). Vizoso Pinto ve dig. (2006)
tarafindan yapilan ¢alismada, LAB’nin gida kaynakli patojenlerden S. aureus, E. coli, L.
monocytogenes’e antagonistik etki gosterdigi, bu o6zelligi ile de koruyucu olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir. Yapilan farkli bir ¢aligmada, L. plantarum suslarinin
pH’s1 2,0, 2,5, 3,0, 3,5 olan yapay mide suyu ortaminda mide asidi ve % 0,4 fenole
direnci ile H,O, dretimi, Caco-2 hiicre hattina tutunma ve antimikrobiyel etkisi
incelenmistir. Arastirmacilar tarafindan tim L. plantarum suslarmin % 0,4 fenol
direncine sahip oldugu, pH’s1 2,0 olan yapay mide suyu ortaminda bile canliliklarinda
onemli bir degisim olmadig belirtilmistir. Tiim suslarin probiyotik 6zellik gosterdigi
fakat L. plantarum ABG6-25, AB7-35, AA13-59, AB16-65, BC18-81 ve AK4-11’in mide
sartlarinda canli kalabilmesi, gii¢lii fenol direnci ve Caco-2 hiicre hattina tutunma
Ozelligi ile insan kullanimi agisindan en iyi probiyotik suslar oldugu belirtilmistir
(Basyigit Kilig ve dig., 2011). Delavenne ve dig. (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada
inek ve Kkegi sutlerinden izole edilen L. paracasei, L. rhamnosus, L. zeae ve L.
harbinensis suslarimin Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis, K. marxianus,
Penicillium brevicompactum, Rhodotorula mucilaginosa ve Yarrowia lipolytica

tizerinde degisen oranlarda antifungal etki gosterdigi belirtilmistir.
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1.2.4. Probiyotik Mikroorganizmalarin Saghk Uzerine Etkileri

Insan ve hayvan sagligma katkida bulunan probiyotikler genis bir uygulama
yelpazesine sahiptir. Probiyotiklerin insan ve hayvan gidalarinda herhangi bir yan etki
gostermeden bagirsak mikroflorasini destekleyici 6zelligi sayesinde kullanildig:
g6zlenmektedir (Holzapfel ve Wood, 1998)

Son yillarda probiyotik ilaveli tiriinler iizerine yapilan ¢alismalarda temel olarak
bu iriinlerin bagirsak florasin1 dengelemesi, sindirim sisteminin ¢alisma seklini
dizenlemesi, bagisiklik sistemini desteklemesi gibi etkilere sahip olmasi
beklenmektedir (Saad ve dig., 2013). Diger taraftan bagirsak sagligini korumak ig¢in
probiyotik ve prebiyotik iceren fonksiyonel drinlere olan ilgi artmaktadir (Marteau,
2001). Probiyotik iirtinlerin saglik iizerine olumlu etki meydana getirebilmeleri i¢in son
kullanma tarihine kadar ml veya g’inda 10° KOB diizeyinde probiyotik bakteri
konsantrasyonuna sahip olmasi gerekirken, terapdtik bir etkinin olugabilmesi i¢in de
giinliik alinmas1 gerekli minimum dozun 108-10° oldugu belirtilmektedir (Shah 2000).
Ancak fermente siit iirlinlerinde iirlinlin son asitligi, besin igerigi, ¢oziinmiis oksijen,
paketin oksijen gecirgenligi gibi faktorler probiyotik bakterilerin canliligini
etkilemektedir (Tamime ve dig., 2005).

Ozellikle sindirim sistemindeki enterik enfeksiyonlar ve kronik inflamatuar
bozukluklarin tedavi ve Onlenmesinde kullanilan (Tambekar ve Bhutada, 2010)
probiyotiklerin, yapilan g¢alismalarla c¢esitli gastrointestinal hastaliklar1 onledigi ve
tedavi ettigi (Karahan ve Cakmake1, 1996; Karahan, 2005; Songiir, 2005; Basyigit Kili¢
ve dig., 2010; Senol ve dig., 2011a; 2011b), patojen bakterilerin toksin retimini veya
metabolizmasini degistirmek ya da canli hiicrelerin sayisini1 azaltmak gibi etkilere sahip
oldugu (Chiang ve Pan, 2012), probiyotik bakterilerin canli hiicrelerinin bagirsaklarda
bulunmalari halinde, bagisiklik sistemini uyardiklar1 ve kuvvetlendirdikleri belirtilmistir
(Klaenhammer, 2000; Can, 2003). Sindirim sisteminde bulunan probiyotik bakterilerin
patojenler (zerinde bakterisidal veya bakteriyostatik etki yaptigi, PB-glikozidaz,
nitrorediiktaz ve ilireaz gibi mutajen ve kanserojen etkiye sahip enzimlerin miktarini
azalttigi (Roberfroid, 2000; Goldin, 2011), bagisiklik sistemini gii¢lendirdigi, besin
sindirimini ve c¢esitli bilesiklerden yararlanmay:1 arttirdigi (Holzapfel ve Schillinger,

2002; Gaudana ve dig., 2010) belirtilmektedir. Ayrica bu bakterilerin antibiyotik
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tedavisinin yan etkilerini 6nleme, serum Kolesterol diizeyinin diislirilmesi, laktoz
hidrolizi ve vitamin iiretimi gibi pek ¢cok olumlu 6zellige sahip oldugu da bilinmektedir
(Havenaar ve Huis in’t Veld, 1992; Sanders, 1999; Rolfe, 2000; Aloglu, 2005; Goldin,
2011; Karahan ve dig., 2012).

1.2.4.1. Bagisiklik Sistemi Uzerine Etkisi

Viicuda giren bir immunojen, bagisiklik sisteminin baslica elemanlar1 olan
makrofajlar ve lenfositler ile ya dogrudan ya da salgiladiklar1 maddelerle etkisiz hale
getirilir. Organizma dis etkilere karsi spesifik ve spesifik olmayan savunma
mekanizmasina sahiptir. Dogumdan 6nce steril olan bagirsak sisteminin beslenme ve
cevresel faktorlerden dolay1r bakterilere maruz kalmasi sonucunda kolonizasyon siireci
baglar (Tannock ve dig., 1990). Bu durum da dogumdan sonra bagisiklik sisteminin
gelisimi i¢in temel bir siirectir (Edwards ve Parret, 2002). Dogum kanali ve ¢evre
sayesinde mikroorganizmalarla tanisan yeni doganlarda baskin olan E. coli ve
Streptococcus anne sitl ile beslenme sonucunda Bifidobacterium’un hizla arigina bagh
olarak giderek azalmaktadir. Anne siitii yaninda ek besinlerle beslenmeye baglayan
bebeklerde bu denge degisir ve tekrar E. coli, streptokok ve klostridyum miktarlarinda
artis gozlenir. Konak¢inin savunma mekanizmasi ve bagirsak fizyolojisi bagirsak
sistemindeki mikroflora kompozisyonu ve dagilimini etkilemektedir (Holzapfel ve dig.,
1998). Bagirsak mikroflorasi; konak¢inin sagligi tizerinde etkili iken, enerji ve besin
tiretimi yaninda istenmeyen mikroorganizmalara karsi da koruma saglamaktadir. Sahip
olunan bagirsak florasi yaglanma, stres, etnik ¢evre gibi fizyolojik kosullar, beslenme
sekli ve ilag tiikketimine bagli olarak degismekte, zararli mikroorganizma sayisi artis
gosterebilmektedir (Woodmansey, 2007). Ozellikle insan viicudundaki toplam
hicrelerin % 95’ini olusturan bagirsak florasi patojenlere karsi bagisiklik sistemini
harekete gecirebilen bir mekanizmadir (Dunne ve dig.,2001).

Probiyotik bakteriler, organizmanin gelistirmis oldugu savunma mekanizmasinin
giiclenmesine katki saglarken, makrofajlar1 aktive ederek bagisiklik sistemini uyarir
(Kilig, 2008). Yapilan klinik ¢alismalar probiyotik bakterilerin viral enfeksiyonlar,
alerjik hastaliklar ve kolit ile ilgili olumlu sonuglar dogurdugunu gostermistir. Can

(2003) probiyotik kombinasyonu ve L. GG’nin alerji bagisiklik sistemi iizerine etkisini
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hayvan deneme modeli iizerinde incelemistir. Denemede karigik ve referans probiyotik
ile beslenen gruplarin IgE diizeylerinin sadece skim milk ile beslenen gruptan istatistik
olarak 6nemli diizeyde daha diisiik oldugu belirtilmistir. Yapilan farkli bir calismada ise
Bf. bifidum, L. acidophilus ve L. paracasei iceren probiyotik peynir tiketiminin
bagirsak mukozasindaki IgA iireten hiicre sayisini arttirdigi belirlenmistir (Medici ve
dig., 2004). Abrahamsson ve dig. (2007) tarafindan yapilan g¢alismada annelere
hamileligin 36. haftasindan doguma kadar olan donemde giinliikk olarak L. reuteri
ATCC 55730 verilmis, bebeklerde de 12. aya kadar probiyotik tlketimine devam
edilmistir. Probiyotik tiiketen bebeklerde 2. yila kadar daha diisiik oranda egzama

gbzlendigi belirtilmistir.

1.2.4.2. Antikarsinojen EtkKisi

Bazi kanser tipleri beslenme ile dogrudan iligkili olup, tiiketilen tirinlerdeki nitro
aromatikler, azotlu bilesikler ve nitrat gibi bilesenler sindirim sistemi mikroflorasinin
sahip oldugu enzimler tarafindan metabolize edilerek genotoksik ve karsinojenik
bilesiklere donlismektedir (Burns ve Rowland, 2000; Karagiil Yiiceer, Avsar, 2010).
Beslenme kaynakli bu olumsuzluklar1 6nlemek i¢in alinabilecek en 6nemli tedbir DNA
bozulmalarini 6nleyebilecek koruma faktorlerinin viicuda alinmasidir (Walker ve Dufty,
1998). Bagirsak sistemi 6zellikle mikrobiyel kaynakli kanser tiplerinin goriildigi bir
ortam olup, bakteriyel kaynakli karsinojenik bilesiklerin dretildigi ve tiimor
olusumunun en fazla goriildigi yerlerden birisidir (Rowland, 1995; Rafter ve dig.,
2007). LAB ve bifidobakterler karsinojen olusumuna sebep olan enzimlerin miktarlarini
azaltmaktadir (Aso ve Akazan, 1992; Marteau ve dig., 1993; Hosoda ve dig., 1996;
Rafter ve dig., 2007). Probiyotik bakterilerin antikarsinojen etkisinin prokarsinojen
kaynaklarin azaltilmasi, bagirsak mikroflorasinin giiglendirilmesi, toksin iiretiminin
geciktirilmesi gibi etkilerle saglanabilecegi belirtilmistir (Singh ve dig. 1997). Diger
taraftan kolon bakterilerinin detoksifikasyon, lignin ve fitodstrojen aktivasyonu,
karsinojen ve antimutajenleri baglayici etkisi ile koruyucu etki sagladigi bilinmektedir
(Liong, 2007). Salminen ve dig. (1998) tarafindan sindirim sistemi mikroflorasinin
dizenlenmesinin, prokarsinojenlerin karsinojenlere doniisiimiiniin azaltilmas1 gibi

metabolik aktivitelerin degistirilmesinin, toksin absorbsiyonunun azaltilmas1 veya
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Onlenmesinin, bagirsak sistemi hiicre bdliinmesinde folat saglanmasiin laktik asit
bakteri tiikketimiyle iliskili oldugu belirtilmistir (Rafter ve dig., 2007; Karagil Yuceer,
Avsar, 2010).

Son yillarda azalis gostermesine ragmen kolorektal kanser; erkeklerde akciger,
kadinlarda meme kanserinden sonra ikinci sirayr almis bir kanser tipidir. Ozellikle
beslenme bu kanser tipi izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Yapilan ¢aligmalar laktik
asit Ureten suslar ve prebiyotiklerin rat kolonunda karsinojen olusumunu, tUmor
olusumu Oncesi gozlenen lezyonlar1 ve kimyasal karsinojenlerden olusan tiimdrleri
azalttig1 gozlenmistir (Goldin ve dig., 1996; Mclntosh ve dig., 1999; Capurso ve dig.,
2006; Rafter ve dig., 2007).

Cesitli ¢alismalarda karsinojen bilesiklerin alimindan once ve sonra probiyotik
tiketiminin DNA’da olusabilecek zararhi etkileri azalttigi bildirilirken (Horie ve dig.,
2003), cogu laktobasil ve bifidobakteri susunun rat kolon mukoza DNA’sina zarar veren
bir karsinojen olan 1,2 dimetilhidrazin miktarini azaltict etki olusturdugu, giinlik 300 g
probiyotik igeren yogurt tiiketiminin genotoksisiteyi azalttigi bildirilmistir (Oberreuther
Moschner ve dig., 2004). EI-Nezami ve dig. (2006) tarafindan yiiriitilen ve Giliney
Cin’de saghkli erkek bireylerle yapilan ¢alismada L. rhamnosus LC705 ve
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii suslarinin aflatoksin B1 emilimi ve
uriner sistemle viicuttan atilmasi lizerine etkisi incelenmistir. Yapilan ¢alismada 5 hafta
stire ile ginde 2 defa bireyler probiyotik kombinasyonu ve placebo (bos kapsiil) ile
beslenmistir. Arastirma sonunda probiyotik kombinasyon ile beslenen grupta iiriner
AFB-N’-guanin miktarin 6nemli oranda diistigii ve probiyotik kombinasyon ile
karaciger kanser riskinin azaltilabilecegi bildirilmistir. Rafter ve dig. (2007) tarafindan
L. rhamnosus GG, Bf. lactis Bb12 probiyotik kiiltiirleri ile hazirlanan simbiyotik
ortamin 12 haftalik tiiketim suresince kolorektal kanser riskine etkisi kolon kanseri
hastalar1 lizerinde incelenmistir. Deneme siireci sonunda hastalarin digki 6rneklerinde
laktobasil ve bifidobakter sayisinin arttigi, Clostridium perfringens sayisinin dnemli
derecede azaldigi, polipektomi uygulanan hastalarda genotoksin miktarinin azaldigi,
kanser hastalarinda ise interferon gama sayisinin arttigi tespit edilmistir. Bu sayede

simbiyotik tiiketimi ile kolorektal kanser riskinin azaltilabilecegi bildirilmistir.
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1.2.4.3. Diyare

Diyare 6zellikle gelismekte olan iilkelerde 6liimlere sebep olabilen tiim diinya
icin onem arz eden bir hastaliktir. Bagirsak sistemi insan vicudunun en aktif
organlarindan biri olarak kabul edilmekte, beslenmenin yani sira endokrin sistem ve
metabolik aktivitelerle konak¢inin sagligi {izerinde onemli bir rol iistlenmektedir.
Bagirsak sistemi solunum sisteminden sonra viicutta ikinci en biiylik alana sahip
olmakla birlikte, bu kanaldan bireyin normal yasam siiresi boyunca 60 tona yakin
yiyecek gegmektedir. Bu durum goz oniine alindiginda inflamatuvar hastaliklarla kanser
riskinin olugmast tesadiif olarak degerlendirilmemelidir. insan sindirim sisteminin sahip
oldugu farkli tiirdeki mikroorganizmalar bilinmekle birlikte, 6zellikle mide ve bagirsak
mikroflorasinin insan sagligi tizerinde etkili oldugu yapilan ¢alismalarla belirlenmistir
(Ziemer ve Gibson, 1998; Andersson ve dig., 2001; Saad ve dig., 2013). Ozellikle
konak¢inin biyokimyasal yapisi lizerinde etkili olan bagirsak florasi; bagirsak sisteminin
enzimatik aktivitesinde, kisa zincirli yag asitlerinin iiretiminde, bagirsak sisteminin
oksidasyon rediiksiyon potansiyelinde, konak¢i fizyolojisi, immiinolojisi ve konakgi
tarafindan sentezlenen molekiillerin modifikasyonunda etkili olmaktadir (Tannock,
1995). Bagirsak sistemi ¢esitli salgilarla korunmasina ragmen, salgi fonksiyonu yabanci
kimyasallara kars1 duyarlidir (Bengmark, 1998).

Diyareye akut inflamatuvar reaksiyonlar ve Salmonella, Shigella,
Campylobacter, Yersinia, Aeromonas, Clostridium ve Escherichia gibi farkli cins
mikroorganizmalar sebep olamktadir (Macfarlane ve Gibson, 1997). Pek ¢ok farkli
sebebi ve c¢esidi bulunmakla birlikte, yapilan ilk caligmalar viral veya bakteriyel
diyarenin tedavisinde probiyotik bakterilerin olumlu etkilerinin oldugu yoniinde bilgi
vermektedir (Saad ve dig., 2013). Yapilan ¢alismalar L. rhamnosus GG, L. reuteri DSM
12246 ile Saccharomyces boulardii’nin rotaviris ve antibiyotik kaynakli diyarenin
tedavisinde onemli bir yere sahip oldugunu gostermektedir (Rosenfeldt ve dig., 2002;
Kotowska ve dig., 2005; Basu ve dig., 2008).

Bagisiklik sistemindeki etkilerinden dolay1 probiyotikler diyareyi engelleyici ya
da tedavi edici etkiye sahiptirler. Diger taraftan patojenik bakteri veya viruslerle epitel
hiicrelere baglanma bdlgeleri icin rekabete girerek enfeksiyonlara karsi koruma

saglarlar (Alvarez Olmos ve Oberhelman, 2001).
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Agarwal ve Bhasin (2002), L. casei DN-114001 susunun ¢ocuklarda diyareyi %
40 azalttigini belirtirken, agiz yoluyla alinan probiyotiklerin rotaviriis kaynakli diyareyi
onledigi bildirilmistir (Saavedra, 2000; Szajewska ve Mrukowicz, 2001; Huang ve dig.,
2002). Ginlik 1,5 g probiyotik 6zellik gosteren E. coli Nissle 1917 (ECN) tlketiminin
bagirsak antiinflamatuvar1 olarak goérev yaptigi, bir yildan daha uzun bir siire
kullanimiin ise ilseratif koliti engelleyici ve tedavi edici etkisi oldugu belirtilmistir
(Kruis ve dig., 2004; Sartor ve dig., 2004). Bibiloni ve dig. (2005) tarafindan yapilan bir
caligmada probiyotik karistmindan olusan bir iirlin olan VSL#3’lin denendigi
geleneksel tedavi yontemi ile 3-6 haftalik siiregte hastalarin % 77’sinin kolit sikayetinde
azalma oldugu belirlenmistir. L. rhamnosus GG’nin ulseratif kolit tizerine etkili oldugu
bildirilirken (Zocco ve dig., 2006), L. reuteri ATCC 55730’un cocuklarda Kolit
belirtilerini azalttig1 belirtilmistir (Savino ve dig., 2007). Akut diyare gortlen Hintli
cocuklar iizerinde yapilan bir ¢alismada 7 giinliik tedavi siirecinde 10* ve 10" KOB
duzeyinde L. rhamnosus GG alan ¢ocuklarda hastalik siiresinin kisaldigr bildirilmistir
(Basu ve dig., 2008). L. casei DN-114 001’in kommensal E. coli ATCC 35345 (zerine
etkisinin incelendigi bagka bir arastirmada ise L. casei’nin E. coli’nin sebep oldugu
iltihab1 azalttig1 belirlenmistir (Llopis ve dig., 2009). Longdet ve dig. (2011) klinik
olarak enfekte edilmis albino ratlarda Shigella dysenteriae’nin sebep oldugu sigelloza
kars1 anne siitiinden izole edilmis L. casei’nin probiyotik etkisini denemislerdir.
Arastirma ile kontrol grubu ratlarin sigellozdan etkilendikleri belirlenirken, L. casei
verilen grupta karacigerde herhangi bir etkiye rastlanmamis ve sigellozun da 6nlendigi

tespit edilmistir.

1.2.4.4. Antikolesterol Etkisi

Kolesterol, karaciger tarafindan sentezlenen ve gidalar tarafindan emilen
esansiyel bir hiicre membrani bilesenidir. Kolesterol bazi hormon ve safra asitlerinin
tiretimi icin gereklidir. Beslenmede doymus yag alimi ile serum kolesterol seviyesi
yiiksek oranda iliskili olup, 6zellikle diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) miktarinin
yiiksek olmasi kalp ve damar hastaliklarina neden olmaktadir (Liong ve Shah, 2006).
Kalp ve damar hastaliklarinin diinya ¢apinda yaklasik 23,6 milyon Kkisiyi

etkileyebilecegi diisiincesiyle, 2030 yilinda 6nde gelen hastaliklar arasinda olacagi
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tahmin edilmektedir (WHO, 2011). Probiyotik bakteriler safra asidini dekonjuge ederek
lipidleri absorbe etmesini onler ve serum kolesterol seviyesinin diismesini saglarlar.
Yapilan ¢ogu in vitro ¢alismada probiyotik ve prebiyotiklerin toplam serum kolesterol
miktarinin, LDL kolesterol ve HDL kolesterol miktarinin azaltilmasinda énemli bir yere
sahip oldugu bildirilmistir (Ooi ve Liong, 2010). Probiyotiklerin kolesterolu asimile
etmesi, hiicre duvarina kolesteroliin baglanmasi, kolesteroliin probiyotiklerin gelismesi
sirasinda hiicre zariyla birlesmesi ve fermantasyon sirasinda kisa zincirli yag asitleri
olusturmasi1 kolesteroliin Onlenmesinde probiyotiklerin gosterdigi mekanizmalardir
(Pereira ve Gibson, 2002; Liong ve Shah, 2005; de Preter ve dig., 2007; Lye ve dig.,
2010).

Hindistan’da yapilan bir ¢alismada, L. acidophilus susu ile fermente edilen
manda sitinun bir ay tiketimi ile kolesterol seviyesini % 12-20 oraninda distiigii
belirtilmistir (Khedkar ve dig., 1993). Giinlik 200 ml E. faecium igeren yogurt
tilketiminin kolesterol seviyesini azalttig1 tespit edilirken (Agerback ve dig., 1995),
Liong ve Shah (2005) tarafindan incelenen laktobasil susalarmin 12,03-32,30 pg/ml
arasinda degisen oranlarda kolesterolii asimile edebildikleri belirtilmistir. Abd El-
Gawad ve dig. (2005) tarafindan yiiriitiilen baska bir ¢alismada ise 35 gin boyunca
glinliik 50 g Bf. longum Bb-46 igeren bufalo siitii yogurtlari ile beslenen ratlarin toplam
kolesterol seviyesinin % 50,3, LDL-kolesterol seviyesinin % 56,3, trigliserit seviyesinin
% 51,2 azaldig1 belirlenmistir.

Ziarno ve dig. (2007) tarafindan ticari baslatici kiiltiirlerin kolesterolii asimile
etme Ozelliginin incelendigi c¢alismada, L. acidophilus monokultirlerinin % 49-55
oraninda kolesterolii asimile ettigi bildirilmistir. Yapilan diger bir caligmada
hiperkolesterolemik fareler tizerinde L. plantarum PHO4’(in probiyotik 6zelligi Nguyen
ve dig. (2007) tarafindan incelenmistir. Arastirma sonunda 2 hafta boyunca giinde 10
KOB diizeyinde probiyotik ile beslenen farelerde serum kolesterol seviyesinin
probiyotik almayan kontrol grubuna kiyasla % 7-10 oraninda azaldigi bildirilmistir.
Larkin ve dig. (2009) tarafindan soya ilaveli probiyotik yogurtlarin kolesterol seviyesini
diisiirdiigi belirtilirken, Pan ve dig. (2011) tarafindan da kimizdan izole edilen L.

fermentum SM-7’nin kolesterol seviyesini % 66,8 oraninda diisiirdiigii bildirilmistir.
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1.2.4.5. Laktoz Hidrolizi

Siitteki temel karbonhidrat olan laktozun hidrolizi diinya ¢apinda bir problem
olup, % 50’den fazla yetiskinin sorunu haline gelmistir. Laktoz intoleransi olan kisiler
laktozun sindirilmesini saglayan B-galaktozidaz enzimine disiik seviyede sahiptir ya da
genetik problemlerden dolayr bu enzim bireyin bagirsak sisteminde hig
salgilanamamaktadir. Sindirilemeyen laktoz kalin bagirsakta kalinbagirsak bakterileri
tarafindan fermente edilerek, ¢esitli bilesiklerin olusmasina sebep olur. Olusan bu
bilesikler bagirsaktan sivi emilimini engelleyerek diyare, sigkinlik, karin agris1 ve gaz
olusumuna sebep olurlar (Levri ve dig., 2005).

Fermente siit lirtinleri tiiketiminin laktoz intoleransi 6nledigi yapilan ¢alismalarla
belirtilmektedir (Chryssanthopoulos ve Maridaki 2010). Fermente sut Urinlerinde
laktozun zaten parcalanmis olmasi veya laktozun sindirilmesini saglayan [-
galaktozidazin probiyotik bakteriler tarafindan salgilanmasi laktoz intoleransina karsi
yararli etkiler saglamaktadir. Diger taraftan mineral igerigi siite benzeyen yogurt
Ozellikle laktoz intoleransi olan kisiler i¢in 6nemli bir kalsiyum kaynagidir (McKinley,
2005). Yapilan ¢ogu caligmada probiyotik LAB tarafindan laktozun yaklasik % 20-
40’min pargalanabildigi bildirilmistir (He ve dig., 2008).

Yapilan ¢aligmalar bagirsakta diisiik B-galaktozidaz aktivitesine sahip bireylerde
laktoz emiliminin sute oranla L. acidophilus igeren siitlerde ve yogurtta daha fazla
oldugunu gostermektedir (Lin ve dig., 1991; Mustapha ve dig., 1997; Montes ve dig.,
1995). Yogurtta bulunan normal seviyedeki (>10° KOB/g) yogurt kiiltiirlerinin (Str.
salivarius subsp. thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus) laktoz sindirimini
arttirdigin1 gostermektedir. Bu etkinin ise susa 6zgiillikten ¢ok hiicre yogunluguna bagl
oldugu belirtilmistir (Lin ve dig., 1991). Farkli LAB ve bifidobakteri suslar1 iceren
fermente st drdnleri ile beslenen gondllilerde laktoz intolerans nedeniyle gorilen
sendromlarin onlenebildigi belirtilirken (Jiang ve dig., 1996), ¢oklu probiyotik Grini
olan VSL3’Un H; olusumunu engelledigi bildirilmistir (Yesovitch ve dig., 2004). Bf.
longum iceren kapsul ile Bf. animalis, L. bulgaricus ve Str. salivarius subsp.
thermophilus igeren yogurtlarin laktoz intoleransi bulunan 11 kisi Uzerindeki etkisi
incelenmis, 14 giinliik deneme siireci sonunda kisilerin laktoz intoleransa bagh

sikayetlerinde azalma tespit edilmistir (Zhong ve dig., 2006). He ve dig. (2008)
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tarafindan laktoz intoleransi olan kisiler iizerinde yapilan ¢alismada bireyler 2 hafta
boyunca Bf. longum kapsulu ve Bf. animalis igeren yogurtlar tiiketmislerdir. Deneme
sonunda digkida belirlenen B-galaktozidaz aktivitesinin arttigi, ancak kapsiil ve yogurt

tilketen bireyler arasinda 6énemli bir fark olmadigi belirtilmistir.

1.2.4.6. Vitamin Uretimi

Vitaminler genetik yapilar1 ve antioksidan Ozellikleri ile faklilik goOsteren
molekiiler fonksiyonlar1 sayesinde insan sagligi iizerinde Onemli etkiler yaratan
bilesiklerdir. Insanlar tarafindan sentezlenemedikleri i¢in ¢ogu vitamin beslenme ile
alinirken, bazi bagirsak bakterileri belli vitaminleri tretebilmekte ve bu durum
probiyotik bakterilerle sindirim sistemi mikroflorasinin fonksiyonel bir 6zelligi olarak
kabul edilmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda LAB’nin ¢ogunun folat, kobalamin,
riboflavin, tiamin, piridoksin, naftokinin gibi vitaminleri liretebildikleri belirtilmistir
(O’Connor ve dig., 2008). Burgess ve dig. (2004) Lc. lactis subsp. cremoris NZ9000’in
riboflavin  Uretimini incelemis, c¢alismada riboflavin {iretimini saglayan genin
karakterizasyonu saglanarak, vitamin iceren fermente 0Urlnlerin  Gretiminde
kullanilabilecegi bildirilmistir. Pompei ve dig. (2007) tarafindan folat iiretimleri incelen
76 bifidobakter susundan, 17 tanesinin folat drettigi, 6 susun folat icermeyen
besiyerinde gelistikleri ve 41-82 ng/ml arasinda degisen oranlarda folat irettikleri
bildirilmistir. Bf. adolescentis ve Bf. pseudocatenulatum tiiketen 23 saglikli goniillii
lizerinde yapilan c¢alismada digkida belirlenen folat miktarinin arttigi belirlenmistir
(Strozzi ve Mogna, 2008). Folat tretimi gozlenen bifidobakterle beslenen ratlarda
plazmada folat miktarinin arttigi bildirilirken, insanlarda yapilan denemelerde de ayni

sekilde diskida folat miktarinin arttig1 belirlenmistir (Rossi ve dig., 2011).
1.3. Fonksiyonel Gidalar
Yasam standartlarinin degigmesi, tiiketici bilincinin artmasi ve giiniimiiziin hizh

yasam kosullar1 sonucunda bireylerin dogal gidalara olan ilgisi gun gectikce

artmaktadir. Tiiketicilerin sagliklarint korumak amaciyla, yan etkileri gdzlenebilen
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ilaclart kullanmak yerine fonksiyonel driinleri tercih etmesi, fonksiyonel iiriin pazarinin
hizla biiyiimesine ve bu alanda yapilan ¢aligmalarin artmasina sebep olmustur.

Uluslararast Yasam Bilimleri Enstitiisii (International Life Science Institute-
ILSI) bir gida drinidnin “fonksiyonel’ olarak nitelendirilebilmesi icin, beslenmeye
yonelik uygun niteliklerinin yan1 sira, viicudun bir ya da daha fazla hedef islevini daha
saglikli ve iyl duruma getirmek ve/veya hastalik riskini azaltmak yoluyla yararli yonde
etkili olmasi1 gerektigini belirtmistir (Ozdemir ve dig., 2009). Fonksiyonel gida tanimi
ilk kez 1980°1i yillarin sonunda Japonya’da kullanilmistir. 1991 yilinda ‘Spesifik Saglik
Kullanimindaki Gidalar i¢in Etiketleme Diizenlemeleri’ (FOSHU) ile fonksiyonel gida
kavrami ilk kez yasal olarak Japonya tarafindan kabul edilmistir. Bu tanim igerisine
giinliik beslenme ile alinan gidalar dahil edilirken, hap, tablet ya da kapsiil formundaki
gida ve gida katkilar1 bu tanimlama igerisine alinmamaktadir (Anonim, 1998).

Uzun yillardir tiiketilen gidalarin ¢ogunun insan sagligir iizerine etkileri
bilinmektedir. Bu gidalar iizerine yapilan ¢aligmalar sonucu, gida katkilar1 ve gidalarin
saglik tizerine olan etkileri hakkinda daha sistematik bilgiye sahip olunmasiyla tiketici
yararina daha saglikli bir beslenmenin olugmasi saglanmistir (Ziemer ve Gibson, 1998).
Genel olarak fonksiyonel gidalar, temel besin Ogeleri gereksinimini karsilamanin
yaninda, saglik iizerinde etkili olan, hastaliklardan korunma ve tedavide yarar saglayan
gidalar olarak tamimlanabilir (Huggett ve Verschuren, 1996). ilk olarak kalsiyum ve
baz1 vitamin benzeri bilesiklerin saglik iizerine olumlu etkileri nedeniyle gidalara ilavesi
ile ortaya cikan fonksiyonel {iriinler, ilerleyen zamanlarda bagirsak florasi iizerindeki
olumlu etkileri ile probiyotikleri de kapsami igerisine almistir (Sanders, 1998; Ziemer
ve Gibson, 1998). Bu anlamda probiyotiklerin, tiirinlerin sagligi destekleyici ve
besleyici 6zelliklerini arttirmak amaciyla 6zellikle fermente siit tiriinlerinde kullanimi
hizli bir artig géstermistir.

Sagliga faydali olan canli mikrobiyel yiyecek katkisi (Reid ve dig., 2003) olarak
da ifade edilen probiyotik kavrami ile birlikte fonksiyonel gida teriminin ortaya ¢ikmasi
yakin bir gegmise dayanmakta, bu konuda yapilan ¢aligsmalar ve beraberinde pazar pay1
giin gectikce artmaktadir. Avrupa, Japonya ve Avustralya’da gelisen bu pazar
probiyotik, prebiyotik ve simbiyotikleri igeren gidalari kapsamaktadir. Fonksiyonel

ozellikli bu mikroorganizmalar ayn1 zamanda fermantasyon siiresi boyunca Urettikleri
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biyoaktif metabolitler ile dolayli olarak saglik iizerine etki saglamaktadir (Stanton ve
dig., 2005).

Icerisinde belirli bir bilesenin az ya da ¢ok miktarda bulunmasi ile
fonksiyonellik kazanan {riinlerin yani sira, {iriin icerigine belli bir bilesenin ilave
edilmesi veya ¢ikartilmasi ile fonksiyonellik kazanan iiriinler de fonksiyonel gida
kapsamina girmekte (Ozdemir ve dig., 2009), yine ayni islemler uygulanarak bir iiriine
daha fazla fonksiyonellik kazandirilabilmektedir (Ziemer ve Gibson, 1998). Yani bir
gidanin fonksiyonel ifadesini alabilmesi ic¢in viicutta hedeflendigi sekilde bir veya daha
fazla olumlu etki meydana getirmesi (Bellisle ve dig., 1998), geleneksel beslenme
etkisinin yani sira fizyolojik ve psikolojik etki gostermesi de gerekmektedir
(Clydesdale, 1997). Fonksiyonel gida firiinlerinin tercih edilme nedenlerinden biri de
tiikketicilerin beslenme aligkanliklarini degistirmeden sagliklarin1 koruma istekleridir
(Larsen ve Grunert, 2003). Fonksiyonel iirlin pazarinin 6zellikle Amerika, Avrupa ve
Japonya’da hizla biiyiidiigii, yillik biiylime oraninin ortalama % 20 civarinda oldugu
belirtilirken (Ozdemir ve dig., 2009), probiyotik iiriin pazari ise dzellikle Amerika’da
gelisme gostermektedir (Giiven ve Glilmez, 2006).

Bugiin diger iilkelerden farkli olarak sanayilesmis iilkelerin; bireylerinin
sagligini daha uygun maliyetlerle koruma, yasli niifuslarina sadece uzun degil ayni
zamanda daha iyi bir yasam sunmanin yani sira, daha kisith zamana sahip tiiketiciler
igin saglikli gidalar hazirlamak ve hazir yemek sektorlinde secenek sunmak gibi daha
farkli zorunluluklar1 bulunmaktadir (Sanders, 1998; Roberfroid, 1999; Giliven ve
Gulmez, 2006).

Fonksiyonel gidalar bitkisel ve hayvansal kaynaklar olmak iizere iki siniftan
olusmaktadir. Yulaf, keten tohumu, domates ve triinleri, UzUm, turuncgiller, cay ve
cesitli sebzelerin sayilabilecegi bitkisel kaynaklar kolesteroliin diistiriilmesi, koroner
kalp hastaliklari, kanser tipleri olusum riskinin azaltilmasi, tiriner sistem hastaliklarinin
tedavisi amaciyla kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda siit Griinleri, balik ve et Grlinlerinin
yer aldig1 hayvansal kaynakli fonksiyonel gidalarin ise kalp hastaliklari, osteoporosis ve
kolon kanseri riskinin 6nlenmesinde rol aldigi belirtilmektedir (West ve dig., 1998;
Giliven ve Gilmez, 2006). Diger taraftan saglikli beslenmenin bir pargasi olarak

tiiketilen fonksiyonel gidalarin toksik etkilerinin olabilecegi de gz Oniine alinmali,
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fonksiyonel gidalar ve biyoaktif bilesenler i¢in de maksimum alim dozu belirlenmelidir
(Hathcock, 1995).

Yapilan ¢alismalar tiiketiciler tarafindan fonksiyonel gidalarin tiiketiminin,
gidanin giivenilirligi ve yarattigr saglik etkilerinin yani sira tadiyla da iligkili oldugunu
gostermektedir (Grunert ve dig., 2000; Urala ve Lahteenméki, 2003). Tketiciler
fonksiyonel gida tiiketimi ile kazanacaklari olumlu saglik etkileri karsisinda Urtntn
tadindan 06diin vermeye hazir olduklar1 igin (Cox ve dig., 2004), gidalarin
fonksiyonelligini arttirmak amaciyla biyoaktif ve bitkisel kaynakli bilesenlerle de
saglanabilen duyusal Ozellikleri her zaman degistirmek gerekli degildir (Urala ve
Lahteenmaki, 2004).

Fonksiyonel gidalarin gelisimi, gida kalitesinin arttirilmasi ve tiiketici sagliginin
desteklenmesi agisindan 6nemli bir adimdir. Fonksiyonel iiriinler igerisinde 6zellikle siit
urtnleri buyuk bir dneme sahiptir. Saglik iizerine etkileri agisindan fonksiyonel siit
urtinleri; gastrointestinal sistem tizerine etkisi olan st rlinleri, kalp ve damar sagligina
etkili siit iirlinleri ve osteoporoz ve diger durumlara etkili siit {riinleri olarak
siniflandirilmaktadir. Cesitli laktik asit bakteri i¢ecekleri, yogurtlar, cesitli probiyotik
stit karisimlar1 piyasada yaygin olarak bulunan probiyotik siit tiriinleridir (Seckin ve
Baladura, 2011).

1.4. Kegi Siitii ve Besinsel Icerigi
Inek siitiine oranla daha beyaz bir renge sahip olan kegi siitiiniin asitligi 6,4-10,0
°SH, yogunlugu 1,028-1,041 g/ml arasindadir. Yapisindaki proteinli bilesiklerin

yaklagik %’ii kazeinden olustugu icin kazeinli siitler arasinda yer almaktadir

(Uclincii,2008).
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Cizelge 1.2. Cesitli siitlerin besinsel igerigi (g/100g) (Degen, 2007).

) Toplam kuru
Cesit Yag Protein Laktoz
madde

Keci 3,4-4,5 2,8-3,7 3,9-4,8 11,5-13,5
Inek 3,4-5,5 4,6-4,9 4,6-4,9 12,3-14,5
Koyun 6,0-8,5 3,9-4,7 3,9-4,7 16,0-20,0
Deve 5,0-5,5 3,5-4,5 5,0-6,0 13,5-16,0

At 1,0-2,0 1,6-1,8 6,0-7,0 10,0-12,0

Et ve siit triinlerinde keg¢inin 6nemli bir pay kazanmasi ile son yillarda kegi
yetistiriliciliginde ve keci siitii iiretiminde diger memelilere gore Onemli bir artis
gbzlenmistir (Anonim, 2007). Son yillarda tiretimi artan keginin daha Onceleri diger
memelilere alternatif olarak diisliniilmemesi, keci siitiiniin cogu birey tarafindan kokulu,
sert, tatlt veya tuzlu seklinde tanimlanmasi da yetistiriciligin kiiciik 6l¢ekli yapilmasina
neden olmustur (Mowlem, 2005; Park ve Drake, 2005; Pandya ve Ghodke, 2007). Inek
stitiiyle karsilastirildiginda kegi siitii ve iirlin pazar hala yeterli seviyede olmasa da
genel olarak iyi organize olmus iilkelerde hizla genislemektedir. Ozellikle Asya ve
Afrika tilkelerinde keg¢i siitii milli ve kirsal ekonomide dnemli bir paya sahiptir. Akdeniz
bolgesi diinya kegi siitii tiretiminin % 18’ini karsilarken, kegi sutl tum dinyada st
cesitleri arasinda % 2’lik bir paya sahiptir (Pandya ve Ghodke, 2007).

Kirsal kesimde ev yetistiriciligine uygun olmasi, bireylerin bilinglenmesi ile ke¢i
yogurdu, peyniri gibi iiriinlere talebin artmasi, ¢esitli saglik problemleri nedeniyle inek
stitii  tilketemeyen bireylerin keci siitli tercihi keci yetistiriciligi ve kegi siitii
ireticiliginin artmasini saglamistir. Genel olarak tiiketilen ke¢i peyniri ve yogurdunun
yam sira, pastorize ve UHT icecekler, koyulastirilmis siit, dondurma, siit tozu ve
geleneksel drunler olarak da tiketimi mevcuttur (Pandya ve Ghodke, 2007).

Keci siitli, inek siitiine gore farkli oran ve cesitte kazein icermekte, yag
partikiillerinin  biiyiikliigli, yapis1 ve protein miselleri bakimindan farklilik
gostermektedir (Tziboula Clarke, 2003). Kazein miselleri inek siitiine kiyasla daha
yuksek oranda dagilima sahip olup, yiliksek mineralizasyon ve diisiik hidrasyon
gostermektedir (Vargas ve dig.,2008). a-s-1 kazeini hi¢ icermeyen ya da ¢ok az igeren,
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fakat bunun yerine a-s-2 kazeine sahip kegi sutli daha az verimli, daha uzun rennet
koagiilasyonu gerektiren, zayif piht1 sikiligina sahip olup, insan sindirim sistemi i¢in
son derece yararlidir (Ambrosoli ve dig., 1988). Protein yapisindaki farklilik protein
zincirindeki aminoasit diziliminden kaynakli olup, keci siitii dirlinlerine farkl
sindirilebilirlik, peynir yapim 6zellikleri ve aroma kazandirirken (Rystad ve dig., 1990;
Lopez Aliaga ve dig., 2003), yiiksek oranlarda esansiyel aminoasitleri de bunyesinde
barindirmaktadir. Diger taraftan 6zellikle kalp ve damar hastaliklar1 iizerinde yararli
etkileri olan tekli ve ¢coklu doymamis yag asitleri ile orta zincirli trigliseritlere sahiptir
(Haenlein, 2004). Sahip oldugu yag icerigi daha kolay sindirilebilmekte (Alférez ve
dig., 2001), ¢esitli metabolik hastaliklarin 6nlenmesinde ve metabolik aktiviteler i¢in
enerji kaynagi olarak kullanilabilmektedir (Sanz Sampelayo ve dig. 2007). Ancak sahip
oldugu besinsel igerigi iklim sartlar1 ve mevsime, hayvanin cinsine, beslenmesine ve
yetistirildigi ortama bagli olarak degisim gdstermektedir.

Kegi siitii 6zellikle; inek siitii ile yeterince beslenemeyen gelismekte olan, aglik
problemi yasayan iilkelerde, inek siitiine kars1 ¢esitli alerjik problemleri ve
gastrointestinal sistem bozukluklar1 olan toplumlarda ve gelismis iilkelerde bilingli
tiiketicinin gastronomik ihtiyaglar1 paralelinde biiyliyen bir pazar payma sahiptir
(Haenlein, 2004; Mowlem, 2005; Pandya ve Ghodke, 2007). Ancak folik asit
bakimindan zengin bir kaynak olmadigi ic¢in keci siitii tiiketilen beslenme
programlarinda mutlaka folik asit takviyeleri kullanilmalidir (Pandya ve Ghodke, 2007)

Yapilan caligmalar ile yeni dogan ¢ocuklarda ozellikle ilk ti¢ y1l gbzlenen inek
sttd alerjisinin kegi sttt kullanimi ile onlenebildigi, kegi siitii ile beslenen ¢ocuklarin
cesitli mineral ve vitaminleri kazaniminin daha fazla oldugu belirtilmistir (Haenlein,
2004). Barrionuevo ve dig. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada sindirim problemi
bulunan siganlarin inek siitii yerine kegi siitli ile beslenmesi sonucunda bakir ve demirin
yiksek emilimi gozlenmistir. Diger taraftan kegi sutlinun orta zincir uzunluguna sahip
trigliseritlerin varligi sayesinde kolesterolii disiiriicii etkisi oldugu da belirtilmektedir
(Alférez ve dig., 2001; Barrionuevo ve dig., 2002).
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1.4.1. Turkiye ve Diinyada Kegci Siitii ve Uriinleri

Keci siitii tiretimi % 84,6’lik paya sahip inek siitii tiretimi ile karsilagtirildiginda
% 2,1°l1ik bir orana sahip olup, 6zellikle son yillarda diinya kegi tiretiminde % 55’lik bir
artis gozlenirken, bu artisin paralelinde keg¢i siitii iiretiminde de % 58’lik bir artig
gbzlenmistir (Haenlein ve Abdellatif, 2004). Kegi siitiintin 6zellikle beslenme ve saglik
tizerine yararli etkilerinin kanitlanmasi ile 6zellikle son yillarda artan kegi st Gretimi
dikkat c¢cekmektedir. Cogu yerde kiiciik Olgekli olarak gerceklestirilen {iretim,
giiniimiizde endiistriyel boyutta 6nem kazanmis ve sanayilesme adina c¢esitli calismalar
gerceklestirilmektedir. Tiirkiye’de {iiretilen keci siitii, diger siitlerle karistirilarak peynir
ya da dogrudan dondurma tiretiminde kullanilirken (Pirisi ve dig., 2011; Savran ve dig.,
2011), diinyada i¢gme siitii olarak tiiketimin yaninda 6zellikle peynir ve yogurda
islenerek tliketilmekte, belli bir kisim ise dondurma ve yag iiretimine ayrilmaktadir.
Diger taraftan 6zellikle yurt disinda bu tiiketimin yani sira ¢esitli saglik marketlerinde,
hazir yemek pazarinda ve 6zel peynir marketlerinde tiiketimi séz konusudur. Ozellikle
Ingiltere’de iiretimi tesvik amacli gdrev yapan Siit Pazarlama Komisyonu (Milk
Marketing Board, MMB) Ureticilerin sitlerini toplayarak Ureticiye pazar, fiyat ve retim
stabilitesi konularinda garanti saglamaktadir. Yine son yillarda tiiketici bilincinin
artmasi, Urlin ¢esitliliginin artmasini tesvik etmis, bu sayede artan reklam kampanyalar1
da iiretimin artmasina biiyiik oranda destek olmustur (Mowlem, 2005). Ozellikle
Akdeniz iilkeleri; Yunanistan, Ispanya, Fransa ve italya basta gelen koyun ve kegi siitii
ureticileridir (Dubeuf ve Le Jaouen, 2005).

Diinyada keci sutd ve drdnlerinin Uretim ve tiiketiminin artmasina ragmen,
Tiirkiye’de son yillara kadar toplam siit liretiminin yaklasik olarak % 2’lik kismini
olusturan kegi siitii tiretim ve tiikketim olduk¢a diisiik seviyededir (Anonim, 2010c).
Ancak son yillarda yapilan ¢alismalar ve kegi yetistiriciligi amaciyla kurulan ciftlikler
tiretimi arttirmaya yonelik girisimlerdir. Nitekim bu gelismeler sonucunda Tiirkiye
diinya kegi siitii iiretiminde %3’liik bir pay ile 11. sirada yer almaktadir (Yerlikaya ve
dig., 2011).

Savran ve dig. (2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 6zellikle yiksek gelirli,
orta yas iizeri kesimin keci siitli ve iirlinlerine yonelik talebinin daha fazla oldugu,

kentsel kesimde keci siitli ve peyniri tiikketiminin sirasiyla % 5 ve % 27 oldugu, yillik
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kisi basi kegi siitii tiiketiminin ise 350 ml oldugu belirtilmistir. Kegi situ yiksek
besinsel degerinin yani sira tiiketiciler tarafindan olumsuz karsilanan koku, farkli tat ve
aromasi nedeniyle daha az tiiketilmekte, ke¢i yogurdu ve peyniri olarak tiiketimi daha

yaygin gorilmektedir (Mowlem, 2005).

1.5. Yogurt

Giliniimiizde 6nemli bir fermente siit iirlinii olan yogurt, uygun sicaklikta spesifik
bakterilerin kullanilmasi ile tretilmektedir. Yogurt temelde kolay bozulan urtinlerin
muhafaza siiresini uzatmak i¢in gelistirilmis bir yontem olan fermantasyon teknigi ile
iretilen bir tiriindiir. Diinyanin bazi bolgelerinde yaygin olarak tiiketilen yogurt, inek,
koyun, keci, manda ve diger siitler kullanilarak {iretilmekte ve tiiketicinin istekleri
dogrultusunda cesitlenmekle birlikte cogu yerde geleneksel yontemlerle iiretimi tercih
edilmektedir (Akin, 2006).

Cogu tilkede Str. salivarius subsp. thermophilus ve L. delbrueckii subsp.
bulgaricus kullanilarak elde edilen iiriin olan yogurt Tiirk Standartlari’nda ‘birinci sinif
inek sutd, koyun sutl, keci sutl, manda sltu ve pastorize siitten biri veya birkaginin
karistminin  gerektiginde siit tozu ilavesiyle homojenize edilip veya edilmeden L.
delbrueckii subsp. bulgaricus ve Str. salivarius subsp. thermophilus etkisiyle laktik asit
fermantasyonuna yogurt yapim kurallarina uygun olarak tabi tutulmasi sonucu elde
edilen Urtin’ olarak ifade edilmektedir (Anonim, 1999). Uretimde kullanilan bu
bakteriler siit sekerini kullanarak laktik asit {iretir, asitligin diismesi ile denatiirasyon
olarak ifade edilen siit proteinlerinin koagiile olmasi saglanir (Robinson ve Tamime,
1986). Bu iki bakteri genellikle tat, aroma ve ¢esitli saglik etkileri yaratmak {izere diger
LAB ile birlikte kullanilmaktadir (Y1ldiz, 2010; Tamime ve dig., 2005).

FAO/WHO tarafindan yogurt ‘laktik asit fermantasyonu sonucu elde edilen
koagiile siit iirlinli” olarak tanimlanirken, Uluslararas: Siitgiiliik Federasyonu (IDF) ‘tam
yaglh, yagli, yarim yagli, az yagli, yagsiz slt, konsantre sut, sit tozuyla kuru maddesi
arttirilmig siit, homojenize veya homojenize edilmemis, pastdrize veya sterilizasyon
isleminden sonra sogutulup 6zel laktik asit bakterilerini iceren starter kiiltiirlerle tek
basina veya karisimlar1 kullanilarak fermente edilmis, igerisinde tiiketimden dnce canli

laktik asit bakterileri i¢ceren bir iiriin’ olarak tanimlamaktadir.
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Yogurdun ilk defa nerede iiretildigi ile ilgili olarak kesin bir bilgi bulunmasa da
cogu kaynakta Tiirkler tarafindan yapildigi desteklenmektedir. Baglatic1 kiiltiirler ile
birlikte probiyotik bakteriler kullanilarak da yogurt iiretimi gergeklestirilmektedir
(Donkor ve dig., 2007; Kearney ve dig., 2009). Ancak bu durum inkibasyon siresinin
uzamasina ve iriiniin basta aroma ve tadi olmak iizere, kalitesinde 6nemli degisikliklere
neden olmaktadir. Fermente siit lriinlerinde son iirlinden beklenen kaliteyi elde
edebilmek icin Uretimde kullanilan baslatic1 kiiltiirler ve ihtiva ettikleri probiyotik
suglarla oranlari kilit noktay1 olusturmaktadir. Bu nedenle kiiltiiriin fermantasyon stiresi,
olusturdugu yumusaklik ve tekstiir, seker toleransi ve asitlik sonrasi stabilitesi aranan
Ozellikler arasindadir (Tamime ve dig., 2005).

Yar1 kat1 fermente siit iirlinii olarak belirtilen yogurt; aroma, tekstiir, kivam gibi
Ozellikleri bakimindan bdlgeler arasinda gesitlilik gostermektedir (Yildiz, 2010). Siitiin
icerdigi laktozun parcalanarak laktik aside donilismesi ile ger¢eklesen fermantasyonun
farkl1 yontemler kullanilarak yapilmasi diinyanin farkli yerlerinde farkli iiriinlerin elde
edilmesini saglamaktadir. inek siitiinden farkl1 kazein yapisina, yag globiilleri ve protein
misellerine sahip olan keci siti sahip oldugu bu farkliliklardan dolay1 jel yapisi ve
jellesme siireci bakimindan farkliliklar gostermekte bu da farkli kalitede bir son iiriin
eldesine sebep olmaktadir. Bu durumda kec¢i yogurdu inek siitiinden iiretilmis yogurda
kiyasla piht1 sikiligi, yumusaklik ve viskozite bakimindan farkliliklar gdstermektedir
(Karademir ve dig., 2002). Diger taraftan ke¢i yogurdu daha az sineresiz, zayif jel yapisi
ve keskin tat gostermektedir (Haenlein, 2004).

Vargas ve dig. (2008) tarafindan keci siitii, inek siitli ve inek siitiine % 75, 50, 25
oranlarinda keci siitii karigtirilmasi ile tiretilen yogurtlardan % 100 ve % 75 oraninda
keci siitiinden iiretilmis yogurtlarin depolama siiresi boyunca en diisilk pH’ya sahip
oldugu belirlenmistir. % 100 kegi siitiinden firetilen yogurtlarda gézenekli matriks
yapisinin daha yiiksek oldugu, bu yogurdun yag globiillerinin sadece inek suti ile
iretilenden daha kiigiik yapida oldugu belirlenmistir. Giiler ve Gilirsoy Balct (2011)
tarafindan farkli baslatici kiiltiirlerle, ke¢i siitii, koyun siitii ve iki siitlin karisimi
kullanilarak {iretilen yogurtlarda toplam kuru madde, yag, protein ve kiil miktarlari
sirastyla; koyun siitiinden iretilen yogurtlarda %16, % 5,3, % 5,5, % 1,29; kegi
siitlinden {iretilen yogurtlarda % 14,03, % 3.9, % 4,15, % 1,08; ikisinin karistmindan
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tiretilen yogurtlarda ise % 15,14, % 4,70, % 4,67, % 1,26 olarak belirlenmis, en yliksek
oranlar ise koyun siitii kullanilarak iiretilen yogurtlarda gozlenmistir.

Str. salivarius subsp. thermophilus CR12, L. casei LCO1, L. helveticus PR4, L.
plantarum 1288 kullanilarak kegi stttnden dretilen fonksiyonel Uriinlerde 45 glnlik
depolama siiresi sonrasinda bile LAB sayisinin 7,0 logip KOB/g’dan daha diisiik
olmadig1 bildirilmistir (Minervini ve dig., 2009). Senaka Ranadheera ve dig. (2012)
tarafindan L. acidophilus LA-5, Bf. animalis subsp. lactis BB-12 ve P. jensenii 702
suslar1 kullanilarak iiretilen probiyotik ke¢i yogurtlarinin 4 haftalik depolama siiresince
Str. salivarius subsp. thermophilus sayisinda 6nemli bir azalma olmadigi, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus sayismin 10° KOB/g’dan 10°-105 KOB/g diizeyine diistiigii
gbzlenmistir. 4 haftalik depolama siiresi sonucunda P. jensenii 702 ve Bf. animalis
subsp. lactis BB-12 sayisinin yaklasik olarak 10”-10° KOB/g diizeyinde oldugu, ancak
L. acidophilus LA-5 susunun ise 10°> KOB/g’dan daha diisiik bir seviyede tespit edildigi
bildirilmistir.

1.5.1. Siit ve Siit Uriinleri Tiiketiminin Saghk Uzerine Etkileri

Olduk¢a kompleks bir gida sistemi olan siit ve siit {irlinleri, fiziksel gelisimin
desteklenmesine, bagisiklik sisteminin giiclenmesine katki saglarken, gesitli vitamin,
mineral, lipid ve proteinlerin alimini saglayarak sindirim sistemini de desteklemektedir.
Stit hiicre gelisimine katki saglama, sindirim sistemi ile bagirsak mikroflorasinin
gelisimini  destekleme gibi etkileri sayesinde Ozellikle yeni dogan bebeklerin
beslenmesinde ©6nemli bir yere sahiptir. Vitamin, mineral, protein, peptid, aroma
bilesenleri gibi siitte bulunan veya fermantasyon stiresince iiriinde olusan bilesenler de
stit ve {irlinlerinin 6nemini arttirmaktadir (Akin, 2006; Yildiz, 2010). St proteinlerinin
cesitli metabolik diizensizlikler sonucu olusan obezite gibi beslenmeye dayali
hastaliklar1 6nlemede de etkili oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalar saglikli
beslenmenin bir parcasi olarak diizenli tiiketilen siit ve iirlinlerinin ¢ogu hastaligin
onlenmesinde etkili oldugunu goéstermektedir (Mattila Sandholm ve Saarela, 2003).
Sindirim sistemi, kalp ve damar hastaliklari, iirogenital hastaliklar, dermatoloji,

yaslanma, agiz sagligi ile ilgili sorunlar, bagisiklik sistemi hastaliklari, alerji, sinir
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sistemi hastaliklar1 riskinin diizenli siit ve siit {riinleri tiiketimi ile azaltilabilecegi
belirtilmektedir.

Onemli siit iiriinlerinden biri olan yogurdun kimyasal bilesimi siite benzemekle
birlikte {iretimi sirasinda kuru madde oraninin degismesi ve igerisindeki LAB’nin
fermantasyon sirasinda olusturdugu degisiklikler cesitli farkliliklara neden olmaktadir.
Yogurt bakterileri tarafindan ©6n sindirime tabii tutulan proteinlerin pepton ve
aminoasitlere, siit yaginin da yag asitlerine doniisiimii ve laktozun kismi hidralizasyonu
yogurdun sindirilebilirligini arttirmaktadir (Akgiin ve Yazici, 2011)

Diger taraftan fonksiyonel 6zellikteki siit tirtinleri sahip olduklari LAB sayesinde
sindirim sistemi mikroflorasinin gelisimine katki saglayarak zararli bakterilerin
gelisimini engellemektedir. Yapilan ¢alismalar bagisiklik sistemini de destekleyen bu
tiriinlerin toksin ve karsinojenlere karsi da etkili oldugunu gostermektedir (Yildiz,
2010). Fermantasyon boyunca LAB bir dizi ikincil metabolit sentezlemektedir.
Sentezlenen bu metabolitlerden bazilart saghgi destekleyici oOzellikler tasiyan B
vitaminleri, gida proteinlerinden serbest kalan biyoaktif peptidler gibi bilesiklerdir
(Stanton ve dig., 2005). Ayrica irettikleri organik asitler, H,O,, CO,, diasetil,
asetaldehit, bakteriyosin gibi bilesiklerle antimikrobiyel etki saglamaktadirlar. Uretilen
bu antimikrobiyel bilesenler ise Gram pozitif ve negatif patojenlere karsi antagonistik
etki gostermektedir (Annuk ve dig., 2003; Akpinar ve Bagyigit Kilig, 2012). Diger
taraftan probiyotik gidalar arasinda probiyotik bakteri aliminin saglandigi en dogal
yolun yogurt ve giinliik olarak tiiketilen siit iirlinleri oldugu belirtilmektedir (Caglar ve
dig., 2005). Temel besinsel icerigi ile 6zellikle cocuklarin beslenmesinde 6nemli bir
yeri olan sut Uriinleri sagladigi fonksiyonel 6zelliklerle birlikte icerdigi kazein, kalsiyum
ve fosfor sayesinde ¢iirliklerin 6nlenmesi ve agiz mikroflorasinin desteklenmesi iizerine

de katk1 saglamaktadir (Levine, 2001; Petti ve dig., 2001).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Ulkemizin Sivas, Hatay, Denizli, Burdur, Isparta, Zonguldak, Aydm, Afyon,
Mugla (Bodrum) illeri halk pazarlarindan toplanan, 6zellikle evlerde ve mandiralarda
kiiciik olgekli, geleneksel yontemlerle tiretilmis farkli ¢esitteki 40 adet yogurt 6rnegi
izolasyon materyali olarak kullanilmistir. Yogurtlar soguk zincir kirilmadan

laboratuvara ulastirilmis ve analizler siiresince buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Gizelge 2.1. illere gore yogurt 6rneklerinin dagilim tablosu.

Iller Yogurt 6rnegi sayisi
Afyon 3
Aydin 3
Burdur 4
Denizli 2
Hatay 3
Isparta 17
Mugla (Bodrum) 5
Sivas 1
Zonguldak 2

2.2.YOntem
2.2.1. Yogurt Orneklerinin izolasyon icin Hazirlanmas
Tartilan 10 g yogurt 6rnegi 90 ml steril % ringer ¢ozeltisi ile homojen hale

getirilmis ve Y steril ringer ¢ozeltisi ile 1/10 oraninda seyreltilerek seri dillisyonlari

hazirlanmastir.
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2.2.2. izolasyonda Kullanilan Besiyerleri

Yogurt o6rneklerinden L. delbrueckii subsp. bulgaricus izolasyonu icin de Man
Rogasa Sharp agar (MRS agar) (Merck) besiyeri, Str. salivarius subsp. thermophilus
izolasyonu igin M17 agar besiyeri (Merck), L. johnsonii, L. rhamnosus GG, L.
acidophilus ve L. casei izolasyonu i¢in modifiye MRS agar besiyeri kullanilmigtir
(Ravula ve Shah, 1998).

MRS Agar Besiveri

Proteoz pepton 100 g
Et ekstrakti 100 g
Maya ekstrakti 50 ¢
D- Glikoz 200 g
Sodyum asetat 50 ¢
Dipotasyum hidrojen fosfat 20 g
Magnezyum sulfat 7H,0 02 ¢
Manganez stilfat 4H,0 005 g
Tween 80 1 ml
Amonyum sitrat 20 g
Agar 15 g
Destile su 1000 mi

L. delbrueckii subsp. bulgaricus izolasyonu icin 15 g/l agar iceren MRS agar
besiyeri, Str. salivarius subsp. thermophilus izolasyonu i¢in 15 g/l agar ve 5 g/l laktoz
igeren M17 agar (Merck) besiyeri kullanilmistir. L. johnsonii ve L. rhamnosus GG
izolasyonu i¢in D-glikoz ilave edilmeden, 121 °C’de 15 dakika steril edilerek hazirlanan
MRS besiyeri bazal ortamina sirasiyla 0,45 um’lik filtreden gegirilerek steril edilen 20
g/l maltoz ve 20 g/l mannitol ilave edilmistir. L. acidophilus ve L. casei izolasyonu igin
hazirlanan MRS bazal ortami 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir. L. acidophilus
izolasyonu i¢in 121 °C’de 15 dakika steril edilmis MRS ortamina, 0,45 um’lik filtreden
gegirilerek steril edilmis % 10’luk salisin; L. casei izolasyonu i¢in ise ayn sekilde steril
edilmis % 10’luk D-sorbitol ¢ozeltisi son konsantrasyonda % 1 olacak sekilde ilave

edilmistir (Ravula ve Shah, 1998).
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Laktobasil izolatlarin aktiflestirilmesi igin % 0,05 sistein-HCI (Merck) igeren
MRS s1v1 besiyeri, Str. salivarius subsp. thermophilus izolatlarinin aktiflestirilmesi igin

ise M17 s1v1 besiyeri kullanilmistir (Kontula ve.dig, 2000; Temmerman ve dig.,2003).
2.2.3. izolasyon

LAB’nin izolasyonu De Man ve dig. (1960) ve Kontula ve dig. (2000)’ne gore
yapimistir. Yogurt orneklerinden 10™’e kadar steril ¥ ringer cozeltisi ile seri
diliisyonlar hazirlanmustir. Hazirlanan 10 ve 10 diliisyonlarindan 0,1 ml alinarak izole
edilecek bakteri gruplarma o6zel besiyerlerine yayma kiiltir yontemi ile ekim
yapilmigtir. Ekim yapilan Petri kutular1 anaerob jar igerisinde Anaerocult A mini kit
(Merck) kullanilarak 42 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
izolatlarin koloni morfolojisi, Gram reaksiyonlar1 ve katalaz aktiviteleri incelenmistir
(Erkkilda ve Petdja, 2000). Kok ve g¢ubuk sekilli, sporsuz, Gram pozitif, katalaz
reaksiyonu negatif olan kolonilerin saf kiiltiirleri elde edilip stoklanmistir (Thornton,
1996; Hartemink ve dig., 1997; Sonmez ve dig., 1999).

2.2.3.1. Preparatlarin Fotograflarinin Cekilmesi

Gram boyama sonrasinda hazirlanan preparatlardan tipik basil ve kok
goriintiistine sahip olanlarin fotograflart 151k  mikroskobu (Novel) kullanilarak
cekilmistir.

2.2.3.2. Saf Kultdrlerin Muhafaza Edilmesi

Elde edilen saf kilturler uygun besiyerlerinde gelistirildikten sonra % 20 gliserol
ortaminda -20 °C’de muhafaza edilmistir (Manero ve Blanch, 1999; Cakir, 2003).
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2.2.4. Yogurt Izolatlarinin Baslatic Kiiltiir Olma Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.4.1. izolatlarn Siitii Koagiile Etmesi

Izolatlarin siitii koagiile etme 6zelliginin belirlenmesi igin 110 °C’de 10 dk
sterilize edilerek hazirlanan % 10’luk yagsiz siit tozu besi ortamina % 2 oraninda aktif
kiiltiir asilanarak 42 °C’de 36 saate kadar inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 16. ve 36.
saatlerinde ortam pH’s1 Ol¢iilmiistiir. 16 saate kadar siitli koagiile eden kiiltiirler hizli
koagiilasyon 0zelligine sahip olarak, 36 saate kadar siitii koagiile edemeyen suglar ise

zay1f koagiilasyon 6zelligine sahip olarak nitelendirilmistir (Hebert ve dig. 2001).

2.2.4.2. izolatlarin Laktik Asit Uretimi

Izolatlarin asit iiretimini belirlemek igin steril skim milk igerisine aktif kiiltiirden
% 2 oraninda asilanarak 42 °C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda ornekler AOAC (1999)’un 947.05 nolu metodu kullanilarak bire bir oraninda
destile su ile seyreltilmis, tlizerine % 1’lik fenolftaleyn belirte¢ ¢ozeltisi eklendikten
sonra 0,1 M’lik NaOH kullanilarak titre edilmistir. Izolatlarin asit iiretimleri asagidaki

esitlik kullanilarak % laktik asit olarak ifade edilmistir.

o . .. 0,]1MNaOH(ml)x 0.009
Laktik asit (%o)= mek (2) % 100
mek (g

(2.1)

2.2.4.3. izolatlarin Asetaldehit Uretimi

Izolatlari asetaldehit iiretimi NAD"*nin NADH’a enzimatik indirgenmesini baz
alan asetaldehit belirleme kiti (Boehringer Mannheim, R-Biopharm AG, Darmstadt,
Almanya) kullanilarak spektrofotometrik yontemle belirlenmistir (Chaves ve dig.,
2002). 10 ml MRS s1v1 besiyeri igerisine % 1 oraninda asilanan kiiltiirler 42 °C’de 16-
18 saat inkiibe edilmis, sonrasinda 4100 rpm’de 5 dk santrfiij islemi ile hiicreler hasat
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edilmistir. %4 liik steril ringer ¢ozeltisi ile yikanan hiicreler, % 1 oraninda maya ekstrakti
iceren 50 ml steril skim milk igerisine asilanarak 42 °C’de 20 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 40 g yogurt drnegi tartilmis, 4 ml % 20°lik sitrik asit ¢Ozeltisi ile
tyice ezilerek hacmi destile su ile 50 ml’ye tamamlandiktan sonra karisim kaba filtre
kagidindan siiziilmiistiir. Siizlintii yeterince berrak olmasi i¢in 4100 rpm’de 5 dk
santrifiijlenmis ve elde edilen berrak 6rnekten 0,2 ml alinarak kitte belirtildigi sekilde
kit bilesenleri ile karistirilip spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda okuma
yapilmistir. Asagidaki formiil kullanilarak elde edilen absorbans degerinin asetaldehit

konsantrasyonu hesaplanmustir.

V x MW

- sxdxwvx 1000 %

(2.2)

C: Asetaldehit konsantrasyonu (g/l)
V: Son hacim (ml)
Vv Ornek hacmi (ml)

MW : Asetaldehit molekiiler agirligi (g/mol)
d: Isik yolu (cm)

€ NADH standardi (340 nm i¢in 6.3)
AA . Ornek absorbansi

2.2.4.4. izolatlarin Proteolitik Aktivite Tayini

Izolatlarm proteolitik aktivite tayini icin Hull (1947) metodu modifiye edilerek
kullanilmistir (Karasu, 2006). 5 ml steril skim milk iceren deney tlpleri igerisine % 1
oraninda aktif kiiltiir agilanarak 37 °C’de 42 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda ornek tizerine 1 ml destile su ve 10 ml 0,72 N TCA eklenerek karistirilmis
ve 10 dk bekletilmistir. Stire sonunda 6rnekler Whatman 1 filtre kagidindan siiziilmiis,
stiziintliden 5 ml alinarak tizerine 10 ml Na,CO3,NasP,07 tampon ¢ozeltisi eklenmistir.

Daha sonra uzerine 3 ml fenol ayiract eklenerek mavi renk olusuncaya kadar
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karistirlmigtir. Islem sonunda &rnekler 4100 rpm’de 20 dk siireyle santrifiijlenerek
bulaniklik yaratan unsurlarin uzaklastirilmasi saglanmistir. Elde edilen berrak mavi
kisim alinarak spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda optik yogunluk ol¢iimleri
yapilmigtir. Olusan aminoasitlere esdeger olarak tirozin aminoasidi esas alinmis ve
orneklerin proteolitik aktivitesi standart tirozin kurvesine gore belirlenmistir

(Yiksekdag ve dig., 2004).

Na,CO3,Na,P,0; tampon c¢ozeltisi: 75 g Na,CO3; (Applichem) ve 10 g NasP,0;

(Sigma) tartilarak destile su ile ¢6ziilmiis ve hacim 500 ml’ye tamamlanmaistir.

Fenol aywraci: 1 kisim folin-ciocalteus ¢ozeltisi (Merck) 2 kisim destile su ile

karistirilarak her seferinde taze hazirlanmistir.

Standart tirozin kurvesinin ¢izimi: 0,01, 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,1, 0,15, 0,2 mg/ml
tirozin igerecek sekilde hazirlanan 5 ml steril skim milk besiyerine metotta belirtilen

ayni islemler uygulanarak standart kurve ¢izilmistir.

2.2.4.5. izolatlarin EPS Uretimi

Izole edilen laktobasil suslarinin EPS iiretimleri Van Geel-Schutten ve dig.
(1998)’ne gore yapilmistir. Bu amagla hazirlanan seker icermeyen MRS besiyeri 10 ml
olacak sekilde tiiplere dagitilarak 121 °C’de 15 dk sterilize edilmis, daha sonra 0,45 pm
steril filtreden gecirilen glikoz ¢6zeltisi 30 g/I olacak sekilde besiyerine ilave edilmistir.
Besiyerleri % 1 oraminda aktif kiiltiir ile asilanarak 42 °C’de 3 giin inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda besiyerinin 1 ml’si alinarak 3000 g’de 20 dk
santrifiijlenerek siipernatant alinmis, alinan siipernatant {izerine 2 kati kadar soguk
etanol ilave edilmis ve 1 gece 4 °C’de bekletilmistir. Daha sonra 2000 g’de 15 dk
santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmis, pelet esit hacimde destile su ile
cOziindiirtildiikten sonra tizerine 2 kat1 hacimde soguk etanol eklenerek tekrar 2000 g’de
15 dk santriflij edilmistir. Santrifiijleme isleminden sonra elde edilen pelet 55 °C’de

kurutularak tartilmig, sonu¢ mg/ml olarak ifade edilmistir.
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2.2.5. Yogurt Izolatlarimn Baz Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.5.1. Yapay Mide Suyunda Canlihgin Belirlenmesi

25 ml MRS siv1 besiyerinde 18 saat siire ile gelistirilen laktobasil suslar1 4100
rpm’de 10 dk santrifjlenerek elde edilen pelet steril ¥4 ringer ¢ozeltisi ile yikanmustir.
Elde edilen pelet pH’s1 3,5’e ayarlanmis yapay mide suyunda ¢oziilerek 120 dk boyunca
37 °C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyonun baslangicinda, 30., 60., 90., 120. dk’larinda
alman Srneklerle Y steril ringer ¢ozeltisi kullanilarak 10 ya kadar seri diliisyonlar:
hazirlanarak 10'6, 10'5, 10'4, 1073 diliisyonlarindan MRS agar besiyerine damla kiiltiir
yontemi ile ekim yapilmistir. Ekim yapilan Petri kutular1 37 °C’de 48 saat inkiibe
edilerek inkiibasyon sonrasinda gelisen koloniler sayilmistir (Xanthopoulus ve dig.,

2000; Corcoran ve dig., 2005; Yavuzdurmaz, 2007).

Yapay mide suyu (1)

Glikoz 35 ¢
NaCl 205 g
KH,PO, 0,6 g
CaCl, 011 g
KCI 037 ¢
Domuz safrasi 005 g
Lizozim 0,1 g
Pepsin 13,3 mg

Domuz saftrasi, lizozim ve pepsin disindaki bilesenler tartilarak sulandirilmis, 1
M HClI ile pH’s1 3,5’e ayarlanarak 121 °C’de 15 dk siire ile steril edilmistir. Hazirlanan
cozeltiye analiz Oncesinde stok ¢ozeltilerden 0,05 g/l domuz safrasi, 0,1 g/l lizozim ve

13,3 mg/l pepsin olacak sekilde ilave edilmistir.
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2.2.5.2. 9% 0,4 Fenol Toleransimin Belirlenmesi

Izolatlar % 0,4 fenol igeren ve igermeyen (kontrol) MRS sivi besiyerine % 1
oraninda inokiile edilerek 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siirecinin
basinda ve sonunda alinan Orneklerden Y4 steril ringer ¢ozeltisi kullanilarak uygun
seyreltiler hazirlanmig ve MRS agar besiyerine damla kiiltlir yontemi kullanilarak ekim
yapilmigtir. Ekim yapilan Petri kutular1 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmis, inkiibasyon

sonrasinda koloniler sayilmistir (Xanthopoulos ve dig., 2000).

2.2.5.3. H,0, Uretimi

Izolatlarm H,O, Uretimini belirlemek icin Muller (1995) tarafindan modifiye
edilen Rogosa-peroksidaz agar kullanilmigtir (Fontaine, Taylor Robinson 1990).
Hazirlanan Rogosa-peroksidaz agar besiyeri tzerine 0,1 ml aktif kultir damlatilarak
anaerob sartlarda 37 °C’de 48-72 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda aerob ortama alinan
Petri kutular1 37 °C’de 24 saat daha inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda

koloniler etrafinda goriilen mor halkalar H,O iretimi olarak ifade edilmistir.

Rogosa Agar

Kazein peptonu 10 ¢
Maya ekstrakti 5 g
D glikoz 20 g
KH,PO, 6 g
Amonyum sitrat 2 g
Tween 80 1 ml
Sodyum asetat 15 g
Magnezyum stlfat 0.575 ¢
Demir (1) sulfat 0.034 g
Manganez silfat 012 ¢
Agar 15 ¢
Destile su 1000 ml
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Besiyeri bilesenleri destile su igerisinde tamamen ¢dziiniinceye kadar kaynar su
banyosunda eritilmis ve pH’s1 % 96’lik asetik asit ile 5,5+0,2° ye ayarlanmistir. 20 mg
horseradish peroksidaz (Sigma) ve 400 mg 2’-azino-di-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic
acid (ABTS) (Sigma) 100 ml destile suda ¢oziindiiriilmiis, 0,45 um’lik filtre ile steril

edildikten sonra hazirlanan Rogosa agara 100 ml/I olacak sekilde ilave edilmistir.

2.2.5.4. p-Galaktozidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

B-galaktozidaz  aktivitesinin  belirlenmesinde  Miller  (1972) metodu
kullanilmistir. Bu amacla 5 ml MRS siv1 besiyerinde gelistirilen aktif kiiltiirlerden steril
eppendorf tiiplerine 1,5 ml alinarak 14000 x g’de 1 dk santrifiijlenmistir. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra pelet iki kez 60 mM Na;HPO,x7H,0/40 mM NaH,PO, (pH
7,0) ¢ozeltisi ile yikanmistir. Elde edilen pelet % 1 olacak sekilde MRS-laktoz sivi
besiyeri igerisine asilanmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Her 6rnek
icin 0,5 ml hucre dilisyonu ile 0,5 ml 60 mM Na;HPO;x7H,0/40 mM NaH,PO,
cozeltisi igeren 3 tlip hazirlanarak buzlu su banyosunda bekletilmis, tiiplerin iizerine 1
damla % 0,1 SDS, 2 damla kloroform damlatilarak karistirilmis ve 30 °C’deki su
banyosunda 2 dk bekletilmistir. Daha sonra her tiipe 0,2 ml o-nitrofenil-p-D-
galaktozidaz (ONPG) eklenerek tiipler vortekslenmis ve reaksiyonun baslama siiresi
kaydedilmistir. Tipler 30 °C’de bekletilerek sar1 renk olustugu anda reaksiyonu
durdurmak igin tzerine 0,5 ml 1 M NayCOg3 ¢ozeltisi eklenmis ve reaksiyonun bitis
zamani kaydedilmistir. Tiip icerigi karistirildiktan sonra 1 saat igerisinde 420 nm ve 550
nm dalga boylarinda optik yogunluk olgiimleri alinmistir. Ayni1 islemler sadece 1 ml 60
mM Na;HPO,x7H,0/40 mM NaH,PO, ¢o6zeltisi iceren tiiplere uygulanarak sahit
okumalar gerceklestirilmistir. Diger taraftan 0,5 ml hiicre diliisyonu ile 0,5 ml 60 mM
Na;HPO4x7H,0/40 mM NaH,PO, ¢6zeltisinin 650 nm dalga boyunda optik yogunluk
Olgtimleri alinmigtir. Bu deger 1,2’den biiylkse seyreltme islemi uygulanmistir. -
galaktozidaz aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir (Miller 1972;
Vinderola ve Reinheimer, 2003).
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OD420-(1,75 0OD550) 1 nmol

Aktivite= OD650 x siire x hacim * 0,0045 ml cm

®x1.7ml

(2.3)

Zaman : Reaksiyon suresi (dk)

Hacim : Deney tuptne eklenen hiicre ml’si
0,0045 OD gz0/nmol: e4 0-nitrofenol

1,7ml: Toplam hacim

Aktivite : nmol/dk/ODgso ml

MRS-laktoz siv1 besiyeri: Glikoz igermeyen MRS sivi1 besiyeri hazirlanarak 121 °C’de
15 dk steril edilmistir. Daha sonra destile su igerinde ¢Oztlerek 0,45 pum’lik filtre ile
steril edilmis laktoz stok ¢ozeltisinden son hacimde % 1 olacak sekilde sivi besiyeri

igerisine ilave edilmistir.

60 mM NaHPO,x7H,0/40 mM NaH,PO, (pH 7,0) cozeltisi: 4,021 g
Na;HPO4x7H,0O ve 1,42 g NaH,PO, tartilarak destile su igerisinde ¢oziindiiriilmiis

pH’s1 7,0’a ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlanmaistir.

1 M Na,COj; c¢ozeltisi: 10,599 g Na,COs; tartilarak hacim destile su ile 100 ml’ye

tamamlanmigtir.

ONPG (4mg/ml): 80 mg o-nitrofenil-B-D-galaktozidaz (Sigma) tartilarak 20 ml destile

su i¢erisinde ¢oziindiiriilmiis ve her seferinde taze hazirlanmistir.

2.2.6. Yogurt Uretimi

2.2.6.1. Yogurt Uretiminde Kullanilan Kiiltiirler ve Uretim Gruplar

Calismada kontrol ve deneme grubu olmak tizere iki farkli sekilde yogurt iiretimi

gergeklestirilmistir.
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Kontrol grubu (K) : Isletme kiiltiirii

Deneme grubu (D) : isletme kiiltiirii + deneme kiiltiir kombinasyonu

Uretimde kullanilan deneme kiiltiir kombinasyonu; farkli yogurtlardan izole
edilen, teknolojik ve probiyotik acidan en iistiin 6zellikleri gdsteren Lc14C, Lc37C,
Lr12A ve Lr26A suslari ile hazirlanmistir. Yogurt liretiminde kullanilan isletme kiiltiirii
(Danisco) Cavusogullar Siit ve Gida Mamiilleri Sanayi ve Ticaret A.S. (Burdur)’ den
temin edilmistir. Arastirmada Atatiirk Orman Ciftligi tarafindan iiretilmis olan yagli,

pastorize kegci siitii kullanilmais, tiretim iki tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.
2.2.6.2. Kiiltiirlerin hazirlanmasi

Uretimde kullanilan kiiltiirler MRS siv1 besiyerinde son tiriinde 10-10° KOB/ml
olacak sekilde ayr1 ayr gelistirilmis ve steril %4 ringer ¢ozeltisi ile yikanmistir. Elde
edilen kiiltiir peleti liretimde kullanilan kegi siitii ile ¢oziindiiriildiikten sonra iiretimde

kullanilan kegi siitii igerisine asilanmistir (Basyigit ve dig., 2006).
2.2.6.3. Yogurt iiretimi

Yogurt iiretimi Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Miihendislik Mimarlik
Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii’ne ait laboratuarda gerceklestirilmistir. Uretimde
kullanilan pastorize ve homojenize keci siitii su banyosunda asilama sicakligi olan 44
°C’ye 1sitildiktan sonra kontrol grubuna % 2 oraninda igletme kiiltiirli, deneme grubuna
ise % 1 oraninda isletme kiiltiirii ile son iirlinde 10"-10® KOB/ml olacak sekilde deneme
kaltur kombinasyonu ilave edilerek sitler 100 mI’lik steril cam siselere dagitilmistir.
Siitler 42 °C’de pH’s1 4,5’e ulasana kadar inkiibe edilmis, inkiibasyondan sonra 4 °C’ye
alarak, 3 hafta siire ile bu sicaklikta depolanmistir. Depolamanin 1, 7, 14 ve 21.

giinlerinde kimyasal ve mikrobiyolojik analizleri yapilmistir (Ugiincii 2008).
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2.2.7. Yogurtlarin Mikrobiyolojik Analizleri

Uretilmis olan yogurtlarda depolama siiresince kiiltiirlerin canliligin1 belirlemek
amaciyla; Str. salivarius subsp. thermophilus i¢in M17 agar besiyerine ekim yapilarak
Petri kutular1 aerobik ortamda 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. L. delbrueckii subsp.
bulgaricus i¢in pH’s1 5,3’e¢ ayarlanmig Reinforced Clostridia Agar (RCA) (Labm)
kullanilarak besiyerleri 42 °C’de anaerobik ortamda 48 saat siire ile inkiibe edilmistir
(Vasiljevic ve dig., 2007). Lc14C ve Lc37C suslarinin sayimi i¢in D-sorbitol iceren
MRS agar besiyeri (Ravula ve Shah, 1998), Lr12A ve Lr26A suslarinin sayimi igin ise
glikoz yerine 20 g/l mannitol iceren modifiye MRS agar besiyeri kullanilmistir. Tlm
ekimler icin steril ¥ ringer ¢ozeltisi kullanilarak yogurt 6rneklerinden seri diliisyonlar
hazirlanmis ve uygun dillisyonlardan besiyerlerine ekim yapilmistir. Ekim yapilan Petri
kutular1 anaerobik ortamda 42 °C’de 48 saat siire ile inkiibe edilmistir. Yogurt
orneklerinin sahip oldugu toplam LAB sayisini belirlemek i¢in MRS agar kullanilmus,
Petri kutular1 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Toplam mezofilik aerob bakteri
(TMAB) sayis1 Plate Count Agar (PCA) (Merck) besiyeri kullanilarak 30 °C’de 48 saat
inkiibasyonla belirlenmistir. Toplam koliform bakteri sayist Eosin Metilen Blue Agar
(EMB) (Merck), maya ve kiif sayis1 ise Potato Dekstroz Agar (PDA) (Merck)
kullanilarak belirlenmistir. EMB besiyeri 37 °C’de 48 saat, PDA besiyeri ise 25 °C’de 5

giin siire ile inkiibe edilmistir.
2.2.8. Yogurtlarin Fizikokimyasal Analizleri
2.2.8.1. Kuru Madde Tayini

Onceden etiivde kurutulup tartimi alman ve igerisinde deniz kumu bulunan
kurutma kaplari igerisine yaklasik 2-3 g olacak sekilde yogurt 6rnegi tartilarak 105+2
°C’de sabit agirhga gelene kadar kurutulmustur. Kurutma oncesi ve sonrasi alinan

tartimlara gore Orneklerin kuru madde miktarlar1 % olarak hesaplanmistir (Anonim,

1999).
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KM= 100
= X
M,-M (2.4)

M  Kurutma kabi agirligi (g)
Mi:  Kurutma kabi ve kalintinin agirhig (g)

M,:  Numune ve kurutma kab1 agirlig1 (g)

2.2.8.2. Yag Tayini

Uretilmis olan yogurtlarin yag icerigi Gerber ydntemi ile belitlenmistir. Yogurt
ornegi saf su ile birebir oraninda sulandirilarak homojen hale getirilmistir. Biitirometre
icerisine 10 ml siilfiirik asit (d: 1,8154+0,002 g/ml) koyularak iizerine 11 ml yogurt
ornegi yavasca eklenmistir. Ornek iizerine 1 ml izoamil alkol (d: 0,810+0,002 g/ml)
ilave edilmis ve biitirometrenin tipalar1 kapatilarak iyice karistirildiktan sonra Gerber
santrifiijiine koyulmustur. Ornekler 1100 devir/ dakika hizda 5 dakika siire ile
santrifiijlendikten sonra biitirometrenin skalasinda olusan yag silitunu okunarak
kaydedilmistir. Ornek hazirlama esnasinda saf su ile seyreltme faktorii géz oniine
alimarak okunan degerler 2 ile carpilmis ve Orneklerin yag igerikleri belirlenmistir

(Anonim, 2002).

2.2.8.3. Titre Edilebilir Asitlik Tayini

Yogurt orneklerinin titre edilebilir asitligi Tiirk Standartlar1 Enstitiisti, 1330
Yogurt Standardi’na gore belirlenmistir. 100 ml’lik erlen mayer igerisine 10 g yogurt
Ornegi tartilarak iizerine 90 ml 40 °C’deki damitik su ilave edilerek bir cam baget
yardimiyla iyice ezilmistir. Uzerine % 1°lik fenolftalein ¢ozeltisinden 0,5 ml eklenerek
N/4’luk sodyum hidroksit (NaOH) c¢ozeltisi ile en az 30 saniye kaybolmayan pembe
renk meydana gelinceye kadar titre edilmistir. Yogurt 6rneklerinin sahip oldugu asitlik

% laktik asit cinsinden asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmaistir.
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VxN=x0.09
A= —— x 100

(2.5)

A: Titre edilebilir asitlik, laktik asit cinsinden (kitlece yiizde)
V: Titrasyonda harcanan NaOH ¢dzeltisinin hacmi (ml)

m: Ornek miktari (g)

N: NaOH ¢ozeltisinin normalitesi

2.2.8.4. pH

Yogurt 6rneklerinin pH’s1 pH metre (Hanna 211) ile 6l¢iilerek belirlenmistir.

2.2.8.5. Proteoliz

Yogurt drneklerinin proteoliz miktart Hull (1947) metodu kullanilarak tirozin es
degeri olarak belirlenmistir. 1 g yogurt 6rnegi tartilarak {izerine 4 ml saf su eklenmistir.
Uzerine 10 ml 0,72 N TCA ilave edildikten sonra homojenize edilmistir. Hazirlanan
homojen 6rnek Whatman 42 filtre kagidindan siiziilerek siiziintiiden 5 ml alinmistir.
Stzintl Uzerine 10 ml Na,CO3s/NasP,0; tampon c¢ozeltisinden ilave edilerek iyice
karigtirilmistir. Daha sonra tizerine 3 ml fenol ayiraci eklenerek mavi renk olusuncaya
kadar karistirilmistir. Islem sonunda Ornekler 4100 rpm’de 20 dk siireyle
santrifiijlenmis, elde edilen berrak mavi kisim alinarak spektrofotometrede 650 nm
dalga boyunda optik yogunluk Sl¢iimleri yapilmistir. Elde edilen absorbans degerleri

standart tirozin kurvesi kullanilarak tirozin esdegeri olarak ifade edilmistir.

2.2.8.6. Su salma

Su salma miktarinin belirlenmesi igin tartilan 20 g yogurt 6rnegi 640 g’de 4
°C’de 10 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiijleme islemi sonrasinda elde edilen

supernatant tartilarak asagidaki esitlige gore su salma miktarlart belirlenmistir (Keogh
ve O’Kennedy, 1998).
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Supernatant agmliFs
Su salma (%)= _p — g g_ (gE] x 100
Yogurt meginin agwlid

(2.6)

2.2.9. Duyusal Degerlendirme

Yogurtlarin duyusal degerlendirilmesi, depolamanin 1., 7., 14. ve 21. giinlerinde
yogurdun aromasi, tadi ve yapisi konusunda bilgi sahibi, egitilmis 6 kisi tarafindan TS
1330 Yogurt Standardi’nda Onerilen puanlama sistemi ve parametreler kullanilarak
gerceklestirilmistir (Anonim, 1999). Degerlendirme i¢in panelistlere yogurt 6rneklerinin
goriiniis, kivam, tat ve kokusu ile ilgili sorular yoneltilmistir. Duyusal degerlendirmede

kullanilan puanlama sistemi Ek 12°de verilmistir.

2.2.10. istatistiksel Degerlendirme

Aragtirma yogurt {iretimi iki tekerriirlii olarak yapilmustir. iki farkli {iretim grubu
21 giinliik depolama siiresinde analiz edilmistir. Grup i¢i degiskenler ve gruplar arasi
degiskenlerin ortalamalarinin farkli olup olmadigi Minitab 16 istatistik programi ile
varyans analizi (One-way ANOVA) kullanilarak tespit edilmistir. Istatistiksel olarak

onemli (p<0,05) goriilen sonuclara Tukey ¢ok karsilastirma testi uygulanmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. izolasyon Sonuclar

Farkli illerden toplanan 40 adet yogurt drneginden 2.2.3’de belirtildigi sekilde
uygun dilisyonlar kullanilarak Str. salivarius subsp. thermophilus ve farkli LAB’ne
0zgl besiyerlerine ekim yapilmistir. inkiibasyon sonrasinda her bir Petri kutusundan
sayim yapilarak, farkli morfolojik yapidaki koloniler seg¢ilmistir. 8, 10 ve 11 numarali
yogurt orneklerinden LAB izole edilememis ve bu orneklerin maya kiif iceriklerinin
kabul edilebilir diizeyin iizerinde oldugu tespit edilmistir. Izolasyon sonrasinda elde
edilen bakteri gruplar1 ve sayilar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Izolatlarin isimlendirilmesinde ekim yapilan farkli bakteri gruplarinin izolasyonu
i¢in kullanilan besiyerlerinin kisa isimleri (L. johnsonii- Lj, L. rhamnosus-Lr, L. casei-
Lc, L. acidophilus- La, Str. salivarius subsp. thermophilus- St, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus-Lb), 1’den 40’a kadar ekim yapilan yogurt 6rneklerinin numarasi ve ayni
Petriden segilen farkli koloniyi belirtmek icin A’dan baslayarak farkli harfler
kullanilmistir. Ornegin La27A seklinde ifade edilen izolat L. acidophilus grubuna 6zgii
besiyerinden 27 nolu yogurt 6rnegi kullanilarak izole edilen 1. izolati, La27B seklinde
ifade edilen izolat ise L. acidophilus grubuna 6zgii besiyerinden 27 nolu yogurt 6rnegi
kullanilarak izole edilen, La27A’dan morfolojik olarak farkli 2. izolat1 belirtmektedir.

Orneklerden yapilan ekimler sonucunda Petri kutularindan koloni segiminde
laktobasillere 6zgii krem renkli, mat ve diizgiin kenarl1 kolonilere 6ncelik verilmis,
secilen farkli morfolojideki, Gram pozitif, katalaz negatif 6zellik gdsteren kolonilerin
saf kiiltiirleri elde edilerek stoklanmigtir. Caligilan 40 farkli yogurt Grneginden Lj
grubuna 6zgu besiyerinden 95 adet, Lc grubuna 6zgi besiyerinden 83 adet, La grubuna
0zgu besiyerinden 88 adet, Lr grubuna 6zgl besiyerinden 65 adet, St grubuna 6zgl
besiyerinden 26 adet ve Lb grubuna 6zgu besiyerinden 25 adet izolat olmak Uzere
toplamda 382 adet izolat % 20’lik gliserol ¢ozeltisi igerisinde stoklanmistir. Sekil 3.1
ve 3.2°de izolatlarin mikroskop goriintiileri verilmistir.

Yogurt 6rneklerinde farkli besiyerlerinden elde edilen sayim sonuglarinin Lj
besiyerinde 10°-10%, Lr besiyerinde 10*-10%, Lc, La, St ve Lb besiyerlerinde ise 10°-10°

e

KOB/g arasinda degistigi belirlenmistir.
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Cizelge 3.1.Yogurt 6rneklerinden elde edilen izolat sayilari.
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(* A: Aydin, Af: Afyon, B: Burdur, D: Denizli, H: Hayat, I: Isparta, M: Mugla (Bodrum), S: Sivas, Z:

Zonguldak )
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Sekil 3.1. izole edilen LAB’nin mikroskobik goriiniisii.

Sekil 3.2. izole edilen LAB’nin mikroskobik gériiniisii.
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3.2 Yogurt izolatlarimin Baslatic Kiiltiir Olma Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.1. izolatlarn Siitii Koagiile Etmesi

Fermente siit {riinlerinin iiretiminde LAB’nin baslatici kiiltiir olarak
kullanilabilmeleri i¢in gerekli olan en 6nemli 6zelliklerden birisi siitii koagiile etme
yetenegidir. Uriinde gelisen asitlik sayesinde mikrobiyolojik olaylar hiz kazanmakta,
buna baglh olarak da iiriinde istenilen yap1 ve aromanin gelisimi saglanmaktadir. Bu
nedenle LAB siitii koagiile edebildikleri 6l¢iide teknolojik agidan 6nem kazanmaktadir.

Arastirmamizda elde edilen 382 izolattan 42 tanesi depolama kosullarinda
canliligmi kaybettigi icin calismaya 340 adet izolatla devam edilmistir. Yogurt
izolatlarinin siitii koagiile etme 6zelliklerini belirlemek icin % 10 yagsiz siit tozu ile
hazirlanan ortama kiiltlirler asilanarak 42 °C’de 36 saat sure ile inkibasyona
birakilmistir. Siitii koagiile etme 6zelligi incelenen 340 adet izolatin 320 adedinin 16
saatte siitli koagiile ederek hizli koagiilasyon yetenegine sahip olduklari, ancak 20 adet
izolatin 6,6 olan siitiin baslangi¢ pH’sini inkiibasyonun 16. saatinde 6,0’in altina
diistiremedikleri igin zayif koagiilasyon yetenegine sahip olduklari belirlenmistir. Lj
grubuna 6zgu besiyerinden izole edilen bakterilerin 16 saat sonunda genel olarak pH’y1
3,51-4,95, Lr grubuna 6zgl besiyerinden izole edilen bakterilerin 3,29-4,93, Lc grubuna
0zgu besiyerinden izole edilen bakterilerin 3,37-4,86, La grubuna 6zgl besiyerinden
izole edilen bakterilerin 3,28-4,89, St grubuna 06zgl besiyerinden izole edilen
bakterilerin pH’y1 3,05-4,90, Lb grubuna 0zgu besiyerinden izole edilen bakterilerin ise
pH’y1 3,79-4,90 arasinda diisiirebildikleri belirlenmistir. izolatlarin siitii koagiile etme

Ozelliklerine ait tablolar Ek-1, Ek-2, Ek-3, Ek-4, EK-5, Ek-6’da verilmistir.

3.2.2. izolatlarin Laktik Asit Uretimi

Yogurt iiretimi sirasinda olusan laktik asit hem yogurdun karakteristik yapisinin
olusmasinda hem de yogurdun istenen tat ve aromay1 kazanmasinda etkili oldugu i¢in
onem tagimaktadir. Bu amagla siitii koagiile etme 6zelligi incelenen ve pH’y1 3,05-3,95
arasinda diistirebildigi belirlenen 85 adet izolat (Ek-7) segilerek asit olusturma

Ozellikleri incelenmistir. Segilen 85 izolatin 42 °C’de 3 saat inkiibasyon sonrasinda
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olusturduklart laktik asit AOAC (1999)’un 947.05 nolu metodu kullanilarak
belirlenmistir. Incelenen 85 adet izolatin laktik asit iiretimlerinin % 0,14 ile 0,32
arasinda degistigi belirlenmistir. Farkli bakteri gruplarmnin asit tretimleri Ek-8’de
verilen tabloda gosterilmistir. Elde edilen sonuclar incelendiginde Lj grubuna 6zgi
besiyerinden izole edilen bakterilerin % 0,14-0,26, Lr grubuna 0zgu besiyerinden izole
edilen bakterilerin % 0,14-0,26, Lc grubuna 6zgu besiyerinden izole edilen bakterilerin
% 0,15-0,24, La grubuna 6zgu besiyerinden izole edilen bakterilerin % 0,14-0,28, St
grubuna 0zgi besiyerinden izole edilen bakterilerin % 0,13-0,32, Lb grubuna 6zgi
besiyerinden izole edilen bakterilerin ise % 0,14-0,22 oraninda laktik asit lretimine

sahip oldiklar1 belirlenmistir.

3.2.3. izolatlarin Asetaldehit Uretimi

Laktik asit Uretimleri belirlenen 85 adet izolattan sttt koagtile etme ve laktik asit
tretme Ozelligi en yiiksek olan 49 adet izolat secilerek asetaldehit Gretimleri
belirlenmistir.

Secilen kiiltiirlerin tek bagina pH’y1 hizli diisiirme yetenekleri zayif oldugu igin,
ortama azot kaynagi saglayarak, pH diislisiinii hizlandirmak ve bu sayede inkiibasyon
stiresini kisaltmak amaciyla, hazirlanan siitlere % 1 oraninda maya ekstrakti ilave
edilmistir. Aktiflestirilmis olan kiiltiirler steril % 1 oraninda maya ekstrakti iceren siite
inokiile edilerek 20 saat siire ile 42°C’de inkiibe edilmistir. Izolalarin asetaldehit iiretimi
NAD"’nin NADH’ye enzimatik indirgenmesini baz alan bir asetaldehit belirleme Kiti
(Boehringer Mannheim, R-Biopharm AG, Darmstadt, Almanya) kullanilarak
spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Asetaldehit ortamda aldehit dehidrogenaz
(Al-DH) ve nikotinamid adenin diniikleotit (NAD") varliginda oksitlenerek asetik aside
doniisiir (Formil 3.1). NAD™’nin indirgenmesi ile olusan NADH’nin miktar1 ise
asetaldehit miktarina esittir. Bu nedenle NADH’nin spektrofotometrik olarak

absorbansinin belirlenmesi ile ortamda bulunan asetaldehit miktar1 tespit edilebilir.

Al-DH
CHsCHO + NAD® + H,0 — CH3COOH + NADH + H*

3.1)
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Calismada asetaldehit iiretimleri incelenen bakteri gruplarinin 0,002 mg/ml ile
0,023 mg/ml arasinda degisen oranlarda asetaldehit iiretimine sahip olduklar
belirlenmistir. Lj grubuna 6zgli besiyerinden izole edilen bakterilerin 0,002-0,019
mg/ml, Lr grubuna 6zgl besiyerinden izole edilen bakterilerin 0,004-0,023 mg/ml, Lc
grubuna 0zgu besiyerinden izole edilen bakterilerin 0,010-0,022 mg/ml, La grubuna
0zgu besiyerinden izole edilen bakterilerin ise 0,004-0,016 mg/ml arasinda degisen
oranlarda asetaldehit Urettikleri belirlenmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 3.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2. zolatlarin asetaldehit dretimi (mg/ml).

Bakteri | Asetaldehit | Bakteri | Asetaldehit | Bakteri | Asetaldehit | Bakteri | Asetaldehit

no (mg/ml) no (mg/ml) no (mg/ml) no (mg/ml)
La Lc Lj Lr

4B 0,013 3A 0,019 63 0,008 45 0,012
7F 0,011 4A 0,022 14A 0,002 12A 0,007

12B 0,011 12A 0,017 15A 0,011 15A 0,011

13B 0,016 12B 0,017 15C 0,016 16A 0,011

16C 0,013 14C 0,010 21C 0,013 26A 0,023

18B 0,009 20A 0,010 22A 0,019 31A 0,004

20B 0,015 22A 0,011 25A 0,010

22A 0,015 23B 0,014 25B 0,014

22B 0,009 24A 0,014 27C 0,011

22C 0,012 24C 0,021 31E 0,010

27A 0,006 26C 0,012 38C 0,002

27B 0,004 29B 0,021 311-2 0,004

27C 0,010 35B 0,010

29B 0,016 37C 0,016

31A 0,004
36A 0,005
37B 0,012
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3.2.4. izolatlarin Proteolitik Aktivite Tayini

Proteolitik aktivite Uriinde asitlik gelisimi ile yap1 lizerinde etkili olan, olusan
serbest aminoasitlerle tat olusumunda rol oynayan ve baslatic1 kiiltlirlerin sahip olmasi
istenilen 6nemli bir 6zelliktir. Bu amagla ¢aligmada izolatlarin proteolitik aktivite tayini
icin Hull (1947) metodu modifiye edilerek kullanilmis ve Orneklerin proteolitik

aktivitesi Sekil 3.3’de verilen standart tirozin kurvesi kullanilarak hesaplanmustir.

1,2
y =4,4486x +0,1557

R? =0,9948 »

0,8 /
0,6 —&—Seri 1

Dogrusal (Seri 1)

0,4

0,2 -

0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Sekil 3.3. Standart tirozin kurvesi.

Cizilen kalibrasyon egrisinin regresyon katsayisi (R?) % 99,5 olup, asagidaki denklem

elde edilmistir.

Y = 4,4486x+0,1557
X = Tirozin miktar1 mg/ml

Y = Absorbans degeri

Elde edilen sonuclara gore izolatlarin proteolitik aktivitesi genel olarak 0,10 ile

0,27 mg/ml arasinda degisen miktarlarda belirlenirken, Lj besiyerinden izole edilen
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bakterilerden bir tanesinde, belirtilen bu araliklardan daha diisiik proteolitik aktivite

saptanmistir.

Gizelge 3.3. izolatlarm proteolitik aktivitesi (mg tirozin/ml).

Bakteri | Tirozin | Bakteri | Tirozin | Bakteri | Tirozin | Bakteri | Tirozin
no (mg/ml) no (mg/ml) no (mg/ml) no (mg/ml)
La Lc Lj Lr

4B |0,23x0,00| 3A |0,18+0,05 63 0,13+0,07 45 0,18+0,05
7F 0,19+0,01 4A 0,15+0,02 | 14A |0,26+x0,16 | 12A |0,27+0,11
12B | 0,14+0,07 | 12A |0,14+0,00 | 15A |0,15+0,03| 15A | 0,20+0,02
13B | 0,16+0,02 | 12B |0,25+0,06 | 15C |0,20+0,01 | 16A |0,14+0,05
16C | 0,24+0,19| 14C |0,16+0,10| 21C |0,27+0,15| 26A |0,18+0,03
18B |0,17+0,02 | 20A |0,21+0,02| 22A |0,21+0,02| 31A |0,10+0,01
20B | 0,17+0,01 | 22A |0,22+0,08| 25A |0,12+0,03

22A | 0,22+0,02| 23B |0,18+0,05| 25B | 0,11+0,00

22B | 0,24+0,05| 24A |0,16+x0,01| 27C |0,17+0,03

22C |0,23+0,10 | 24C |0,17+0,03| 31E |0,10+0,05

27A | 0,15+0,01| 26C |0,14+0,01| 38C | 0,09+0,02

27B |0,12+0,02| 29B |0,17+0,00 | 311-2 |0,22+0,11

27C |0,25+0,11 | 35B |0,13+0,08

29B | 0,15+0,05| 37C |0,22+0,08

31A | 0,15+0,04

36A | 0,14+0,01

37B | 0,11+0,01

3.2.5. izolatlarin EPS Uretimi

Fermente sit Grlnlerinin tekstirel ve reolojik 6zellikleri tzerinde etkili olan

EPS’ler, ayn1 zamanda mikroorganizmay1 ozmotik stres ve kuruma gibi ¢esitli olumsuz
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cevre kosullarma karst korumaktadir. Diger taraftan yapilan pek c¢ok calisma ile
EPS’lerin saglik iizerine olumlu etkiler yarattigi kanitlanmistir. Bu nedenle iiriinde
yarattig1 teknolojik 6zelliklerle, tiriinde kullanilan yararli mikroorganizmalari tesvik
Ozelligi yan sira tiiketici sagliginda yarattigi olumlu etkilerle EPS’ler 6nemli bir yere
sahiptir.

Calismada segilmis izolatlarin EPS dretimi 30 g/l olacak sekilde glikoz iceren
MRS siv1 besiyeri kullanilarak belirlenmistir. En diisiik EPS tiretimi 0,08 mg/ml ile L;j
25B, en yiiksek EPS iiretimi ise 0,54 mg/ml ile Lj 38C izolatinda tespit edilmistir.

Cizelge 3.4. izolatlarin EPS retimi (mg/ml).

Bakteri EPS Bakteri EPS Bakteri EPS Bakteri EPS
no (mg/ml) no (mg/ml) no (mg/ml) no (mg/ml)
La Lc Lj Lr

4B 0,31+0,04 3A 0,34+0,00 63 0,19+0,06 45 0,21+0,01

7F 0,14+0,06 4A 0,14+0,03 | 14A |0,26+0,04 | 12A | 0,33+0,03

12B | 0,17+0,06 | 12A |0,19+0,01 | 15A |0,17#0,01| 15A |0,20+0,00

138 | 0,10+0,01| 12B |0,13+0,03| 15C |0,19+0,04 | 16A |0,34+0,01

16C |0,11+0,04 | 14C |0,33%0,04| 21C |0,28+0,06 | 26A |0,30+0,01

18B | 0,33+0,05| 20A |0,26%0,01 | 22A |0,30+0,06 | 31A |0,17+0,04

20B | 0,19+0,05| 22A |0,23+0,04 | 25A |0,18+0,04

22A | 0,16x0,00 | 23B |0,25+0,01| 25B |0,08+0,01

22B | 0,34+0,01 | 24A |0,15+0,04 | 27C |0,17%0,03

22C |0,21+0,04 | 24C |0,12+0,04 | 31E |0,25+0,01

27TA | 0,23+0,04 | 26C |0,17+0,01| 38C | 0,54+0,06

27B | 0,12+0,06 | 29B |0,28+0,01 | 311-2 | 0,20+0,01

27C |0,33+0,03 | 35B |0,24+0,03

29B |0,24+0,01 | 37C | 0,40+0,04

31A | 0,30+0,01

36A | 0,19+0,08

37B | 0,24+0,03
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3.3. Yogurt Izolatlariin Bazi Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.3.1. Yapay Mide Suyunda Canlihgin Belirlenmesi

Probiyotik mikroorganizmalarin viicutta canliliklarini koruyabilmeleri ve bu
sayede kalin bagirsakta koloni olusturup yararl etkiler meydana getirmelerinin ilk sarti,
pH’s1 1,5-3,0 arasinda degisen mide ortaminda canli kalabilmeleridir. Bu amagla elde
edilen 49 izolatin pH’s1 3,5 olan yapay mide suyu ortaminda 120 dakika boyunca
canliliklart incelenmistir.

Arastirmamizda incelenen 49 izolattan La7F, Lal2B ve Lal3B olmak tzere 3
tanesi deneme baslangicinda canliliklarini kaybetmislerdir. pH’s1 3,5 olan yapay mide
suyu ortaminda Lc12B izolat1 deneme baslangicinda 5,85 log;o KOB/mI diizeyinde iken
denemenin 120. dakikasinda 6,74 log;o KOB/ml dlzeyinde canliliga ulagmis, La27B
izolat1 deneme baslangicinda 6,52 logi KOB/ml dizeyinde iken denemenin 120.
dakikasinda 7,60 logio KOB/ml diizeyinde canliliga ulasarak 120 dakika boyunca
canliliginda artis goézlenen suslar olmuslardir. La4B, La22C, Lj21C ve Lj311-2
suslarmin 120 dakika siiresince canliliklarinda istatistik olarak onemli bir degisim
olmamigtir. pH’s1 3,5 olan yapay mide suyu ortaminda canliliklar1 incelenen diger 40
izolatin ise 120 dakika boyunca canliliklarinda istatistik olarak énemli azalmalar oldugu
ancak 2 saat boyunca canliliklarin1 koruyabildikleri tespit edilmistir. 2 saat boyunca La
grubuna ait izolatlarin canlihiginda 0,22- 3,13 logaritmik birim, Lc grubuna ait
izolatlarin canliliginda 0,67- 3,39 logaritmik birim, Lj grubuna ait izolatlarin
canliliginda 0,32- 2,57 logaritmik birim ve Lr grubuna ait izolatlarin canliliginda ise
0,81- 2,52 logaritmik birim arasinda degisen oranlarda azalma oldugu tespit edilmistir.
Izolatlarin yapay mide suyu ortaminda 120 dakika boyunca canliliklarinda meydana

gelen degisim Ek-9’da verilmistir.

3.3.2. 9% 0,4 Fenol Toleransinin Belirlenmesi

Fenol tolerans1 incelenen 49 adet izolattan 25 tanesi % 0,4 fenol iceren MRS
broth igerisinde 24 saate kadar canli kalabilmistir. % 0,4 fenol igeren MRS siv1 besiyeri

icerisinde baslangigta 5-6 10g;0 KOB/ml olarak belirlenen hiicre sayisinin inkiibasyonun
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24. saatinde onemli derecede diistiigli gOzlenirken, Lj31E izolatinda inkiibasyonun
baslangi¢ ve 24. saatinde 6nemli bir degisimin olmadigi, Lr31A izolatinda ise 24. saatte
baslangica gore istatistik olarak 6énemli bir artisin oldugu belirlenmistir. Diger taraftan
% 0,4 oraninda fenol iceren MRS siv1 besiyerinde inkiibasyonun 24. saatinde gelisme
gosteren izolatlarin sayim sonuglarinin 2,70-5,52 logip KOB/ml arasinda degistigi
gozlenmistir. Fenol igermeyen kontrol gruplarinda ise inkiibasyonun baslangicinda
ortalama 5-6 log;o KOB/ml arasinda olan sayim sonuglarinin inkiibasyonun 24. saatinde
La27C, Lc29B, Lj27C, Lr31A numarali izolatlarda yaklasik olarak ayni kaldigi, La27B
nolu 6rnekte inkiibasyonun 24. saatinde istatistik olarak dnemli derecede azaldigi, diger
izolatlarda ise istatistik olarak 6nemli artis gosterdigi tespit edilmistir. izolatlarm % 0,4

fenol toleransini gosteren Cizelge Ek-10’da verilmistir.

3.3.3. H,0, Uretimi

H,0, bakteri hiicreleri Uzerinde glicli oksitleyici ve hiicresel proteinlerin temel
yapilari {lizerinde tahrip edici etkisi ile antimikrobiyel 6zellik géstermektedir. H,O,’nin
antimikrobiyel etkisi, ¢cogu enzimin denatiirasyonuna neden olan siilfidril gruplarinin
oksidasyonu ve membran lipidlerinin peroksidasyonu sonucu artan membran
gecirgenligi ile saglanmaktadir (Yang, 2000; Condon, 1987). Diger taraftan ozellikle
peroksidaz varliginda diger bakteri, viriis ve funguslar {izerinde inhibitor veya toksik
etki olusturarak gidalarin raf dmriiniin uzamasina katkida bulunmaktadir (Aymerich ve
dig. 2000). Bakterilerin probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in gerekli sartlardan
birisi de antimikrobiyel etki gostermesidir. Bu anlamda bakterilerin H,O, Uretmesi
dolayisiyla antimikrobiyel etki gostermesi probiyotik olarak kabul edilebilmesi igin
gerekli sartlardan bir tanesidir.

Calismada diger teknolojik 6zellikleri belirlenerek en iyi 6zellikleri gosterenlerin

secilmesiyle sayilar1 49°a diisiiriilen izolatlarin hepsinde H,0O; iiretimi tespit edilmistir.
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Sekil 3.4. Rogosa-peroksidaz agarin H,O, olusumundan 6nce ve sonra goriintiisii.

Cizelge 3.5. H,0; tiretimi belirlenen suslar.

La Lc Lj Lr
4B 3A 63 45
7F 4A 14A 12A
12B 12A 15A 15A
13B 12B 15C 16A
16C 14C 21C 26A
18B 20A 22A 31A
20B 22A 25A
22A 23B 25B
22B 24A 27C
22C 24C 31E
27A 26C 38C
27B 29B 311-2
27C 35B
29B 37C
31A
36A
37B




3.3.4. p-Galaktozidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

B-galaktozidaz siit sekeri olan laktozun glikoz ve galaktoza pargalanmasini
saglayan enzimdir. Bu 06zelligi ile iirtinlerde laktozun pargalanmasini ve Urlnun
sindirilebilirligini arttirmaktadir. Bu durum 6zellikle laktoz intoleransi bulunan kisiler
icin bir avantaj niteligindedir. Bu amaca yonelik olarak drunlerde kullanilan kiiltiirlerin
B-galaktozidaz aktivitesine sahip olmasi istenmektedir.

Calismamizda segilmis olan izolatlarin B-galaktozidaz aktivitesi Miller (1972)
metodu kullanilarak belirlenmistir. Test edilen izolatlardan Lr31A ve Lj31E’de f-
izolatlarda 2,40 ile 517,32
nmol/dakika/OD650/ml araliginda degisen [-galaktozidaz aktivitesi tespit edilmistir. La
grubu bakterilerde 5,13- 517,32; Lc grubu bakterilerde 56,09-248,27; Lj grubu
bakterilerde  2,40-126,14; Lr 146,14-181,72
nmol/dakika/OD650/ml araliginda degisen B-galaktozidaz aktivitesi belirlenmistir. Elde

galaktozidaz aktivitesi tespit edilemezken, diger

grubu  bakterilerde  ise

edilen sonuglar degerlendirildiginde genel olarak Lr grubu izolatlarin digerlerine gore

daha yuksek miktarlarda B-galaktozidaz aktivitesi oldugu gézlenmistir.

Cizelge 3.6. izolatlarin B-galaktozidaz aktivitesi (nmol/dakika/OD650/ml).

Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri o
no Aktivite no Aktivite no Aktivite no Aktivite
La Lc Lj Lr
4B 177,83 3A 211,74 63 51,13 45 151,97
7F 123,18 4A 146,39 14A 51,35 12A 181,68

12B 126,18 12A 123,18 15A 25,77 15A 154,82
13B 5,13 12B 104,75 15C 60,88 16A 146,14
16C 75,13 14C 234,99 21C 83,78 26A 181,72
18B 70,56 20A 185,23 22A 92,94 31A -
20B 134,85 22A 152,25 25A 106,46

22A 79,03 23B 161,27 25B 99,88

22B 86,33 24A 111,74 27C 126,14

22C 86,20 24C 132,88 31E -
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Gizelge 3.6 devam. izolatlarin B-galaktozidaz aktivitesi (nmol/dakika/OD650/ml).

Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri o
no Aktivite no Aktivite no Aktivite no Aktivite
La Lc Lj Lr

27A 33,57 26C 56,09 38C 2,40
27B 60,58 29B 186,32 311-2 87,42
27C 138,10 35B 144,72

29B 517,32 37C 248,27

31A 180,46

36A 186,25

37B 11,13

3.4. Yogurt Analizleri

3.4.1. Yogurtlarin Mikrobiyolojik Analizleri

Yogurtlarin depolama siiresince mikrobiyolojik 6zelliklerinde meydana gelen degisim

Cizelge 3.7°de belirtilmistir.

Cizelge 3.7. Depolama siiresi boyunca yogurtlarin mikrobiyolojik 6zelliklerinde meydana gelen degisim

(logig KOBI/g). *

] Yogurt
Bakteri grubu 1. gln 7.gun 14. gun 21. gun
gruplari
L. delbrueckii K 7.45+0,44% | 7,62+0,33%% | 7,42+0,29%% | 7,46+0,13°
subsp. bulgaricus D 8,51+0,27"% | 8,48+0,33™ | 8,25+0,46"* | 8,10+0,03"
Str.salivarius K 8,39+0,13" | 8,46+0,24™® | 8,53+0,11"™% | 8,33+0,06™
subsp. D 8,17+0,08%% | 8,07+0,16%° | 8,13+0,08%% | 8,33+0,59™
thermophilus
K 8,00+0,49™ | 7,59+0,39% | 7,30+0,40%% | 7,26+0,28"*
L. casei - - 55 -
D 8,47+0,18™ | 8,70+0,11 8,12+0,23"" | 8,07+0,03
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Cizelge 3.7 devam. Depolama siiresi boyunca yogurtlarin mikrobiyolojik 6zelliklerinde meydana gelen
degisim (log;o KOB/g). *

] Yogurt 1. gun 7.gun 14. gun 21. gun
Bakteri grubu
gruplan
K 7,26+0,20™ | 7,45+0,26™ | 6,98+0,06"% | 6,68+0,43™"
L. rhamnosus - - - -
D 6,82+0,34™® | 6,63+0,64™® | 6,27+0,47%% | 6,56+0,28™
K 7,600,225 | 7,62+0,18%% | 7,43+0,36™ | 7,83+0,35"°
LAB
D 8,33+0,17°° | 8,49+0,35"™ | 8,14+0,69™* | 8,14+0,10™
K 8,15+0,03%% | 8,07+0,095% | 7,92+0,09°%* | 7,87+0,11°°
TMAB
D 8,53+0,23™ | 8,42+0,27"% | 8,09+0,08"" | 7,82+0,06"°

*Bakteri gruplarina ait siitinlar arasi fark; farkli biiyiik harflerle, bakteri gruplarina ait satirlar arasi
farklar ise farkli kii¢iik harflerle gosterilmistir (p<0,05).

Depolamanin 1. ve 21. giinlerinde L. delbrueckii subsp. bulgaricus sayisinin K
grubu yogurtlarda 7,45-7,46 logiy, KOB/g; D grubu yogurtlarda ise 8,51-8,10 logio
KOB/g diizeyinde oldugu tespit edilmistir. Depolama suresi boyunca D grubu
yogurtlarin L. delbrueckii subsp. bulgaricus sayisinin K grubu yogurtlardan istatistik
olarak 6nemli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Depolama siresi
boyunca L. delbrueckii subsp. bulgaricus bakteri sayisinda ise K grubunda istatistik
olarak onemli bir degisimin olmadigi, D grubunun bakteri sayisinda azalma tespit
edilmis, ancak bu azalisin da istatistik olarak 6nemli olmadigi belirlenmistir (p>0,05).

Depolamanin 1. giiniinde K ve D gruplarinda Str. salivarius subsp. thermophilus
sayisinin sirastyla 8,39-8,17 logio KOB/g oldugu gozlenirken, depolamanin 21. giiniinde
ise her iki grupta da 8,33 log;o KOB/g olarak tespit edilmistir. Depolamanin 1., 7., 14.
gunlerinde K grubunda tespit edilen Str. salivarius subsp. thermophilus sayisinin D
grubundan istatistik olarak 6nemli diizeyde yiiksek oldugu, ancak 21. giinde iki grup
arasinda herhangi bir fark olmadigi gozlenmistir. Gruplarin kendi icerisinde depolama
siiresince gozlenen degisimin ise istatistik olarak Onemli olmadigi belirlenmistir
(p>0,05).

D grubu yogurtlarda L. casei sayisinin depolama stresi boyunca K grubundan

istatistik olarak Onemli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir. K grubunda
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depolamanin 1. giinii gézlenen 8 logig KOB/g sayinin 21. giinde 0,74 birim azalarak
7,26 logiyy KOB/g oldugu, ancak bu azalisgin istatistik olarak Onemli olmadigi
belirlenmistir. D grubunda ise L. casei sayisinda depolamanin ilk 7 giiniinde 6nemli bir
degisim olmazken, 14 ve 21. giinde L. casei sayisinin istatistik olarak énemli dizeyde
azaldig1 gozlenmistir. Ancak gozlenen bu azalisa ragmen 21. giinde D grubunda
gozlenen bakteri sayis1 8,07 logio KOB/g olarak tespit edilmistir.

Depolama siiresi boyunca gruplarin L. rhamnosus sayisinin ortalama 6-7 logso
KOB/g diizeyinde oldugu, D grubunda depolama siiresi boyunca énemli bir degisim
gozlenmezken, K grubunun L. rhamnosus sayisinin 14 ve 21. giinlerde istatistik olarak
onemli diizeyde azaldig1 belirlenmistir.

Sadece isletme kiiltiirii ile iiretilen K grubunun depolamanin 1. gliniinde toplam
LAB sayisiin 7,60 logio KOB/g, % 1 isletme kiiltiirii ve deneme kiiltiir kombinasyonu
ile Gretilen D grubunun ise 8,33 logip KOB/g oldugu gozlenmistir. Depolamanin 1. ve 7.
glinlerinde D grubunun bakteri sayisinin K grubundan istatistik olarak énemli diizeyde
yiiksek oldugu, ancak 14 ve 21. gilinlerde bu farkin ortadan kalktig1 gozlenmistir.
Depolama siiresi boyunca her iki grubun da toplam LAB sayisinda 6nemli bir fark tespit
edilmemistir.

TMAB sayisinin depolamanin 14. giinline kadar D grubunda K grubuna goére
istatistik olarak odnemli diizeyde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). K ve D
gruplarinda TMAB sayisinin depolama siresi boyunca istatistik olarak 6nemli diizeyde
azaldig1 gozlemlenmistir. K grubunda TMAB sayis1 depolamanin 1. giiniinde 8,15 logio
KOB/g iken 21. glinde 7,78 logip KOB/g olarak; D grubunda ise 8,53 log;o KOB/g
dizeyinden 7,82 log;y KOB/g diizeyine diistiigii belirlenmistir. Depolama siresince
yogurtlarda koliform grubu bakteri tespit edilmemis, maya kiif sayisinin da 10t

KOB/g’dan diisiik oldugu belirlenmistir.

3.4.2. Yogurtlarm Fizikokimyasal Analizleri

3.4.2.1. Kuru Madde Miktar1

Calismamizda yogurt tiretiminde kullanilan pastérize keci siitiiniin % 12 kuru

madde miktarina sahip oldugu belirlenmistir. Uretilen kontrol grubu yogurtlarda
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depolamanin 1. giiniinde kuru madde igerigi % 11,89; deneme grubu yogurtlarda ise %
11,82 olarak tespit edilmistir. Cizelge 3.8’de de belirtildigi gibi 21 glnlik depolama
siiresi boyunca her iki grup yogurdun da kuru madde igeriginde istatistik olarak énemli
bir degisim gozlenmezken, kontrol ve deneme grubu arasinda da herhangi bir fark tespit

edilmemistir (p>0,05).

Cizelge 3.8. Yogurtlarin depolama siiresince kuru madde miktarinda meydana gelen degisim (%).

Grup/Guln 1. Gln 7. GUn 14. GlUn 21. Gln
K 11,8917+0,45 12,1643+0,30 11,8413+0,24 11,9782+0,44
D 11,8209+0,45 11,9842+0,18 11,7073+0,17 12,0046+0,39

3.4.2.2. Yag Miktan

Uretilen yogurtlarda depolamanin 1. giiniinde kontrol grubunun % 3,2; deneme
grubunun ise % 3,18 yag miktarina sahip oldugu belirlenirken, depolamanin 21.
glintinde bu gruplarda yag miktarlar sirasiyla % 3,23 ve % 3,18 olarak tespit edilmistir.
Depolama siiresince yogurtlarin yag igeriginde gruplar arasi istatistik olarak énemli bir
farkin olmadigi, depolamanin da yag igerigi iizerine etkisi olmadig1 belirlenmistir
(p>0,05). Depolama siiresi boyunca yogurtlarin yag miktarlarinda meydana gelen

degisim Cizelge 3.9’da verilmistir.

Cizelge 3.9. Yogurtlarin depolama siiresince yag miktarinda meydana gelen degisim (%).

Grup/Gun 1. Gln 7.GUN 14. GlUn 21. Gln
K 3,2+0,0 3,20+0,00 3,18+0,05 3,2310,21
D 3,18+0,05 3,30+0,12 3,20+0,00 3,18+0,05
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3.4.2.3. Titre Edilebilir Asitlik

Depolamanin 1. giiniinde K grubunun laktik asit miktar1 % 1,01; D grubunun
asitligi ise % 0,99 olarak tespit edilmistir. Depolamanin 7. ve 14. glinlerinde sadece
isletme kiiltiirii ile tiretilen K grubunda titrasyon asitliginin azaldigi, 21. glinde ise bir
miktar arttig1 gézlenmistir. K grubunda depolama siiresi boyunca gozlenen bu degisimin
istatistik olarak 6nemli oldugu (p<0,05), ancak D grubunda depolama siiresi boyunca
istatistik olarak 6nemli bir de8isimin olmadig1r gézlenmistir. Depolamanin 1. giinlinde
her iki grubun laktik asit miktarlarinin birbirine ¢ok yakin oldugu, depolamanin 21.
gininde de asitlik degerleri arasinda istatistik olarak &nemli bir fark olmadig
gozlenmistir (p>0,05). Depolama siiresi boyunca yogurtlarin asitlik miktarlarinda

meydana gelen degisim Cizelge 3.10°da verilmistir.

Cizelge 3.10. Yogurtlarin depolama suresince asitliginde meydana gelen degisim (% laktik asit -°SH)*.

Grup/Gin 1. Gun 7. GUN 14. Gun 21. Gun
% Laktik
_ 1,01+0,00" | 0,86+0,00%° | 0,87+0,07%" | 0,93+0,05"*
K asit
°SH 45,00 38,00 38,75 41,25
% Laktik R R R R
_ 0,99+0,00" | 1,09+0,05"* | 1,09+0,01*® | 1,05+0,14"
D asit
°SH 44,00 48,25 48,25 46,5

*Yogurt gruplarina ait siitiinlar arasi fark; farkli biiyiik harflerle, yogurt gruplarina ait satirlar arasi farklar
ise farkl kiigiik harflerle gosterilmistir (p<0,05).

3.4.2.4. pH

Yogurt iiretimi sirasinda kontrol grubuna ticari kiiltiir inokiilasyonu yapildiktan
sonra 42 °C’de inkiibasyon sirasinda pH’nin 4,5’e 3 saatte (180 dk) distigi
gozlenirken, deneme grubunda bu siire 165 dk olarak belirlenmistir. Deneme grubuna

ilave edilen deneme kiiltiir kombinasyonu sayesinde daha hizli bir pH disisi
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gozlenmistir. Depolamanin 1. giinlinde kontrol ve deneme gruplar1 yogurtlarin pH’lar
sirasiyla 4,43 ve 4,15 olarak belirlenmis ve yogurt iiretimi sonrasinda pH 4,5 iken
fermantasyonu sonlandirilan yogurt 6rneklerinin pH’sinda 4 °C’de 1 gunluk depolama
sonrasinda 0,07 ve 0,35 birim azalma oldugu gozlenmistir. Depolamanin 21. giinlinde
kontrol grubunun pH’s1 4,14; deneme grubunun pH’s1 ise 4,02 olarak ol¢iilmiistiir.
Depolama suresi boyunca her iki grubun da pH’larinin diistiigli, ancak bu disiisiin
istatistik olarak Onemli olmadig1 belirlenmistir (p>0,05). Depolama suresince

yogurtlarin pH degerlerinde meydana gelen degisim sekil 3.5’de verilmistir.

45

44 N

43 A
—A—K
T — D
42

41 ~ \

pH

Depolama Siiresi (giin)

Sekil 3.5. Depolama siiresince yogurtlarin pH degisimi.

3.4.2.5. Proteoliz

Proteolitik enzimlerle proteinlerin pargcalanmasi sonucu yogurtlarda gdézlenen
proteoliz istenilen tat ve aromanin olugmasini saglarken, fazla miktarda gozlenen
proteoliz lirlinde istenmeyen aci tadin ortaya c¢ikamsina neden olur. Calismamizda
cizilen standart tirozin kurvesi kullanilarak yogurt Orneklerinin depolama siiresi

boyunca tirozin miktarlar1 hesaplanmaistir.
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Sekil 3.6. Tirozin standart kurvesi.

Cizilen standart tirozin kurvesinden ;
Y=0,1538 X — 0,0353 denklemi elde edilmis olup, denklemde;

Y = Tirozin miktar1 (mg/g)

X = Absorbans degerlerini gostermektedir.

Depolamanin 1. giinlinde tirozin miktar1 K grubunda 0,373 mg/g olarak
belirlenirken, D grubunda ise 0,613 mg/g olarak tespit edilmistir. 21. gilinlik depolama
stresi boyunca D grubunun tirozin miktarinin K grubundan istatistik olarak onemli
derecede yiiksek oldugu gozlenmistir (p<0,05). Depolama siiresi boyunca K ve D
gruplarinda giinler arasi tirozin miktarlarinda gozlenen degisiklik ise istatistik olarak
onemli bulunmamistir (p>0,05). Depolama siiresi boyunca K ve D gruplarinin tirozin

miktarlarinda gozlenen degisiklik Sekil 3.7°de belirtilmistir.
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Sekil 3.7. Yogurtlarin depolama siiresince tirozin miktarinda meydana gelen degisim (mg/g).

3.4.2.6. Su Salma

Yogurt drneklerinin su salma Ozellikleri degerlendirildiginde depolamanin 1.
giiniinde su salma oraninin deneme grubunda % 5,45 ile % 6,42 oraninda su salma
miktarina sahip kontrol grubundan daha diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir.
Depolama siiresi boyunca her iki grubun su salma miktarlarinda artis gozlenmis, en
yiiksek su salma miktart % 14,31 ile depolamanin 21. giiniinde kontrol grubunda
belirlenirken, D grubunun depolamanin 21. giiniindeki su salma miktar1 % 7,27 olarak
belirlenmistir. Depolama siliresi boyunca su salma miktarlarinda goriilen bu artig
istatistik olarak 6nemli bulunmamis (p>0,05) ve deneme grubunun su salma miktari
depolama siiresi boyunca kontrol grubundan daha diisiik seviyede kalmigtir. Depolama
stiresi boyunca yogurtlarin su salma miktarlarinda meydana gelen degisim Sekil 3.8’de

veilmistir.
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Sekil 3.8. Depolama siiresince yogurtlarin su salma miktarlarinda meydana gelen degigim.

3.4.3. Duyusal Degerlendirme

Bir iirlinlin duyusal o6zellikleri tiiketici tercihleri agisindan biiyilk Onem
tagimaktadir. Calismamizda Uretilen K ve D grubu yogurtlar goriiniis, kivam, koku ve
tat Ozellikleri bakimindan degerlendirilmis, bu o6zelliklerde depolama siiresince
meydana gelen degisiklikler EK-11"de verilmistir.

Depolamanin 1. giiniinde goriiniis ve kivam bakimimdan K grubu daha yiiksek
puanlar alirken; D grubu koku ve tat bakimindan daha c¢ok begenilmis, ancak
puanlamada gozlenen bu degisiklikler istatistik olarak Onemli bulunmamistir.
Depolamanin 14. giiniinde gruplar goriiniis, kivam ve koku bakimindan benzer puanlar
almig, ancak D grubunun tat bakimindan istatistik olarak énemli derecede diisiik puan
aldig1 tespit edilmistir. Depolamanin 21. giiniinde gruplar arasinda istatistik olarak
onemli bir fark gézlenmezken, her iki grupta da tat bakimindan istatistik olarak énemli
bir diisiis oldugu belirlenmistir. Depolamanin 21. giinlinde goriiniis ve kivam
bakimindan K grubunda istatistik olarak énemli bir degisim gozlenirken, her iki grupta
da 7. gunden itibaren koku Ozelliginde bir diisiis gozlenmistir. Tum bu Ozellikler

degerlendirildiginde her iki grubun da benzer ozellikler gosterdigi, 21. glinde D
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grubunda ac1 tadin daha yogun hissedilmesine ragmen hala kabul edilebilir diizeyde

oldugu belirlenmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

4.1. izolasyon Sonuclar:

LAB genel olarak insan ve hayvanlarin sindirim sistemi ile ¢ogu fermente gida
ve silajda yaygin olarak bulunurlar. Pek ¢ogu gelisimleri igin vitaminlere ve
aminoasitlere ihtiya¢ duyar. Bu nedenle genellikle vitamince zengin, maya ekstrakti,
domates suyu, peynir alt1 suyu, siit serumu veya kan iceren kompleks besiyerlerinde
daha iyi gelisim gosterirler (Strom, 2005; Yiiksakdag ve Beyatli, 2003).

Ravula ve Shah (1998) ticari yogurt ve fermente siit {irlinlerinde L. casei
populasyonunu belirleyebilmek i¢in ¢esitli besiyeri formiillerini denemislerdir.
Caligsmada Str. salivarius subsp. thermophlius ST WJ7, L. delbrueckii subsp. bulgaricus
LB Wj7, L. acidophilus LA MJLA1 ve Bifidobacterium BB BDBB2, Str. salivarius
subsp. thermophlius ST 2008, L. delbrueckii subsp. bulgaricus LB 2501, L. acidophilus
LA 2415 ve Bifidobacterium BB 20099 suslarini referans olarak kullanmiglar ve MRS
besiyeri bazal metabolizmasina salisin ve sorbitol ilave ederek elde ettikleri MRS salisin
agar ile MRS sorbitol agarda L. acidophilus ve L. casei susalarinin 8 log;p KOB/g’dan
daha ytiksek canlilik gosterdigini belirtmislerdir. Ravula ve Shah (1998) tarafindan da
belirtildigi sekilde c¢alismamizda L. casei ve L. acidophilus grubu bakterilerin
izolasyonu i¢in en yiiksek canlilik gosterdikleri besiyerleri olan MRS-sorbitol agar ve
MRS-salisin agar besiyerleri kullanilmistir.

Bulut (2003), olgunlagsmis ve olgunlasmamis peynir 6rneklerini kullanarak LAB
izole etmistir. Izolasyon sirasinda ise LAB icin MRS ve M17 agar besiyerleri
kullanilmis ve taze peynir ile olgunlagsmis peynirden elde ettigi ortalama sayim
sonuclarmi MRS agarda 9,05-8,027 log;o KOB/g; M17 agarda ise 9,11-7,97 logio
KOB/g olarak belirtilmistir. izolasyon sonucunda ise 113 kok ve 21 adet laktobasil elde
edilmistir. Tharmaraj ve Shah (2003), Str. salivarius subsp. thermophilus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, L. casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, bifidobakter ve propiyonik
asit bakterilerinin gelisim gosterdikleri en iyi besiyerini belirlemek i¢in 19 farklhi
besiyeri denemislerdir. MRS bazal ortamina sorbitol ilave edilmesi ile elde edilen
besiyerinde L. casei suslarinin yaklasik olarak 9 logip KOB/ml diizeyinde gelistigini,

MRS bazal ortamina mannitol ilavesi ile olusturulan besiyerinde ise L. rhamnosus
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suglarinin 9 log;y KOB/ml diizeyinden daha yiiksek sayida gelisim gosterdikleri
belirlenmistir. Str. salivarius subsp. thermophilus MRS agar besiyerinde 7,14-8,09 log;o
KOB/ml diizeyinde gelisim gosterirken, MRS bazal ortamina maltoz, galaktoz, sorbitol
ve mannitol eklenmesi ile elde edilen ortamlarda 3 log;o KOB/mI diizeyinden daha
diisiik seviyede gelisim gosterdigi belirtilmistir. Benzer sekilde L. delbrueckii subsp.
bulgaricus MRS bazal ortaminda 8,28 logig KOB/ml diizeyinde gelisim gosterirken,
diger ortamlarda 3 log;o KOB/mI diizeyinden daha diisiik seviyede gelismistir. L.
acidophilus suslarinin ise tum ortamlarda 7-8 logiy KOB/ml diizeyinde gelisim
gosterdigi bildirilmistir. Tharmaraj ve Shah (2003) tarafindan belirtildigi gibi
calismamizda L. rhamnosus izolasyonu icin bu bakteri grubunun en yiksek dizeyde
gelisim gosterdigi MRS-mannitol besiyeri kullanilmistir.

Succi ve dig. (2005) MRS agar besiyeri kullanarak olgunlasmis Parmigiano
Reggiano peynirinden izole ettikleri 63 adet bakteriden 20 adedinin L. paracasei subsp.
40 adedinin ise L. rhamnosus suslar1 oldugunu belirtmistir. Erdogrul ve Erbilir (2006),
cesitli tipte peynir, yogurt ve tarhana orneklerinden pH’s1 5,7°ye ayarlanmigs MRS agar
besiyerini kullanarak LAB’ni izole etmis, ¢esitli tanimlama testleri uyguladiklari
izolatlardan; peynirden izole edilmis olan 1 tanesinin L. casei; probiyotik yogurttan
izole edilmis olan 1 tanesinin ise L. delbrueckii subsp. bulgaricus oldugunu belirtmistir.

Pelinescu ve dig. (2009), buzag rumen sivisi, domuz midesi ve silajdan pH’s1
5,5 ve 6,5’e ayarlanmig MRS agar besiyerini kullanarak 50 adet LAB izole etmisler ve
cesitli tan1 testleri sonucunda izolatlar arasinda L. plantarum suslarinin daha baskin
oldugunu belirtmiglerdir. Lengkey ve dig. (2009), ¢ig kanathi etinden MRS agar
kullanarak LAB izole etmisler, fizyolojik ve biyokimyasal testler sonucunda 15
izolattan 5 tanesinin Lc. lactis subsp. lactis, 3 tanesinin L. lactis subsp. lactis, 2
tanesinin L. fermentum, 2 tanesinin L. paracasei ve 3 tanesinin ise L. rhamnosus
oldugunu bildirmislerdir. Abdullah ve Osman (2010) tarafindan 20 adet ¢ig siit, beyaz
peynir ve Sudan’a 6zgu fermente bir sut trind olan Rob kullanilarak MRS agardan,
toplamda 52 adet LAB izole edilmistir. Izolatlarin laktokok, laktobasil ve pediokok
cinslerinden olustugu, ancak laktobasillerin % 69,23’liik bir pay ile daha fazla sayida
oldugu belirtilmistir.

Calismamizda diger arastirmacilar tarafindan belirtilen; bakteri gruplarinin

gelisimi i¢in en uygun besiyeri ortamlar1 secilmis ve yogurt orneginden Lj grubuna
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0zgl besiyerinden 95 adet, Lc grubuna 6zgl besiyerinden 83 adet, La grubuna 6zgl
besiyerinden 88 adet, Lr grubuna 6zgl besiyerinden 65 adet, St grubuna 0zgl
besiyerinden 26 adet ve Lb grubuna 6zgu besiyerinden 25 adet izolat olmak Uzere

toplamda 382 adet izolat elde edilmistir.

4.2. Yogurt Izolatlarin Baslatiaa Kiiltiir Olma Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.2.1. izolatlarin Siitii Koagiile Etmesi

Teknolojik olarak fermente siit iiriinlerinde kullanilan kiiltiirlerin, iiriiniin
fermantasyon siiresini kisaltmasi i¢in siitii koagiile etme yetenegine sahip olmasi
istenmektedir.

Xanthopoulos ve dig. (2000) tarafindan yapilan ¢aligmada yeni dogan bagirsak
sisteminden izole edilen L. paracasei subsp. paracasei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L.
gasseri ve L. reuteri suslar1 pH’s1 6,65 olan steril rekonstitiie siite asilanarak 30, 37 ve
40 °C’de 24 saat siire ile inkiibe edilmis, asitligin 37 ve 40 °C’de 30 °C’ye gore daha iyi
gelistigi ve suslarin ¢ogunda pH’nin 5,0’dan daha diisiik oldugu belirtilmistir. L.
rhamnosus suslarinin asitligi diger laktobasil suslarina gore daha iyi disiirdiigii (pH 37
°C’de 3,75-3,79; 40 °C’de 3,40-3,51), L. reuteri ile L. gasseri DC418 ve DC422
suslarmin ise diisiik koagiilasyon yetenegine sahip doldugu belirtilmistir. Bu sonuclara
benzer sekilde galismamizda Lr grubu izolatlara 6zgll besiyerinden segilen izolatlarin
asilandigi ve 42 °C’de 16 saat inkiibe edilen rekonstitiie siit pH’sinin genel olarak 3,50-
4,77 arasinda degistigi gozlenmistir. Calismamizda La grubu izolasyonunda kullanilan
besiyerinden elde edilen izolatlarin ise 3,20-4,96 arasinda rekonstitiie siit pH’sim
degistirdigi ve bu sonuglarin Xanthopoulos ve dig. (2000) tarafindan elde edilen 4,30-
4,70 arasinda degisen sonuglarla benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Hebert ve dig. (2001) tarafindan L. helveticus CRL 1062’nin % 2 oraninda maya
ekstrakti, % 5 kazein ve % 1 sodyum kazeinat i¢eren rekonstitie st 42 °C’de 16 saatte
koagule ederken, L. helveticus S1’in rekonstitiie sttt 42 °C’de 30 saat sire ile koagule
ettigi belirtilmistir. L. helveticus CRL 1062 susunun hem rekonstitlie sutli hem de maya

ekstrakt1 ve glikoz eklenmis olan siitleri koagiile ettigi bildirilmistir.
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Olasupo ve dig. (2001), geleneksel Nijerya fermente gidalarindan izole ettikleri
LAB’nin sutl 37 °C’de 12-20 saat arasinda koagiile ettigini, 30 °C’de ise 24-36 saatte
koagulasyon gostererek daha yavas koagiilasyon yetenegine sahip olduklarini
belirtmistir. Maragkoudakis ve dig. (2006) koagiilasyon yetenegini belirlemek icin L.
plantarum ACA-DC 146 ve L. paracasei subsp. ACA-DC 4037 suslarini asiladiklart
stitlerin 6 saatlik inkiibasyon sonrasinda pH’sin1 6,3 olarak belirlemis, bu kiiltiirlerin
yogurt iiretiminde baslatici kiiltlir olarak kullanilamayacagini belirtmislerdir. Celik
(2007), yaptigi arastirmada 72 adet L. delbrueckii subsp. bulgaricus izolatlatinin
tamaminin siitii koagiile ettigini, 57 adet Str. salivarius subsp. thermophilus izolatindan
25 tanesinin 16 saatlik inkiibasyon sonrasinda siitii koagiile ettigini, 7 tanesinin hig
koagiilasyon yetenegi gostermedigini, digerlerinin ise iyi koagiilasyon yetenegine sahip
olduklarini belirtmistir. Misir Ras peyniri (Ayad ve dig., 2006) ile Yunan peynirinden
izole edilen LAB’nin (Asteri ve dig., 2009) ise zayif siit asitlendiricileri olduklar
belirtilmistir.

Feta, Graviera ve Kasseri peynirlerinden izole edilmis laktobasillerin 30 °C’de 6,
16, 24 saat inkiibasyon ile koagulasyon yetenegi belirlenmis, bakterilerin 16 saat sonra
pH’y1 0,22-0,64 birim arasinda yiikselttigi, bu nedenle suslarin genel olarak zayif
asitlendirici 6zellikte oldugu belirtilmistir (Floros ve dig., 2012).

Arastirmamizdan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde izolatlarin 42 °C’de
16 saat inkubasyondan sonra pH’y1r yaklasik olarak 1,6-3,3 birim araliginda

diisiirebildikleri ve yiiksek koagiilasyon yetenegine sahip olduklar1 belirlenmistir.

4.2.2. izolatlarin Laktik Asit Uretimi

LAB fermantasyon siresince organizmanin tiiriine, niteliklerine, gelisme
sartlarina bagli olarak c¢esitli organik asitleri iretmekte, bu sayede iiriiniin tat ve aromasi
gelisirken ayn1 zamanda {rliinde bozulmaya neden olan ¢esitli patojen
mikroorganizmalar Uzerinde de inhibe edici etki meydana gelmektedir (Akpimnar ve
Basyigit Kilig, 2012). Ozellikle laktik asit, fermantasyon sirasinda iiretilen, iyonlasan ve
iyonlagsmayan formlar1 ile dengede bulunan (Yang, 2000), fermente sit Urlinlerinde

istenilen karakteristik aromay1 olusturan ana bilesenlerden birisidir.
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Dave ve Shah (1997b) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, Str salivarius subsp. thermophilus, L. acidophilus ve bifidobakteri iceren
farkl ticari kiiltiir kombinasyonlari ile yapilan yogurtlarda laktik asit igerigi baslangicta
0,05 mg/g iken 0. gunde 3,8, 3,7, 2,8 ve 3,9 mg/g olarak belirlenmis, depolamanin 5.
giiniinde fark edilebilir bir artig gozlenmistir.

Cezayir’de yapilan bir ¢alismada ¢ig kegi siitiinden izole edilen Str. salivarius
subsp. thermophilus, L. helveticus, L. plantarum, L. delbruecki subsp. bulgaricus, L.
brevis, Lc. lactis subsp. lactis, Leuconostoc, Pediococcus’u iceren 725 adet laktik asit
bakterisinin % 38,6’sinin yiiksek asitlendirici yetenege sahip oldugu belirtilmistir
(Badis ve dig., 2004a).

Probiyotik bakterilerle (L. acidophilus LAFTI L10, Bf. lactis LAFTI B94 ve L.
paracasei LAFTI) 4,45, 4,50, 4,55, 4,60 farkli son pH’da ve iretilen yogurtlarda
depolamanin 28. giiniinde laktik asit miktarinda artis gozlenmistir. Depolamanin 1.
giintinde 13-16 g/l arasinda degisen laktik asit miktarinin depolamanin 28. giiniinde 16-
18 g/l araliginda degistigi; 28 ginlik depolama siiresi boyunca laktik asit miktarnin %
16-23 oraninda artis gosterdigi belirlenmistir (Donkor ve dig., 2006). L. acidophilus, L.
rhamnosus, L. bulgaricus ve Bf. lactis kilturlerinin Str. salivarius subsp. thermophilus
ile birlikte % 4 iniilin igeren siit ortaminda laktik asit Uretiminin 1. gunde 850-990
mg/100g; 7. gunde 95-1030 mg/100g oldugu; indlin icermeyen ortamda ise 1. giinde
820-1030 mg/100g; 7. gunde 930-1080 mg/100g arasinda degistigi kaydedilmistir (De
Souza Oliveira ve dig., 2009).

2 farkli baslatici kiiltiir ile (Str. salivarius subsp. thermophilus ile L. delbrueecki
subsp. bulgaricus’dan olusan karisik ticari yogurt kiiltiirleri) L. rhamnosus ve L.
acidophilus igeren 2 farkli probiyotik kiiltiiriin bezelye proteini, nohut unu, mercimek
unu, bezelye lifi, soya protein konsantresi ve soya unu ilave edilmis siit ortamlarinda
asitlendirme etkisi incelenmis, tiim katkilarin 6zellikle probiyotik suslarin asitlendirme
hizin arttirdiklar ifade edilmistir (Zare ve dig., 2012).

Arastirmamizda asit olusturma yetenegi belirlenen 85 adet izolatin laktik asit
uretimlerinin 0,14-0,32 g/100 ml arasinda degistigi gozlenmistir. Kiiltiirler genel olarak
asitlendirici yetenege sahip olmakla birlikte, belirlenen laktik asit degerlerinin De Souza
Oliveira ve dig. (2009) tarafindan Str. salivarius subsp. thermophilus TAO40 ile
sirasiyla L. delbrueckii subsp. bulgaricus LB340, L. acidophilus LAC4, L. rhamnosus
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LBA ve Bf. animalis subsp. lactis BL 04 ikili ticari kultlrlerinin rekonstitie sute
asilanmasi ile 1. giinde gozlenen ve % 4 iniilin iceren ortamda artis gésteren 880, 980,

900 ve 840 mg/100g degerlerinden daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

4.2.3. izolatlarin Asetaldehit Uretimi

Siit {iriinlerinin 6nemli aroma bilesenlerinden olan asetaldehit, 6zellikle yogurtta
aranan karakteristik aroma bilesenlerinden birisidir. Bakterilerde aminoasit, niikleotit ve
plruvat metabolizmasi ile liretilen asetaldehit (Chaves ve dig., 2002), yogurtta 6zellikle
L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve Str. salivarius subsp. thermophilus tarafindan
iiretilmektedir (Ott ve dig., 1999). Asetaldehit iiretimi tiir ve susa bagli olarak farklilik
gostermektedir. Asetaldehit Gretiminde laktokoklar ©&nemli bir yere sahipken
streptokoklar tarafindan daha az miktarlarda tretildigi belirtilmektedir (Yiksekdag ve
Beyatli, 2003). Yogurtta uygun bir aroma ig¢in asetaldehit konsantrasyonunun 23-41
mg/kg arasinda olmasi istenmektedir (Tamime ve Deeth, 1980). Yogurtlarda asetaldehit
miktarinin 10 ppm’in altina diismesi aromanin yetersiz olmasina sebep olmaktadir
(Atamer ve dig., 1988).

Chaves ve dig. (2002) tarafindan farkli Str. salivarius subsp. thermophilus
suslarinda asetaldehit Ttretimi belirlenirken, bazi suslarda saptanabilir dizeyde
asetaldehit belirlenmemistir. Belirlenen astaldehit miktarinin ise 0,008 mg/ml’ye kadar
tespit edildigi bildirilmistir.

10 mM glikoz varliginda Lc. lactis suslar tarafindan 0,1-9,5 mmol/l ve 0,3-47,4
mmol/l arasinda degisen miktarlarda asetaldehit iiretimi belirlenirken, 2 susta
asetaldehit tiretimi tespit edilmemistir (Bongers ve dig., 2005).

Calismamizda en diisiik asetaldehit tiretimi Lj14A ve Lj38C (0,002 mg/ml)
izolatlarinda tespit edilmistir. Diger taraftan en yiiksek oranda asetaldehitin Lr26A
(0,023 mg/ml), Lc4A (0,022 mg/ml), Lc24C ve Lc29B (0,0221 mg/ml) kodlu izolatlar
tarafindan tiretildigi, bu sonucun Chaves ve dig. (2002) tarafindan 0,008 mg/ml olarak
bildirilen en yuksek asetaldehit miktar1 ile Bongers ve dig. (2005) tarafindan bildirilen
asetaldehit miktarlarindan genel olarak fazla oldugu gozlenmistir. Caligmamizda

Chaves ve dig. (2002) tarafindan da belirtildigi gibi izolatlarin asetaldehit tiretiminin
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suga Ozgl olarak 0,002-0,023 mg/ml gibi genis bir aralikta dagilim gosterdigi

belirlenmistir.

4.2.4. izolatlarin Proteolitik Aktivite Tayini

Proteolitik aktivite mikroorganizmalarin protein ve peptidleri pargalayarak
gelismesi i¢in gerekli aminoasitlerin elde edilmesini saglamanin yaninda, fermente
Urlinlerde istenilen tat ve aromanin olusmasi agisindan da onemlidir. Bu nedenle
ozellikle fermente liriinlerde proteolitik aktivite gosteren baslatici kiiltlirlerin kullanimi
tercih edilmektedir. Proteolitik aktivitenin belirlenmesinde Hull y6nteminden
yararlanilmis, kazeinin pargalanarak tirozin ve triptofanin serbest kalmasi saglanmistir.
[zolatlarin proteolitik aktivitesi ise tirozin esdegeri olarak hesaplanmistir (Hull, 1947).

Yaman ve dig. (1998), L. plantarum suslarinin proteolitik aktivitesini 0,14-0,34
mg/ml tirozin olarak belirtirken, Badis ve dig. (2004b) tarafindan L. plantarum
suglarinin  0,00256 mg/ml tirozin proteolitik aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir.
Shihata ve Shah (2000) tarafindan yapilan ¢alismada ise 9 adet Str. salivarius subsp.
thermophilus, 6 adet L. delbrueckii subsp. bulgaricus, 14 adet L. acidophilus ve 13 adet
Bifidobacterium susunun proteolitik aktiviteleri incelenmis ve 3 adet Str. salivarius
subsp. thermophilus, 1 adet L. delbrueckii subsp. bulgaricus, 2 adet L. acidophilus, 10
adet Bifidobacterium susunun proteolitik aktivite gostermedigi, Str. salivarius subsp.
thermophilus suslarinin L. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarina oranla proteolitik
aktivitesinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Ayn1 zamanda proteolitik aktivite
gosteren tiim suslarin proteolitik aktivitelerinin Bifidobacterium suslarindan daha
yiiksek oldugu kaydedilmistir.

Bagka bir arastirmada ise kefirden izole edilen 21 adet kok formdaki LAB’den
Lc. lactis Z2S, Z3S, Str. salivarius subsp. thermophilus Z5S, Z12S, E. durans Z7S,
Z8S, Lc. cremoris Z14S ve Z16S’nin proteolitik aktiviteye sahip olmadiklari, en yiiksek
proteolitik aktiviteye ise 0,09 mg/ml tirozin ile Lc. cremoris Z20S’nin sahip oldugu
belirlenmistir. (Yiiksekdag ve dig., 2004). Karasu (2006), tarafindan tursudan izole
edilen laktobasil suslarinin proteolitik aktivitesinin 0,056-0,083 mg/ml tirozin oldugu

belirtilirken, L. pentosus5 izolatinda proteolitik aktivite tespit edilememistir.
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Yapilan bu arastirmada ise 0,09 mg/ml ve 0,10 mg/ml ile en diisiik proteolitik
aktivite Lj 38C ve Lj31E, Lj31A nolu izolatlarda gozlenmistir. Elde edilen bu en diisiikk
degerlerin Yiiksekdag ve dig. (2004) tarafindan bildirilen en yiiksek degerler ile ayni
seviyede oldugu kaydedilirken, tiim suslarin proteolitik aktivitesinin 0,10-0,27 mg/ml
arasinda degistigi belirlenmistir. Genel olarak LAB’nin proteolitik aktivitesinin zayif
oldugu (Kilig, 2008) diisiintiliirse, incelenen 49 izolatin hepsinin proteolitik aktivite

gosterdigi ve izolatlarin proteolitik aktivitesinin de oldukca yliksek oldugu goézlenmistir.

4.2.5. izolatlarin EPS Uretimi

Bakteriler tarafindan olusturularak hiicre disina salgilanan polisakkaritler olan
EPS’ler bakteriyi koruyucu gorev istlenirken, endiistriyel acidan da o&zellikle siit
sanayinde su baglayici, stabilize ve emiilsifiye edici, viskozite arttirici, yapiy1
diizenleyici ozellikleri nedeni ile kullanilmaktadir. Diger taraftan 6zellikle son yillarda
tiiketicilerin katki ihtiva etmeyen ftrtinler tercih etmesi, Uriinde meydana gelen ¢esitli
yapisal bozukluklarin dogal yollarla ¢6ziimlenmeye c¢alisilmas1 gerekliligini
olusturmustur (Duboc ve Mollet, 2001). Bu amagla 6zellikle son yillarda fermente
tirtinlerde kullanilan baslatict kiiltlirlerin istenilen tat, aroma ve yapiyt olusturma
yaninda EPS {iretimine sahip olmasi da istenmektedir.

Arastirmadan elde edilen sonuglara goére 49 izolatin hepsinin EPS iiretme
yetenegine sahip oldugu, iiretilen EPS miktarinin ise 0,08 ile 0,54 mg/ml arasinda
degistigi belirlenmistir. Van Geel-Schutten ve dig. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada
EPS uretimleri incelenen 182 adet Lactobacillus susundan 60 tanesinin EPS irettigi,
bunlardan 17 susun EPS {iretiminin 100 mg/1’den fazla oldugu belirtilirken, EPS {iretimi
icin en uygun bilesenin sakkaroz oldugu kaydedilmistir. Faber ve dig. (1998) Str.
salivarius subsp. thermophilus Rs ve Sts suslar1 tarafindan 135 mg/l ve 127 mg/l EPS
tretildigini belirtmistir. Kilig ve dig. (2003) tarafindan ise L. delbruecki subsp.
bulgaricus IFR 2772 ve Str. salivarius subsp. thermophilus IFR 859 suslarinin {irettigi
EPS’nin sirasiyla 0,262 mg/ml, 0,374 mg/ml oldugu kaydedilmistir.

Pham ve dig. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada ortamda glikoz ve laktoz gibi
farkli temel bilesenler varliginda L. rhamnosus R tarafindan sentezlenen EPS miktarinin

her iki seker varliginda da yaklasik olarak 0,5 mg/ml oldugu belirlenmistir. Arastirmada
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izolatlarm % 3 glikoz igeren ortamda EPS {iretimlerinin belirlendigi gbéz Oniine
alindiginda L. rhamnosus izolatlari tarafindan tretilen ve 0,17-0,34 mg/ml arasinda
degisen EPS miktarinin Pham ve dig. (2000)’nin sonucglarindan daha diistik oldugu
gbzlenmis, ancak 0,54 mg/ml EPS Uretimi ile Lj38C susunun da bu deger araligindan
yiiksek oldugu kaydedilmistir.

Shihata ve Shah (2002) proteolitik Ozellikteki L. delbrueckii subsp.
bulgaricus’un ticari ABT baslatic1 kiiltiirler (L. acidophilus, Bifidobacterium subsp.,
Str. salivarius subsp. thermophilus) ile birlikte kullanildiginda yogurt 6zellikleri iizerine
etkilerini incelemisler ve bu kiiltiirlerin farkli kombinasyonlar seklinde kullanilmasi ile
yogurt Orneklerindeki EPS miktarmin 2,76-3,64 g/100g arasinda degistigini tespit
etmiglerdir. Tahil kaynakli L. frumanti TMW 1.103 ve bagirsak kaynakli L.
sanfranciscensis LHT 2590 suslariin sukroz igeren ortamda EPS iiretimlerinin
sirastyla 0,5g/kg ve 2 g/kg oldugu tespit edilmistir (Tieking ve dig., 2003).

Str. salivarius subsp. thermophilus suslari ile iiretilen yogurtlardan ST 1275 ile
42 °C’de inkiibe edilen yogurtta 860 g/kg; ST 285 susu ile 37 °C’de inkibe edilen
yogurtta 768 g/kg EPS belirlenmis ve depolama stiresince EPS miktarinda biiyiik 6lg¢lide
azalma gozlenmistir (Purwandari ve dig., 2007). Lin ve Chang Chien (2007) tarafindan
yapilan aragtirmada 32 ile 84 saat arasinda degisen fermantasyon siiresinin L. helveticus
BCRC14030, L. helveticus BCRC14076 ve Str. salivarius subsp. thermophilus BCRC
14085’in EPS iiretimi iizerine etkisi incelenmis ve sirastyla 0,25-0,73; 0,63-0,93; 0,73-
0,93 mg/ml EPS firetimi tespit edilmistir. Farkli besiyeri bilesenlerinin Bf. longum
subsp. infantis CCUG 52486 ve Bf. infantis NCIMB 702205’in EPS Uretimi Uzerine
etkisinin incelendigi calismada % 1,5 kazein hidrolizat varliginda suslarin sirasiyla
0,285 ve 0,102 mg/ml EPS iirettikleri belirlenmistir (Prasanna ve dig., 2012).

EPS dretimi ortamda bulunan monosakkaritlerin kompozisyonuna, dallanma
derecesine ve glikozidik baglarin tipine bagl olarak gesitlilik gostermektedir (Cerning,
1990). Van Geel Schutten ve dig. (1998) MRS siv1 besiyerinde 20 g/1 glikoz yerine 100
o/l olacak sekilde ayr1 ayr1 glikoz, fruktoz, maltoz, rafinoz, sukroz, galaktoz ve laktoz
iceren ortamlarda 182 adet laktobasilin EPS iiretimlerini gézlemlemis ve en yiiksek EPS
tiretiminin 100 g/l sukroz iceren ortamda gozlendigini belirtmislerdir. Calismamizda
van Geel Schutten ve dig. (1998) tarafindan bildirilenin aksine % 10 sukroz igeren

ortamda izolatlar gelisme gostermemistir. Yiiksekdag ve Aslim (2008) tarafindan ise en
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fazla EPS firetiminin % 0,5, 1,0 1,5, 2,0 2,5 ve 3,0 oraninda glikoz iceren ortamlardan
% 3,0 glikoz iceren ortamda gozlendigi belirtilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada Yiiksekdag ve Aslim (2008) tarafindan bildirildigi gibi %
3 glikoz igeren fermantasyon ortaminda 16-18 saatlik inkiibasyon sonrasinda izolatlarin
EPS dretimleri 0,08-0,54 mg/ml olarak belirlenmistir. Farkli arastirmacilar L.
delbrueckii subsp. bulgaricus’un 0,06-0,15 mg/ml (Cerning, 1988; Cerning ve dig.,
1995) arasinda degisen EPS iiretim yetenegine sahip oldugunu belirlemistir. EPS
iiretiminin, bakterinin gelisme ve c¢ogalmasit sirasinda uygulanan inkiibasyon
sicakligina, siiresine ve ortamda bulunan besin maddelerine baglh olarak degisebilecegi
(Kilig ve dig., 2003) gbz Oniine alindiginda yaptigimiz calismada belirlenen EPS
miktarlarinin  bakterilerin teknolojik iiretimde kullanilabilmeleri agisindan uygun

seviyelerde oldugu diisiiniilmektedir.

4.3. Yogurt Izolatlarimin Baz1 Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.3.1. Yapay Mide Suyunda Canhihgin Belirlenmesi

Mekanik ve kimyasal sindirim olarak ikiye ayrilan insan sindirim sistemi bu
islevleri yerine getiren iist sindirim ve alt sindirim kanallarindan olusmaktadir. ‘Agizdan
anlse kadar iyi karakterize edilmis gesitli boliimlere ayrilan 6zel bir tiip’ olarak ifade
edilen sindirim sistemi (Mackie ve dig., 1999) insan ve hayvanlarin yagamlarin1 devam
ettirebilmeleri igin gerekli enerjinin Gretilmesi amaciyla gerekli besinlerin alimini
saglayan, agiz ile baslayip, atiklarin viicuttan atildigi ands ile son bulan sistemdir. Genel
olarak pH’nin 1,5’e kadar diisebildigi mide ortami disinda sindirim sisteminin diger
bolimlerinde 7-9 arasinda degisen bir pH hakimdir (Anonim c). Bu nedenle viicuda
agiz yoluyla alinan besinler icerisindeki probiyotik mikroorganizmalar ilk olarak
agizdan gecisleri sirasinda maruz kaldiklari lizozim vb. sindirim enzimlerine karsi
dayanikli olmalidir. Agza alinan besinler yemek borusu ile mideye tasindiktan sonra
yaklasik olarak 3 saat boyunca midede kalmaktadir (Yavuzdurmaz, 2007). Bu nedenle
viicuda alman probiyotik mikroorganizmalarin pH’s1 2-3 arasinda degisen mide
ortaminda canliliklarin1 devam ettirmesi gerekmektedir. Probiyotikler, mide asit

ortamindan ve safra tuzu, pankreatik sivilarin oldugu iist sindirim kanalindan canl
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gecebildigi takdirde, alt sindirim kanalinda ve kalin bagirsakta yararli etkiler meydana
getirebilmektedir (Ljungh ve Wadstrom, 2005).

Bakteri hiicreleri kendi dogal ¢evrelerinde ya da endiistriyel islemler Sirasinda
farkli olgiilerde cesitli abiyotik strese maruz kalirlar. Istenmeyen cevre kosullari
karsisinda bakteriler canli kalabilmek i¢in bu etkiye karsi bir koruma mekanizmasi
gelistirmektedirler (Jan ve dig., 2000). Oksijen varligi, asitlik, isleme ve depolama
sicakliklari, dondurarak kurutma vb. teknolojik islemler probiyotik iirlinlerde suslarin
canlihgim etkilemektedir. Uriinde kullanilan probiyotik mikroorganizmalar drinin
islemesi sirasinda maruz kaldiklart bu kosullar karsisinda canliliklarini devam
ettirebildikleri takdirde, insan viicudunda midedeki hidroklorik asit nedeniyle diisiik
pH’lara maruz kalmaktadir. Bu nedenle asit ortamlara adapte olabilme;
mikroorganizmalar agisindan hem siit tirinlerinde baslatict kultir olabilme hem de
probiyotik 0zellikte olan mikroorganizmalar agisindan da sindirim sistemine ulagabilme
ozelligi bakimindan énemlidir. (Jan ve dig., 2000; Sanz, 2007). Bu amacla potansiyel
probiyotik bakterilerin belirlenmesi i¢in en 6nemli islem sindirim sistemi benzeri bir
ortamda suglarin canliliklarinin incelenmesidir (Basyigit Kili¢ ve Karahan, 2010; Zago
ve dig., 2011).

Yaptigimiz arastirmada izolatlarin teknolojik ozellikleri belirlendikten sonra
probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi icin ilk olarak pH’s1 3,5 olan yapay mide suyu
ortaminda canliliklar1 incelenmistir. Incelenen 49 izolattan 3 tanesi (La7F, Lal2B,
Lal3B) pH’st 3,5 olan yapay mide suyu ortamina alindiklarinda canliliklarini
yitirmistir. La4B, La22C, Lj21C ve Lj311-2 izolatlarinin sayisinda 120 dakika boyunca
istatistik olarak o6nemli bir degisim gozlenmemis ve izolatlar canliliklarini
koruyabilmistir. La27B ve Lc12B izolatlarinin ise bu siiregte canliliginin 1,08 ve 0,89
log arttig1 gozlenirken, diger 40 izolatin ise pH 3,5 ortaminda 120 dakika boyunca
sayilarinda 0,16-3,39 logip KOB/ml arasinda degisen oranda azalmalar gdzlensede
izolatlarin canliliklarini siirdiirebildikleri tespit edilmistir.

Shuhaimi ve ark. (1999) tarafindan yapilan arastirmada ¢ocuk diskisindan izole
edilen bifidobakterlerin pH’s1 1,0, 2,0 ve 3,0 olan HCI ortamlarinda canliliklart
incelenmistir. pH’s1 6,5 olan kontrol ortaminda gelisme gosteren 28 izolattan 4 tanesi
(Bf. infantis D22, F117, F34 ve Z45) 3 saat boyunca pH 3,0’da canliliklarini
strddrirken, pH 2,0’da 5 izolat (Bf. infantis D22, F66, F34, G4 ve Bf. breve F100) 1
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saat boyunca canli kalabilmis, pH 1,0’da ise 1 saat sonrasinda higbir izolatin canl
kalamadigi tespit edilmistir.

Xanthopoulos ve dig. (2000) pH 3,0 ortaminda test ettikleri bakterilerin % 27,7-
99,99 arasinda degisen oranlarda canlhiliklarim1i kaybettigini belirtmislerdir. L.
acidophilus DC601 susu % 99,9 oraninda DC602 susu ise % 31,7 oraninda canliligini
kaybetmistir. Arastirma sonucunda L. paracasei subsp. paracasei DC412, DC414, L.
rhamnosus DC425, L. reuteri DC420 ve DC423’(n L. acidophilus DC602, L. gasseri
DC422 ve L. rhamnosus DC42’a oranla mide suyu ortamina daha dayanikli olduklari
belirlenmistir. Chang ve dig. (2001) tarafindan LAB’nin probiyotik olarak secilmesi
icin bagirsaga ulasirken gegirdikleri 90 dakikalik siirede canli kalmalarinin yeterli
olacagi savunulmaktadir. Yaptigimiz g¢alismada pH’s1 3,5 olan yapay mide suyu
ortaminda canliliklarini yitiren 3 sus disinda diger 46 izolatin canliligini devam ettirdigi
belirlenmistir.

Vinderola ve Reinheimer (2003) tarafindan yapilan bir ¢calismada pH’s1 3,0 olan
yapay mide suyu ortaminda 3 saat boyunca L. casei ve L. rhamnosus sayilarinda 2,7-5,9
logaritmik birim azalma oldugu belirtilirken, Cebeci ve Giirakan (2003) tarafindan 13
adet L. plantarum susundan 6 tanesinin asit toleransina sahip oldugu belirtilmistir.
Calismamizda da pH’s1 3,5 olan yapay mide suyu ortaminda 120 dakika boyunca L.
rhamnosus besiyerinden elde edilen izolatlarda 0,81-2,52; L. casei besiyerine ait
izolatlarda ise 0,67- 3,39 logaritmik birim azalma tespit edilirken, bu sonucun yapilan
caligmalara gore daha diisiik oldugu gozlenmistir.

Farkli L. rhamnosus suslar1 arasindan pH 2,0 ortaminda 90 dakika canliliklarini
yiiksek oranda koruma o6zelligi ile segilen L. rhamnosus GG suslarinin ortamda 19,4
mM glikoz varliginda canliliklarin1 koruyabildikleri, ayn1 ortamdan glikozun
uzaklastirilmasi ile 90 dakika sonunda canli hiicre sayisinda yaklasik 5,6 logig KOB/ml
oraninda bir diisiisiin oldugu gozlenmistir (Corcoran ve dig., 2005).

pH’st 2,0 ile 8,0 arasinda degisen ortamlarda canliliklar1 incelenen L.
acidophilus ve Bf. bifidum suslarindan Bf. bifidum suslarinin hepsinin incelenen
ortamlarda L. acidophilus suslarina gore daha dayanikli olduklari, bunun yani sira pH
2,0 ve 3,0 ortamlarinda L. acidophilus suslarinin 24 saate kadar canliliklarini
koruduklar1 belirtilmektedir. 144 saate kadar canliliklarini koruyabilen suslarin,

canliliklarii pH etkisinden degil, ortamdaki besin elementlerinin tikenmesi nedeniyle
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kaybettikleri kaydedilmistir (Goderska ve Czarnecki, 2007). Domuz yavrusu ince
bagirsagindan izole edilen 62 adet laktobasil susundan 20 tanesinin pH 3,0 ortamina ve
safra tuzlarina karsi toleransli olduklar1 kaydedilmistir (Ifiguez Palomares ve dig,
2007).

Tambekar ve Bhutada (2010) tarafindan yapilan ¢alismada ¢ig kegi sttunden
izole edilen 48 adet laktobasil susunun gesitli probiyotik o6zellikleri incelenmis,
izolatlardan 5 tanesinin (L. plantarum G95a, G96a, L. rhamnosus G92, G99c, G119b)
pH 2,0 ortamina toleransli olduklar1 tespit edilmistir. Bagyigit Kili¢ ve Karahan (2010)
tarafindan digkidan izole edilen LAB suslarmin canli hiicre sayisinin pH’s1 3,5 olan
MRS sivi besiyeri ortaminda yaklagik olarak 1 log arttii; 3 saatlik inkiibasyon
sonrasinda ise canli hiicre sayisinin 1-2 log azaldig: belirtilmistir. L. plantarum (AA1-2,
AA17-73, BC18-81, AC18-88, AK4-11 ve AK7-28), L. fermentum (AB5-18, BB16—
75, BB19-90 ve AK4-180), E. faecium (AB20-98 ve BK11-50) ve E. durans (AK4-14
ve BK9-40) suslarinin pH 3,5’ kars: yiiksek toleransa sahip olduklari bildirilmistir.

Pisano ve dig. (2011), iki farkli italyan peynirinden izole ettikleri LAB’den 4
adet L. plantarum susunun pH’st 2,0 olan ortamda 2 saat siireyle canliliklarin
koruyabildiklerini gézlemlemistir. Floros ve dig. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada
ise Feta, Graviera ve Kasseri peynirlerinden izole edilerek L. paracasei subsp.
paracasei ve L. plantarum olduklar1 belirlenen 19 adet laktobasilin gesitli teknolojik ve
probiyotik 6zellikleri incelenmistir. Feta peynirinden izole edilen suslarin digerlerine
gore diisiik pH’ya daha dayanikli olduklari, pH 2,0 ortaminda 3 saat sonrasinda bile
canli hiicre tespit edilebildigi belirtilmistir.

Bagyigit Kili¢ ve dig. (2012) tarafindan ¢esitli probiyotik 6zellikleri incelenen 20
adet L. plantarum susunun pH’s1 3,5, 3,0 ve 2,5 olan yapay mide suyu ortamlarinda 2
saatlik inkiibasyon siiresince canliliklarin1 devam ettirdikleri, pH 2,0 ortaminda ise 14

adet bakterinin sadece 1 log;o KOB/ml’ lik bir azalma gosterdigi belirtilmistir.

4.3.2. % 0,4 Fenol Toleransimin Belirlenmesi

Gastrointestinal mikroflora, vicudun hizli yenilenen ve metabolik adaptasyona
sahip bir organi olarak tanimlanmistir (Roberfroid ve dig., 1995; Scheinbach, 1998;
Mackie ve dig., 1999). Tiiketilen bilesikler, bagirsaga kan, safra yoluyla veya lumene
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direkt alinarak, mikrobiyel tasinma igin ana substratlari olustururlar (Gibson ve
Roberfroid, 1995). Sindirim sisteminin diger boliimleri ile karsilastirildiginda kalin
bagirsak en karisik ve en fazla mikroorganizma popilasyonuna sahip bolumdir.
Sindirilmemis kompleks karbonhidratlar ile kisa zincirli yag asitleri kolonik mikrobiyel
fermantasyonun baslica son iiriinleridir (Fooks ve dig., 1999). Uretilen bu yag asitleri
konakg1 tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilirken, mikrobiyel proteoliz ve
karbonhidrat metabolizmasi sonucunda amonyak, fenol, indol ve aminler gibi toksik
yapilar da olusmaktadir (Macfarlane ve Macfarlane, 1995). Birka¢ mikroorganizma
disinda gidalarla alinan bakteriler, olusan bu asidik mide ortaminda canliliklarini
koruyamamaktadir (Dunne, 2001). Sindirim sisteminde probiyotik bakterilerin fenole
maruz kalmalar1 nedeniyle potansiyel probiyotik bakterilerin fenol direnglerinin
belirlenmesi, LAB’nin gastrointestinal sartlarda canli kalabilmesi hakkinda bilgi
vermektedir (Xanthopoulos ve dig., 2000).

Bu aragtirmada incelenen 49 izolattan 25 adedi % 0,4 fenol iceren MRS sivi
besiyeri igerisinde 24 saat boyunca canliliklarini devam ettirebilmis, ancak sayilari
istatistik olarak onemli derecede azalmistir. Lr31A izolatinda ise baslangica oranla 24.
saatte istatistik olarak 6nemli bir artisin oldugu tespit edilmistir.

L. acidophilus’un fenole kars1 diger suslara gore daha dayanikli oldugu yapilan
calismalarla belirlenmistir (Suskovi¢ ve dig., 1997; Xanthopoulos ve dig., 2000).
Calismamizda da % 0,4 fenol igeren ortamda 24 saat sliresince canlilik gosteren 25
bakterinin 11 tanesinin L. acidophilus, 6 tanesinin L. casei, 6 tanesinin L. johnsonii, 2
tanesinin L. rhamnosus’a 0zgu besiyerlerinden izole edildigi g6z ©nunde
bulunduruldugunda L. acidophilus besiyeri izolatlarmin % 0,4 fenole karsi daha
toleransli oldugu ifade edilebilir.

Vizoso Pinto ve dig. (2006) tarafindan test edilen L. plantarum suslarindan 6
adedinin yaklagik 7,6-8,0 logio KOB/ml olan baslangis sayilarinin % 0,4 fenol
ortaminda 24 saat sonrasinda da ayni kaldig: belirtilirken, Pan ve dig. (2009) ortamda
oligosakkarit ve glikoz varliginin L. acidophilus ve L. plantarum’a kars1 % 0,4 fenoliin
inhibisyon etkisini azalttigini1 belirtmistir.

Kumar ve dig. (2012) tarafindan yoresel salamura sebze ve fermente
iceceklerden izole edilen laktobasiller arasindan L. delbrueckii LA4 ve L. bulgaricus

LA3 suslarinin 24 saat sonrasinda % 0,4 fenol igeren ortamda tamamen inhibe edildigi,
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L. helveticus LA2’nin yaklasik 3 logio KOB/mI’lik bir azalma ile blyuk 6lglide inhibe
edildigi belirtilirken, L. casei LA1’in 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda 7,6-8,0 l0gio
KOB/ml’'lik baslangi¢ sayisinda azalma olmadigi ve en direngli sus oldugu
kaydedilmistir. Diger taraftan suslarin higbirisinde fenol ortamindaki inkiibasyon
sirasinda gelisme olmadigi belirtilmistir. Basyigit Kilig ve dig. (2012) tarafindan
yapilan ¢alismada % 0,4 oraninda fenol igceren MRS sivi besiyeri icerisinde 24 saat
inkiibasyon siiresince baslangi¢ sayilari olan 7 log;g KOB/ml diizeyini yaklasik olarak
ayni oranda koruduklari, azalma meydana gelen suslarda ise 1 logip KOB/ml’den daha
az bir disiisiin oldugu belirtilmistir. Calismamizda da % 0,4 fenole karsi tolerans
gosteren suslarin 24 saatlik inkiibasyon siiresince genel olarak sayilarinda bir artis tespit
edilemezken, sadece Lr 31A izolatinin sayisinda 0,57 logio KOB/ml’lik bir artis oldugu,
Lj31E izolatinin ise 6,36 logig KOB/ml olan baslangi¢ sayisinin ayni kaldigi tespit

edilmistir.

4.3.3. H,0, Uretimi

LAB fermantasyon suresi boyunca bir dizi ikincil metabolit sentezlemekte
(Stanton ve dig., 2005), trettilen organik asitler, H,O,, CO,, diasetil, asetaldehit,
bakteriyosin gibi bilesiklerle antimikrobiyel etki saglanmaktadir. Uretilen bu
antimikrobiyel bilesenler ise Gram pozitif ve negatif patojenlere karsi spesifik
antagonistik etki gosterirler (Annuk ve dig., 2003). LAB tarafindan H,0, iiretimi basta
susa Ozgii olmakla birlikte, ortamda oksijen varlig1 da énemli bir kriterdir (Helander ve
dig., 1997).

Aslim ve dig. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada 5’er adet L. delbrueckii subsp.
bulgaricus ve Str. salivarius subsp. thermophilus susunun 0,26-0,51 ug/ml arasinda
degisen oranlarda H;O, iirettigi belirlenmistir. Martin ve dig. (2005) tarafindan
incelenen laktobasil suslarindan sadece L. gasseri CECT 5714, CECT 5715 ile L.
johnsonii Lal suslarinda H,O, iiretimi belirlenmis ve suslarin Urettikleri H,0O,
miktarinin sirastyla 6,68, 7,43, 7,70 pg/ml oldugu kaydedilmistir. H,O, Uretimi
acisindan test edilen 72 laktobasil susunun % 23’0n0n gic¢lu, % 34’0ndn orta, % 38’inin
zayif H,O, Ureticisi oldugu belirlenirken, % 5’inin H,0, iiretmedigi, en iyi H,0;
ureticilerinin ise L. gasseri CRL1412 ve L. gasseri CRL1421 olduklar1 belirlenmistir

100



(Otero ve Nader Macias, 2006). Amerikan fermente siit tiriinii ve gocuk diskisindan
izole edilen L. plantarum suslarindan sadece 2 tanesinin H,O; iirettigi, kontrol amaglh
kullanilan referans probiyotik sus L. johnsonii LA1 (BFE663)’in de H,O; iiretmedigi
Vizoso Pinto ve dig. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada belirtilmistir.

Aerobik sartlar altinda H,O, dretimi incelenen, salamura sebze ve fermente
igeceklerden izole edilen LAB suslarindan sadece L. casei LAl ve L. helveticus LA2
suslarinda H,0O; iiretimi belirlenmistir (Kumar ve dig., 2012). Basyigit Kili¢ ve dig.
(2012), ise 20 adet L. plantarum susundan sadece ACI18-82 susu tarafindan H,0O,
tiretildigini belirtmislerdir.

Yapilan ¢aligmada izole edilen LAB’den en iyi teknolojik 6zelliklere sahip 49
izolatin tamaminin H,O; tirettigi belirlenmistir. Bu sayede bu bakterilerin diger bakteri,
fungus ve viriisler lizerinde olusturacagi inhibitor ve toksik etki sayesinde {iriiniin raf

Omriiniin uzatilmasinda olumlu etki saglayacag: diistiniilmektedir.
4.3.4. p- Galaktozidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

B-galaktozidaz, indirgeyici olmayan [-D-galaktozid pargaciklari -
galaktozidazdan basit monosakkaritler olan glikoz ve galaktoza parcalayan hidrolitik bir
enzim olup, ila¢ ve gida sanayinde ¢esitli uygulamalar1 bulunmaktadir. (Akolkar ve dig.,
2006). Glikoz ve galaktoza pargalanan laktoz bu sayede bagirsak epiteli boyunca
kolaylikla  emilebilmektedir ~ (Troelsen, 2005; Heyman, 2006). Laktozun
sindirilememesinden kaynakli agri, ishal, bulanti, gaz ve siskinlik gibi semptomlar
yasam kalitesini diisiirmekte, giinliik aktiviteleri smirlandirmaktadir. Ozellikle laktoz
intoleransin Onlenebilmesi i¢in 6nem tasiyan [B-galaktozidaz, ¢ogu LAB tarafindan
tiretilmektedir (Corral ve dig., 2006; Nguyen ve dig., 2007). Bu bakteriler GRAS
simifinda yer aldigi i¢in elde edilen enzimin ileri diizeyde saflastirmaya ihtiyag
duyulmadan kullanilabilmesi, bakterilerin bazilarinin probiyotik 6zellik tagimasi ve bu
bakteriler tarafindan tiretilen B-galaktozidazin siit tiriinlerinde yan etki géstermemesi bu
bakteriler lizerine yapilan ¢alismalarin yogunlagsmasini saglamistir (Gheytanchi ve dig.,
2010)

5 °C siitte ve sivi nitrojende (-196°C) depolama siiresince [-galaktozidaz

aktivitesi incelen 3 adet L. acidophilus susunun 0,048-0,177 U/10” organizma arasinda
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degisen oranlarda aktivite gosterdigi, hiicre canliligi ve B-galaktozidaz aktivite kaybinin
5 °C’de depolanan siitte meydana geldigi belirlenmistir (Gilliland ve Lara, 1988).

Laktik baslatici kultrler (Str. salivarius subsp. thermophilus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus ve Lc. lactis) ile karsilastirilan probiyotik suslarin (L. acidophilus, L.
casei, L. rhamnosus ve bifidobakterler) P-galaktozidaz aktivitesinin daha yiksek
oldugu, laktokoklarda ise P-galaktozidaz aktivitesi gozlemlenmedigi, en yiiksek [-
galaktozidaz aktivitesinin ise 675-1301 Miller birimi arasinda degisen oranlarda L.
acidophilus suslarinda gozlendigi bildirilmistir (Vinderola ve Reinheimer 2003).

Akolkar ve dig. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada Hindistan’a 6zgii bir dari
cesidinden izole edilen L. acidophilusun B-galaktozidaz aktivitesi incelenmis, tim
hicre suspansiyonunda 800-1000 U/ml aktivite belirlenmis, hiicre dis1 sivida hig
aktivite gozlenmezken, hicre ici ekstraktta 250-300U/ml aktivite tespit edilmistir.
Hiicre parcaciklart enzim aktivitesi igin incelendiginde ise 1500-2000 U/ml aktivite
belirlenmistir. Yapilan farkli bir ¢alismada ise st ve peynirlerden izole edilen LAB’den
sitten izole edilenlerin enzim aktivitesinin 22,7-1,325 U/ml; peynirden izole edilenlerin
ise 103,1-1,966 U/ml arasinda degistigi belirlenmistir. En yiiksek p-galaktozidaz
aktivitesi peynirden izole edilen L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve L. casei izolatlar
ile sltten izole edilen L. casei subsp. casei, L. casei subsp. tolerans ve L. plantarum
suslarinda belirlenmistir. En diisiik enzim aktivitelerinin ise sirasiyla 22,7, 44,4, 64,4
U/ml ile 2 adet L. casei subsp. rhamnosus ve 1 adet L. plantarum izolatinda gézlendigi
bildirilmistir (Gheytanchi ve dig., 2010).

Calismamizda  izolatlarn  [(-galaktozidaz ~ aktivitesinin  2,40-517,32
nmol/dakika/OD650/ml (Miller birimi) aralifinda degistigi gozlenirken Lr31A ve
Lj31E izolatlarinda ise f-galaktozidaz aktivitesi tespit edilememistir. Cogu arastirmaci
tarafindan da belirtildigi gibi Str. salivarius subsp. thermophilus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricusun B-galaktozidaz aktivitesi diger probiyotik bakterilerden daha yiiksektir
(Lin ve dig., 1991; Vinderola ve Reinheimer, 2003). Calismamizda La grubu
izolatlardan elde edilen degerlerin 5,13- 517,32 nmol/dakika/OD650/ml araliginda
degistigi gozlenmistir. Elde edilen bu degerlerin Vinderola ve Reinheimer (2003)
tarafindan bildirilen 675-1301 Miller biriminden biraz diisikk oldugu goriilmektedir.
Ancak genel olarak elde edilen degerlerin Akolkar ve dig. (2006) tarafindan bildirilen

102



degerlerden diisiik, Gheytanchi ve dig. (2010) tarafindan bildirilen en diisiik 22,7, 44,4,
64,4 U/ml degerlerinden ise daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir.

4.4. Yogurt Analizleri

4.4.1. Yogurtlarin Mikrobiyolojik Analizleri

Yogurt kimyasal yapisi, saglik ve beslenme iizerine yarattigi olumlu etkilerin
yani sira icerdigi mikroflora bakimindan da 6nemli bir gidadir. Genel olarak kabul
edildigi sekliyle yogurdun saglik tzerine olumlu etki olusturabilmesi i¢in ml’de en az
10° diizeyinde canl1 probiyotik bakteri icermesi gerekmektedir (Ravula and Shah, 1998).
Yogurtta probiyotik bakterilerin canliligr asitlik, pH, H,O,, oksijen igerigi, laktik asit,
asetik asit, depolama sicakligt gibi pek ¢ok faktdr tarafindan etkilenmektedir
(Lankaputhra ve dig., 1996; Shah, 2000). Yapilan ¢alismalarla bifidobakteri ve
laktobasillerin fermente keci siitii iirliinlerinde 6nemli diizeyde canli kalabildikleri ancak
degisen oranlarda biiylime ve canlilik gosterdikleri (Farnsworth ve dig., 2006; Giiler
Akin ve Ak, 2007), az yagl yogurtlarda ise depolama siiresince gdzlenen hizli asit
gelisiminin probiyotik bakterilerin canlilig1 tizerine olumsuz etki yarattig1 belirtilmistir
(Vinderola ve dig., 2002). Baz1 yogurt tipleri fiziko kimyasal yapisi itibariyle bazi
probiyotik bakterilerin gelismesi ve canliliklarii korumasi icin gerekli ve yeterli
besinsel elementleri icermeyebilir. Bu nedenle farkli tip yogurt iiretimi yapilirken,
ortama en uygun probiyotik bakteri ve baslatici kiiltlir se¢cimi yapilmali, ayn1 zamanda
secilen kiiltiirlin tirlinde olusturacagi aroma ve tat da diisiiniilerek tiiketici tercihleri de
g6z Oniine alinmalidir (Vinderola ve dig., 2000; Giiler Akin ve Akin, 2007).

Kavas ve dig. (2003) tarafindan iiretilen fermente kegi siitli iirtinlerinde L.
delbrueclii subsp. bulgaricus sayisi depolamanin 1. giiniinde 4,89x10°-7,58x10” KOB/g
diizeyinde belirlenirken, depolamanmn 14. giiniinde 1,17x10°1,65x10° KOB/g olarak
belirlenmistir. Str. salivarius subsp. thermophilus sayis1 7. giinde 1. giine oranla diisiis
gosterse de, depolamanin 14. giinlinde ¢ok az artig gostermistir. Bagka bir aragtirmada
depolama baslangicinda 10° KOB/g diizeyinde olan L. delbrueckii subsp. bulgaricus
sayisinin depolamanin 4. haftasinda homojenize kegi yogurtlarmda 10°, sade kegi
yogurtlarinda ise 10° KOB/g diizeyinde oldugu belirtilirken (Senaka Ranadheera ve
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dig., 2012), Vinderola ve dig. (2000) tarafindan 4 haftalik depolama siiresince L.
delbrueckii subsp. bulgaricus sayisinda 6nemli bir degisimin olmadig: bildirilmistir.

Birollo ve dig. (2000) ve Vinderola ve dig. (2000) tarafindan depolama siiresi
sonunda yogurtlardaki Str. salivarius subsp. thermophilus sayisinin L. delbrueckii
subsp. bulgaricus sayisindan daha fazla oldugu belirtilirken, Senaka Ranadheera ve dig.
(2012) tarafindan L. delbrueckii subsp. bulgaricus sayisinin daha yiiksek oldugu
belirtilmistir. Ancak Dave ve Shah (1997a, 1997b) Str. salivarius subsp. thermophilus
sayisinin depolama siiresi sonunda laktobasillerden daha yiiksek oldugunu belirtmistir.
Diger taraftan yogurtlarin depolanmasi sirasinda plastik kaplarin kullanilmasinin, cam
kaplara gore daha yiiksek oksijen gecirgenligi sagladigi icin Str. salivarius subsp.
thermophilus canliligini destekledigi belirtilmektedir (Senaka Ranadheera ve dig.,
2012).

Martin Diana ve dig. (2003) tarafindan fermente kegi siitlerinde baslangigta 7-
8x10® KOBI/g olarak belirtilen Str. salivarius subsp. thermophilus sayisimn 21 giinliik
depolama siiresinde 6nemli bir degisim gostermedigi belirtilmistir. L. acidophilus, B.
lactis, Str. salivarius subsp. thermophilus gibi gruplari igeren karigik baslatict kiiltiir
kombinasyonlarinin fermente kegi siitli iretiminde basartyla kullanilabilecegi
bildirilmistir (Cutic ve dig., 2004). Donkor ve dig. (2005) tarafindan yogurt tiretiminde
baglatict kiiltlir olarak kullanilan L. delbrueckii ssp. bulgaricus Lb1466 ve Str.
salivarius subsp. thermophilus St1342 suslarinin sayisinda depolamanin 3. haftasindan
sonra bir azalma oldugu, probiyotik bakteri sayisinda ise énemli bir degisimin olmadigi
belirtilmistir. Farkli arastirmacilar tarafindan set tipi yogurt {iretiminin probiyotik
bakteri gelisimini destekledigi belirtilmektedir (Hull ve Roberts, 1984; Gardini ve dig.,
1999).

Calismamizda ftiretilen kegi yogurtlarinin Str. salivarius subsp. thermophilus ve
L. delbrueckii subsp. bulgaricus sayisinda depolama siiresince 6nemli bir degisimin
olmadig1 gozlenirken elde edilen bu degerler Martini Diana ve dig. (2003) tarafindan
bildirilen degerlerle benzerlik gostermektedir. Donkor ve dig. (2005) tarafindan yapilan
arastirmada bu bakteri sayilarinda 6nemli diizeyde azalis tespit edilirken, bu sonuglarin
aksine Martini Diana ve dig. (2003) tarafindan depolama siiresince Str. salivarius subsp.
thermophilus ve L. delbrueckii ssp. bulgaricus sayilarinda &nemli bir degisimin

gozlenmedigi belirtilmistir. Bizim sonuglarimizda Senaka Ranadheera ve dig. (2012)
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tarafindan belirtilenin aksine, K grubunda 21 giinliik depolama stiresince L. delbrueckii
subsp. bulgaricus sayisinin Str. salivarius subsp. termophilus sayisindan daha diisiik
oldugu, ancak D grubunda bildirilen degerlere paralel olarak L. delbrueckii subsp.
bulgaricus sayisinin Str. salivarius subsp. termophilus sayisindan daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.

Nighswonger ve dig. (1996) L. acidophilus ve L. casei’nin destek kiltlir olarak
kullanildig1 yogurtlarda LAB sayisinin depolama sonrasinda azaldigini belirtirken,
Basyigit Kili¢ ve dig. (2012) tarafindan inek siitii kullanilarak iiretilen yogurtlarda LAB
sayisinin depolama siiresince yaklasik olarak ayni kaldigi, sadece isletme kiiltiirii ile
tiretilen kontrol grubunda depolamanin 21. giiniinde Onemli diizeyde azaldig
bildirilmistir. 21 giinliik depolama siiresi sonunda yogurtlarin toplam LAB sayisinin
Bagyigit Kili¢ ve dig, (2012) tarafindan da belirtildigi gibi yaklasik olarak ayni1 diizeyde
kaldig1 tespit edilmistir.

Minervini ve dig. (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada LAB’nin (Str. salivarius
subsp. thermophilus CR12, L. casei LCO1, L. helveticus PR4, L. plantarum 1288) tek
tek ya da birlikte kullanilmasiyla iiretilen fermente kegi siitiinde; siite LAB’nin
ilavesinden sonra 37 °C’de pH 4,6’ya kadar inkiibe edilmis, inkiibasyon sonrasinda
farkli baslatici kiiltiirlerin sayisinin 7,84-8,77 log;o KOB/g oldugu belirlenmistir.
Yapilan arastirmada 4 °C’de 45 giin siireyle depolamanin sonunda bile bakterilerin
canliligm yaklasik olarak 7,0 logio KOB/g diizeyinde korudugu tespit edilmistir.
Baslangi¢ sayis1 7,00 log;o KOB/g olan L. casei’nin 45 giinlilk depolama sonrasinda
sayisinin 7,84 logyy KOB/g diizeyinde oldugu gozlenmistir. Uretim sirasinda siite
uygulanan 1s1l islemden sonra siit icerisinde maya ve kiif kalmadigi, TMAB sayisinin
2,1 log;o KOB/g oldugu da arastirmacilar tarafindan belirtilmistir. Calismamizda yogurt
uretiminde kullandigimiz sttin TMAB sayisinin Minervini ve dig. (2009) tarafindan
bildirildigi gibi 10° KOB/ml diizeyinde oldugu gdzlenirken, yogurtlan TMAB
sayisinin depolamanin 7. gilinline kadar 8 logio KOB/g diizeyinde oldugu, ancak
depolamanin ilerleyen giinlerinde azalis gosterdigi belirlenmistir.

Wang ve dig. (2012) tarafindan {retilmis L. acidophilus, L. casei ve
Bifidobacterium subsp. igeren kegi siitlii yogurtlarinda 4 haftalik depolama siiresince L.
casei ve Bifidobacterium susunun yaklasik 10° KOB/g diizeyinde canli kaldigi, ancak

depolamanin ilk 3 haftasinda 10° KOB/g diizeyinden daha yiiksek miktarda canlilik
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gosteren L. acidophilus’un depolamanin 4. haftasinda canli kalamadig: tespit edilmisitr.
Toplamda 12 haftalik depolama siiresinde iiriinde maya ve kiif gozlenmedigi
belirtilmistir. Yogurtlarin depolanmasi sirasinda genel olarak probiyotik bakteri
sayisinin azaldigi ¢ogu arastirmaci tarafindan belirtilmistir (Vinderola ve dig., 2000;
Vinderola ve dig., 2002; Senaka Ranadheera ve dig., 2012).

Senaka Ranadheera ve dig. (2012) tarafindan iiretilen probiyotik homojenize
meyveli ve sade yogurlarda 4 haftalik depolama siiresi boyunca probiyotik bakterilerin
canliligmin tespit edildigi, kiiltiir canhiliklarinin yaklasik olarak 10"-10® KOB/g
diizeyinde iken, sadece L. acidophilus LAS5 Kkiiltiiriiniin 10° KOB/g diizeyinden diisiik
oldugu belirtilmistir. inkiibasyon &ncesinde sirasiyla 6,82 logio KOB/g ve 7,40 logso
KOB/g olan Str. salivarius subsp. thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus
sayisinin inkiibasyon sonrasinda 7,72 log;o KOB/g ve 8,58 logiy, KOB/g oldugu
belirtilmistir. Bizim sonuglarimizla benzer sekilde arastirmacilar depolama suresi
boyunca Str. salivarius subsp. thermophilus sayisinda oOnemli bir degisim
g6zlemlememistir.

Calismamizda D grubu yogurt tiretiminde kullanilan probiyotik olma potansiyeli
bulunan ve teknolojik olarak usttin 6zelliklere sahip L. casei ve L. rhamnosus suslarinin
sayisinda depolamanin 14. giinlinden itibaren azalma tespit edilmesine ragmen,
belirlenen en diigiik bakteri sayisinin 21. giinde 6,56 logio KOB/g olarak tespit edildigi,
bu degerin de Ravula ve Shah (1998) tarafindan belirtilen yogurdun olumlu bir saglik
etkisi olusturabilmesi i¢cin ml’de en az 10° diizeyinde canli probiyotik bakteri igerme
sartin1 sagladig1 goriilmiistiir.

Yapilan farkli g¢alismalarla da Str. salivarius subsp. thermophilus ve L.
delbrueckii ssp. bulgaricus’un yogurdun raf 6mrii boyunca canliligin1 koruyabildigi
(Rohm ve dig., 1990; Akalin ve dig., 2004), yogurdun depolama siiresince tirettilen
organik asitlerin probiyotik bakterilerin canliliklarini etkileyebilecegi (Shah ve Ravula,
2000), ayn1 zamanda iiriiniin 4 °C’de depolanmasinda probiyotik bakterilerin 10 giine
kadar yiiksek oranda canliliginm1 koruyabildigi belirtilmistir (Kongo ve dig., 2006).
Bizim arastirmamizda iiretilmis olan yogurtlarda depolamanin 21. giiniinde bile 10°
KOB/g diizeyinden daha yiiksek miktarda probiyotik mikroorganizma belirlenmistir.

Depolama siiresince yogurtlarin bakteri sayisinda gozlenen azalmanin Shah ve

Jelen (1990) tarafindan da belirtildigi gibi gozlenen pH diisiisii, olusan organik asitlerle
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diger bilesenlere bagli oldugu savunulabilir. Str. salivarius subsp. thermophilus’un
oksijeni kullanmasi sayesinde yarattigi anaerobik ortamin Bifidobacterium subsp.’nin
canliligini devam ettirmesi iizerinde 6nemli bir rolii oldugu Lourens Hattingh ve Viljoen
(2001) tarafindan belirtilmistir. Benzer sekilde calismamizda iirettigimiz yogurtlarda
oksijen iceriginin azalmasinin yogurda ilave edilen probiyotik L. casei ve L.
rhamnosus’un depolama siiresince canliliklarini korumalar1 agisindan olumlu etki
sagladig diisiiniilebilir.

Yogurdun raf dmriiniin belirlenmesinde en 6nemli faktorlerden birisi de giivenli
olarak tiiketilebildigi siirectir. Maya ve kiifler 6zelikle yogurtta diisitk pH’y1 tolere
edebilmeleri nedeniyle gozlenen ve Uretim sirasinda herhangi bir kontaminasyonun
varligini isaret eden temel bozucu mikroorganizmalardir (MacBean, 2009). Yogurtta
Ozellikle ortam ve ambalaj kaynakli kontaminasyonlar on plana ¢ikmaktadir (Topal,
1994). Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi'nde de belirtildigi sekliyle
maya kiif miktarimin 10" KOB/g’dan diisiik olmasi istenmektedir. Senaka Ranadheera
ve dig. (2012) depolama siiresince yogurtlarda maya kiif ve koliform tespit edilmedigini
belirtilirken, Kavas ve dig. (2003) tarafindan ise iiretilen fermente kegi siitlerinde
baslangicta 1,20x10° KOB/g diizeyinde olan maya kiif sayisimn, 7,94x10° KOB/g
diizeyine yiikseldigi belirtilmistir. Bu ¢alismada, Uretilmis olan yogurtlarda depolama
stiresi boyunca koliform bakteri tespit edilmemis, maya ve kiif sayisimn ise 10°
KOB/g’dan diisiik oldugu belirlenmistir.

Arastirmada D grubu yogurt iiretiminde kullanilan Lc14C, Lc37C, Lr12A ve
Lr26A suslarmin aragtirmanin baslangicinda molekiiler yontemlerle tiir diizeyinde
tanisinin yapilmasi ve iretilmis olan yogurtlardan depolama siiresince izole edilecek
olan bu bakterilerin tekrar molekiiler yontemlerle tanmimlandiktan sonra iiriindeki
sayisinin belirlenmesi daha kesin sonuclara ulasilmasini saglayacaktir. Ancak bu

arastirmada bahsedilen tani testleri yapilamamustir.
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4.4.2. Yogurtlarm Fizikokimyasal Analizleri

4.4.2.1. Kuru Madde Miktan

% kuru madde igerigi 6zellikle tiiketicinin damak tadina uygun, yap1 ve tekstiire
sahip drunlerin elde edilebilmesi igin 6nemlidir. Bu amagcla ticari olarak dretilen
yogurtlarda kuru madde ayarlamasi yapilirken, TS 1330 yogurt standardinda kuru
madde iceriginin en az % 12 olmasi gerektigi belirtilmektedir.

Kavas ve dig. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada sadece keci situ ve kegi sutl
ile inek siitiiniin farkli oranlarda karisimi ile iiretilen yogurtlarin % kuru madde
miktarinin depolama siiresinde % 15,63-16,97 arasinda degistigi, siit ¢esidi ve
konsantrasyonun kuru madde miktar1 lizerinde istatistik olarak ©onemli bir fark
yaratmadigr belirtilmistir. Martin Diana ve dig. (2003) tarafindan kegi siitii ile iiretilen
fermente st Grindndn kuru madde miktarmin % 14,3 oldugu; % 3 ve % 5 oraninda
peyniralti suyu proteinleri ilave edilen siitlerde ise protein miktarindaki artisa bagh
olarak sirastyla % 16,7 ve % 17,8 kuru maddenin tespit edildigi belirtilmistir.

Farnsworth ve dig. (2006), keci siitii kullanarak iirettikleri yogurtlarin kuru
madde iceriginin % 10,98 oldugunu belirtirken bu deger Giiler (2007) tarafindan %
17,82; Giiler ve Giirsoy Balci (2011) tarafindan ise % 14,03 olarak gozlenmistir. Wang
ve dig. (2012) tarafindan Uretilen kegi yogurtlariin kuru madde miktarinin % 11,83
oldugunu belirtirken bu deger Senaka Ranadheera ve ark. (2012)’nin {rettigi
yogurtlarda ise % 16,12 olarak belirtilmistir.

Iyi 6zellikte bir yogurdun % 15-16 toplam kuru maddeye sahip olmas gerektigi
belirtilirken, ¢ogu ticari firma tarafindan iiretilen yogurtlarda bu deger % 14-15 arasina
diismektedir (Tamime ve Robinson, 2001). Yogurtlarda tiiketici tercihleri ile belirlenen
yapinin olusturulabilmesi i¢in {iretim sirasinda siit tozu, peyniralti1 suyu proteinleri gibi
cesitli katkilarla kuru madde miktar: arttirilmaktadir. Diger taraftan iiretimde kullanilan
stit ¢esidi de kuru madde tizerinde etkilidir (Martin Diana ve dig., 2003). Bu durum
Giiler Gilirsoy ve Balc1 (2011) tarafindan da belirtilmis; kegi siitiinden firetilen
yogurtlarda kuru madde igerigi % 14 olarak belirlenirken, koyun siitii yogurtlarinda bu

oran % 16 olarak belirtilmistir. Yogurdun kuru madde ve yag igerigi gibi parametreler
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ozellikle su salma ve viskozitesi lizerinde etkili olmaktadir (Senaka Ranadheera ve dig.,
2012).

Kuru madde standardizasyonu ile iiretilen yogurtlardan elde edilen sonuglarin
aksine Farnsworth ve dig. (2006) yapilan calismada, bizim ¢alismamiza benzer sekilde
kuru madde ayarlamasi yapilmamistir. Farnsworth ve dig. (2006) tarafindan elde edilen
% 10,98 kuru madde miktar1 ile calismamizda iirettigimiz yogurtlarin % 12,16-11,71
araliginda degisen kuru madde miktarinin benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Diger
taraftan depolama siiresince kurumadde miktarinda gézlenen artisin normal oldugu
bildirilmektedir (Akalin, 1993). Calismamizda da, depolamanin 21. giiniinde D
grubunun kuru madde miktarinda artis gézlenmis ancak bu degisim istatistik olarak

onemli bulunmamustir (p>0,05).

4.4.2.2. Yag Miktar

Endiistriyel boyutta yapilan liretimler géz oniine alindiginda yasal zorunluluklar
ve isletme ekonomisi diisliniilerek yogurda islenecek siitiin yag iceriginin standardize
edilmesi gerekmektedir (Ugiincii, 2005). TS 1330 Yogurt Standardi’na gére yogurtlarin
yag icerikleri en az % 3,8, 3,0, 1,5 ve 1,5’ten az olmak {iizere sirasiyla tam yagli, yagl,
yarim yagli, yagsiz (yavan) olmak tizere 4 farkli sinifa ayrilmaktadir (Anonim, 1999).

Kavas ve dig. (2003), % 100 kegi sutd, % 70 kegi sutt + % 30 inek sutd, % 50
keci sttl + % 50 inek siitii kullanilarak ultrafiltrasyon ve sit tozu ilavesi uygulanarak
Uretilen 6 farkli yogurt grubundan ultrafiltrasyon uygulanan gruplarda yag miktarmin %
3,80-3,50, sut tozu ilave edilen gruplarda ise % 3,60-3,50 oldugu belirtilmistir.

Farnsworth ve dig. (2006) tarafindan kegi siitii kullanilarak tiretilen yogurtlarin
% 3,2 Giiler ve Giirsoy Balc1 (2011) tarafindan iiretilen yogurtlarda ise bu degerin %
3.9 oldugu bildirilmistir.

Atamer ve dig. (2004) tarafindan yag orani1 % 3,5’e ayarlanmis keci siitii ile
tiretilen set yogurtlarin yag iceriginin % 3,83 oldugu bildirilirken, siizme yogurtlarda bu
degerin % 8,13 oldugu belirtilmistir. Wang ve dig. (2012) iirettikleri keci siitii
yogurtlarmin yag igeriginin % 2,81 oldugunu bildirmistir. Senaka Ranadheera ve dig.
(2012) tarafindan firetilen sade kegi yogurtlarinda ise % 5,37 olan yag igeriginin meyve

[

suyu ilaveli yogurtlarda % 3,70-4,90 arasinda degistigi belirtilmistir.

109



Bu calismada % 3,5 yag oranina sahip siit ile iiretilen yogurtlarda depolamanin
1. glinunde yag oran1 K ve D gruplart igin sirastyla % 3,2- 3,18 olarak bulunmustur.
Yogurtlarin yag igeriklerinde depolama siiresi boyunca Onemli bir degisim
gbzlenmemistir. Yogurtlarin yag miktarlarinin genel olarak literattirde belirtilen benzer
aragtirmalarin yag miktarlar1 ile uyumlu oldugu tespit edilmistir. Uretilen yogurtlarin
yag icerikleri Tirk Gida Kodeksi Fermente Siit Tebligi (Anonim 2009b) ve TS 1330
Yogurt Standardi’nda belirtilen degerlere uygunluk gostermekte ve tam yaglh yogurt
smifina girmektedir (Anonim, 1999).

4.4.2.3. Titre Edilebilir Asitlik

Yogurtlarin raf dmriiniin belirlenmesinde 6nemli kriterlerden biri olan asitlik,
basta yogurtlarda istenilen karakteristik tadin olugmasindan sorumlu olan laktik asit
olmak iizere organik asitler tarafindan olusmaktadir (Atamer ve dig., 2004).

Kavas ve dig. (2003) tarafindan kegci siitii ve farkli konsantrasyonlarda kec¢i ve
inek siitii ile iiretilen yogurtlarin depolama siiresince titrasyon asitliginin arttig1
belirtilmistir. Arastirmacilar tarafindan depolama siiresi boyunca titrasyon asitliginin
30,96-48,33 °SH arasinda degistigi gézlenmistir.

Atamer ve dig. (2004) tarafindan kegi siitii kullanilarak {iretilen set tipi
yogurtlarda depolamanin 1. giinlinde 56,04 °SH olarak gozlenen titrasyon asitligi
degerinin, depolamanin 30. giiniinde 66,43 °SH oldugu, yine ke¢i siitii ile Gretilen
stizme yogurtlarin ise deolamanin 1. gliniinde 108,91 °SH olan titrasyon asitligi
degerinin 60. giinde 118,89 °SH oldugu bildirilmistir. Depolama siiresi boyunca ilk 15
ginliik siiregte artis gosteren laktik asit miktarinda sonraki dénemde 6nemli bir
degisimin meydana gelmedigi, depolamanin 1. giininde % 0,93 olan laktik asit
miktarinin depolamanin 30. gilinlinde % 1,04 oldugu gozlenmistir. Farnsworth ve dig.
(2006) tarafindan Uretilen kegi yogurtlarinda ise laktik asit miktar1 % 0,78 olarak
bulunmustur. Senel ve ark. (2011) tarafindan kegi siitii kullanilarak iiretilen siizme
yogurtlarin titrasyon asitliginin depolamanin 1. giliniinde 108,91 °SH oldugu
belirtilirken, bu deger 45 giinliik depolama siiresi sonunda 119,06 °SH olarak
belirlenmis, siizme yogurtlarin set tipi yogurtlardan daha yiiksek titrasyon asitliine

sahip oldugu, baslangic yogurtlarinda ise 56,04 °SH titrasyon asitligi gozlendigi
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bildirilmigtir. Calismamizda sadece isletme kiiltiirii kullanarak iiretilen K grubu
yogurtlarin titrasyon asitliginin depolamanin 1. giiniinde 45 °SH; % 1 isletme kiiltiirii
yaninda deneme kiiltiir kombinasyonu kullanilarak iiretilen D grubu yogurtlarin ise 44
°SH oldugu belirlenmistir. Depolamanin 21. giiniinde ise bu degerler K ve D gruplar
icin 41,25-46,5 °SH olarak gozlenmistir. Yogurtlarda depolama siresince belirtilen
titrasyon asitligi degerlerinin diger aragtirmacilar tarafindan belirtilen degerlerden daha
diisiik oldugu tespit edilmistir.

Wang ve dig. (2012) tarafindan kegi siitii yogurtlarinda baslangigta % 0,86 olan
titrasyon asitliginin depolama ile % 0,90’a yiikseldigi; 6zellikle depolamanin ilk iki
haftasinda titrasyon asitliginin artti§1 fakat sonraki haftalarda 6nemli bir degisim
olmadigi belirtilmistir. Senaka Ranadheera ve dig. (2012) tarafindan tiretilen sade kegi
yogurtlarin titrasyon asitliginin ise % 1,39 oldugu belirtilmistir.

Str. salivarius subsp. thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus arasinda
bilinen simbiyotik iliskide Str. salivarius subsp. thermophilus pH 5,5’¢ kadar hizla
geliserek ve laktozu fermente ederek laktik asit olusumunu baglatir. Laktobasiller ise siit
proteinleri Gzerindeki proteolitik aktivite ve aminoasit olusumu ile streptokok gelisimini
tesvik etmektedir. Str. salivarius subsp. thermophilus gelisimi i¢in esansiyel olan
aminoasitler bu sayede sut igerisinde serbest kalarak laktik asit olusumunu
desteklemektedir (Walstra ve dig., 1999; Tamime ve Robinson 2001). Igerikteki
protein, fosfat ve sitrat gibi tamponlama kapasitesini etkileyen yapilarda siit {irinlerinde
titrasyon asitliginin yiikselmesine neden olmaktadir. Diger taraftan Griinde kuru madde
miktart artig1 su aktivitesinin azalmasina, dolayisiyla baslatic1 kiiltiirlerin metabolik
aktivitelerinin azalmasina neden olmaktadir. Bu durum da driiniin asitligini
etkilemektedir (Tamime ve Robinson, 2001).

Calismamizda iiretilmis olan K grubu yogurtlarin laktik asit miktarinin
depolamanin 1. giininde % 1,01; D grubu yogurtlarin ise % 0,99 oldugu tespit
edilmistir. Depolamanin 21. giiniinde ise K ve D gruplarinin asitlikleri sirasiyla % 0,93
ve 1,05 olarak tespit edilmistir.

Calismadan elde edilen asitlik degeri sonucglarinin Kavas ve dig. (2003)
tarafindan bildirilen degerlerle benzerlik gosterdigi, Farnsworth ve dig. (2006)
tarafindan bildirilen % 0,78 degerinden daha yiiksek oldugu, ancak diger arastirmacilar

tarafindan bildirilen degerlerden biraz diisiikk seviyede oldugu belirlenmistir (Wang ve
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dig. 2012; Senaka Ranadheera ve dig., 2012). Diger taraftan yogurtlarin titrasyon
asitligi degerlerinin TS 1330 Yogurt Standardi’nda belirtilen yogurtlarin titrasyon
asitligi sinir degerleri olan % 0,80-1,6 deger araliginda oldugu kaydedilmistir (Anonim,

1999).

4.4.2.4. pH

Yogurtta istenilen tat ve aromanin olusumu igin ilave edilen LAB’nin ¢aligsmasi
endiistriyel agidan en verimli sekilde Uretimin saglanabilmesi i¢in miimkiin oldugunca
kisa siirede asitligin istenilen diizeye diismesi ve liriiniin pH degerinin istenilen seviyede
olmasi biiylik 6nem tagimaktadir.

Martin Diana ve dig. (2003) tarafindan keci sttt ile Str. salivarius subsp.
thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarimi igceren YF-3331 baslatici
kaltur kullanilarak Uretilen set tipi fermente Grinun fermantasyon siresinin, diisiik
asitlige sahip ABT-2 baslatici kiiltiirii ile tiretilen fermente iiriine gore daha kisa oldugu,
tirtinlerin 3 haftalik depolama siiresi boyunca pH degerlerinde 6nemli bir degisimin
olmadig belirtilmistir.

Kavas ve dig. (2003) tarafindan farkli konsantrasyonlarda inek ve keci siitii
kullanilarak iiretilen yogurtlarin 14 giinlik depolama siiresince pH’sinin 4,15-4,50
arasinda degistigi bildirilmistir.

Atamer ve dig. (2004) tarafindan Kegi siitiinden iiretilen set tipi yogurtlarda
depolamanin 1. giiniinde 4,39 olarak belirtilen pH degeri, depolamanin 30. giiniinde
4,10 olarak belirtilmistir. Farnsworth ve dig. (2006) tarafindan Uretilen keci suti
yogurtlarinda pH’nin 4,45 oldugu gozlenirken, mikrobiyel transglutaminz ilavesi ile bu
degerin 4,38 olarak belirlendigi bildirilmistir. Herrero ve Requena (2006) peyniralti
suyu proteinleri ilavesi ile keci siitli kullanarak {rettikleri yogurtlarin pH’smin
depolamanin 1. gliniinde 4,31-4,48 iken, depolamanin 28. giiniinde 4,30-4,48 oldugunu,
depolama siiresince pH degerlerinde istatistik olarak onemli bir degisimin olmadigini
belirtmistir. Vargas ve dig. (2008) tarafindan % 75 ve % 100 keci siitii kullanilarak
tiretilen yogurtlarin inkiibasyon sonrasinda pH 4,4-4,6 arasinda soguk depolamaya
alindig1, ancak depolamanin 1. giiniinde yogurtlarin pH degerinin 4,1 olarak gozlendigi

belirtilmistir.
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Eissa ve dig. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada ise diger ¢aligmalarin aksine
15 glnlik depolama siiresince kegi yogurtlarinin pH’larmin 6nemli derecede diisiis
gosterdigi, 5,71 olan baglangic pH’sinin depolama siiresi sonunda 2,61 oldugu ortaya
konmustur.

Bagka bir arastirmada ise CH-1 ve YF-3331 olmak iizere iki farkli baslatict
kiiltiir kullanilarak tretilen keci yogurtlarinda sirasiyla 172 ve 185 dakikalik
fermantasyon sureci sonrasinda pH’nin 4,65 oldugu, CH-1 kiltiirtndn istatistik olarak
onemli derecede fermantasyon siirecini kisalttigi belirtilmistir (Giiler ve Giirsoy Balci,
2011). Kuglkeetin ve dig. (2011), 15 gunlik depolama siresince kegi yogurtlarinin
pH’sinin diistiigiinii, 15. giinde sadece kegi siitii, sadece inek siitii ve inek siitiiyle keci
siitliniin  karigimin1  kullanarak {iirettikleri yogurtlarin pH’sinin  4,06-4,22 arasinda
degistigini belirtmistir

Wang ve dig. (2012) tarafindan iiretilen kegi yogurtlarinda baslangicta 4,23 olan
pH’nin depolama ile birlikte 4,08’e diistiigii, depolama siiresi boyunca yogurtlarda pH
bakimindan istatistik olarak 6énemli bir degisimin oldugu kaydedilmistir. Yapilan farkli
bir calismada ise depolamanin 1. giiniinde 4,38 olarak belirtilen ke¢i yogurdu pH’smin
depolama siiresi sonunda 4,24’e diistiigii belirtilmistir (Senaka Ranadheera ve dig.,
2012)

Bu c¢alismada ticari kiiltiirle iretilen yogurtlarda siite kiiltlir inokiilasyonu
yapildiktan sonra 42 °C’de 3 saat inkiibasyondan sonra pH’nmin 4,5’¢ distiigi
gozlenirken, % 1 isletme kiiltiirii ve 10°-108 KOB/ml olacak sekilde deneme Kkiiltiir
kombinasyonu inokile edilen deneme grubunda yaklasik 165 dk da pH’nin 4,5’¢
diistiigli  gozlenmistir. Depolamanin baglangicinda 4,5 olarak belirlenen pH’nin,
depolamanin 1. giiniinde kontrol grubu yogurtlarda 4,43, deneme grubu yogurtlarda ise
4,15 oldugu gdzlenmistir. Uretilmis olan yogurtlarda gdzlenen bu izl pH diisiisii gesitli
arastirmacilar tarafindan da belirtildigi gibi keci siitiiniin asitliginin inek siitiine gore
daha hizli gelismesine baglanabilir (Rysstad ve Abrahamsen, 1983; Kurmann, 1986).
Diger taraftan deneme grubunda yiiksek koagiilasyon 6zelligine sahip olan deneme
kiiltiir kombinasyonunun kullanilmis olmasi bu grubun pH’sinin daha diisiik olmasina

neden olmustur.
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4.4.2.5. Proteoliz

Yogurtta tirozin ve bazi diisilk molekiil agirlikli peptitlerin varlig1 proteolitik
parcalanmanin bir gostergesidir. Yogurtta gereginden fazla gozlenen proteoliz ayni
zamanda aci tadin olugmasinda da etkili rol oynarken, tat ve aroma olusumuna katki
saglayan aminoasitler ayn1 zamanda yogurdun temel aroma maddesi olan asetaldehit
olusumunda baslica kaynak olarak kullanilmakta (Haenlein, 1995), olusan bu yogun
acilik az da olsa asetaldehit ile dengelenebilmektedir (Mistry ve Hassan, 1992). Acilik
olarak belirtilen tat bozuklugunun belirlenmesinde proteoliz sonucu agiga ¢ikan toplam
aminoasit miktarinin tirozin esdegeri esas alinmaktadir. Diger taraftan fermantasyon
stiresi boyunca serbest NH3 gruplarinin miktar1 artmakta (Nielsen ve dig., 2001; Leclerc,
2002), yiiksek proteolitik aktivite de agiga ¢ikan serbest NHj gruplar1 ve peptitler
mikroorganizmalarin biiyiime faktorlerine katki saglamaktadir (Nielsen ve dig., 2001).

Kegi siitii ile tiretilmis set tipi yogurtlarda depolamanin 1., 15. ve 30. giinlerinde
sirastyla belirlenen tirozin miktarmin 0,116, 0,144, 0,15 mg/g oldugu Atamer ve dig.
(2004) tarafindan belirtilirken, Karademir ve dig. (2002) tarafindan kuru maddesi farkli
yontemlerle arttirilarak iretilen keci yogurtlarinin tirozin miktarlariin 0,260-0,347
mg/g arasinda degistigi bildirilmistir. Giiler (2007) tarafindan keg¢i yogurtlarinda
ortalama 0,133 mg/g olarak belirtilen tirozin miktari; tuzlu yogurtlarda depolamanin 1.
ginidnde 0,122 mg/ml olarak belirlenmis ve depolama siiresi boyunca artis gostermistir.
Depolamanin 7. ve 14. gilinlerinde 0,16 mg/g olan tirozin miktar1 depolamanin 60 ve 90.
gunlerinde 0,19 ve 0,245 mg/g olarak belirlenmistir.

Kegi sutunden uretilen siizme yogurtlarda 0,22 mg/g olarak belirtilen baslangig
tirozin miktarinin depolama siiresi sonunda 0,24 mg/g olarak tespit edildigi
belirtilmistir. Stizme isleminden 6nce ise yogurtlarin 0,116 mg/g tirozin miktarina sahip
oldugu gozlenmistir (Senel ve dig., 2011).

L. delbrueckii subsp. bulgaricus, Str. salivarius subsp. thermophilus’dan daha
yiiksek proteolitik aktiviteye sahip olmakla birlikte, yogurt bakterilerinin genel olarak
diisiik proteolitik aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir (Dutta ve dig., 1971).
Yogurtlarda tirozin miktarmin 0,5 mg/g’den fazla olmasi acilifin baslamasina neden

olmaktadir (Asperger, 1977).
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Bu calismada depolamanin 1. giininde K ve D gruplarinda tirozin miktarlar
sirastyla 0,373 ve 0,613 mg/g olarak tespit edilmistir. Bu konu ile ilgili yapilan
calismalar incelendiginde yogurtlarda tirozin miktarlarinin biraz yiiksek oldugu, sadece
K grubu degerlerinin Karademir ve dig. (2002) tarafindan bildirilen degerlere yakinlik
gosterdigi belirlenmistir. Deneme grubuna ilave edilen kiiltiir kombinasyonunun
proteolitik aktivitesinin yiiksek olmasi D grubunda depolama siresi boyunca daha
yiiksek tirozin miktarlarinin tespit edilmesine neden olurken, depolama siiresi boyunca
diger arastirmacilar tarafindan belirtilenin aksine tirozin miktarlarinda 6nemli bir
degisiklik olmamistir. Diger taraftan D grubunda belirlenen tirozin miktarlarinin acilik
baslangici olarak kabul edilen 0,5 mg/g degerinden biraz daha yiiksek oldugu

gbzlenmistir.

4.4.2.6. Su Salma

Piht1 sikiligi yogurtta en 6nemli fiziksel 6zelliklerden birisi olup, toplam Kuru
madde, protein igerigi, uygulanan 1s1l islem, homojenizasyon, asitlik, depolama sicakligi
ve yogurt bakterilerinin aktivitesi gibi ¢esitli parametrelerden etkilenmektedir (Rasic ve
Kurman, 1978; Lucey, 2004). Yogurdun tekstiirel ve fiziksel 6zellikleri Gizerine sit tozu,
peynir alti suyu proteinleri gibi siit irlinlerinin etkisi bilinmekle birlikte yogurtta
sicaklik degisikligi ya da fiziksel degisikliklere bagl olarak serum ayrilmasi veya diger
adiyla sineresis gibi problemler gézlenmektedir (Yiiksel ve Erdem, 2010). Yogurtlarda
karsilasilan su salma miktarin1 6zellikle toplam kurumadde, toplam protein icerigi ve
kullanilan siit ¢esiti etkilemektedir (Domagala, 2009).

Martin Diana ve dig. (2003) tarafindan keg¢i siitiinden {retilmis fermente
urinlerde su salma miktariin yiiksek oranda gozlendigi, ancak peyniraltt suyu
proteinleri ilavesi ile bu oranin azaltilabildigi belirtilmistir. Farnsworth ve dig. (2006)
tarafindan kegi siitli kullanilarak iiretilen yogurtlarin su salma miktarinin yiiksek oldugu
ancak bu durumun mikrobiyel transglutaminaz ilavesi ile azaltilabilecegi bildirilmistir.
Vargas ve dig. (2008) tarafindan yapilan farkli bir caligmada ise depolama siiresince su
salma miktarinin arttigi, % 75 ve % 100 kegi siitii ile {iretilen yogurtlarda sirasiyla %

22,5 ve % 19 oraninda su salma gozlendigi belirtilmistir.
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Wang ve dig. (2012) tarafindan % 0,4 oraninda peyniralt1 suyu proteini ilavesi
ile tretilen keci yogurtlarinda su salma miktariin en disiik seviyede oldugu
belirtilmistir. Senaka Ranadheera ve dig. (2012) tarafindan iiretilen sade kegi
yogurtlarinin su salma miktarinin meyve suyu ilaveli yogurtlardan istatistik olarak
onemli derecede daha diisiik oldugu belirtilmistir.

Bu ¢alismada Uretilen deneme grubu yogurtlarinin su salma miktarinin depolama
stiresince kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu gozlenmistir. Depolamanin 1.
giiniinde K grubunda % 6,52; D grubunda ise % 5,42 oraninda su salma miktar1 tespit
edilmistir. Depolama siiresi boyunca en yiiksek su salma miktar1 21. giinde % 14,31 ile
K grubunda gozlenmistir. Aragtirmacilar tarafindan yapilan ¢aligmalarda genel olarak su
salma degerlerinin calismamizda elde edilen degerlerden c¢ok yiiksek oldugu, bizim
yogurtlarimizda depolamanin son giiniinde bile gbzlenen en yiiksek su salma miktarinin
arastirmacilar tarafindan belirtilen degerlerden diisiik oldugu gézlenmistir.

Kegi siitlinlin diisiik tamponlama kapasitesine sahip olmasi nedeniyle asitliginin
yiiksek olmasi, kazein igeriginin ise inek siitiine oranla daha diisiik olmasi beraberinde
cesitli reolojik problemleri de getirmektedir (Rysstad ve Abrahamsen, 1983; Vegarud ve
dig., 1999). Karsilagilan bu problemleri dnlemek adina 6zellikle tekstiirel karakterin
iyilestirilmesi i¢in endiistriyel boyutta filtreleme islemleri kullanilmakta, iirline ¢esitli
stabilizatorler eklenmekte, EPS iretimine sahip LAB’den yararlanilmaktadir (Ozer ve
dig., 1998; Duboc ve Mollet, 2001). Calismamizda da D grubu yogurt iiretiminde
kullanilan deneme kiiltiir kombinasyonunda EPS iiretimi yiiksek olan bakterilerin
kullanilmis olmasinin, su salma miktarinin daha diisiikk seviyede kalmasina sebep
oldugu diistiniilebilir. Diger taraftan depolama siiresi boyunca jel matriksinin stirekli
daralmasi nedeniyle yogurtlarin su salma miktarinda artis gézlenmektedir (Tamime ve
Robinson 2001). Wu ve dig. (2000) tarafindan yogurt yapisindaki protein ve yag
globiillerinin su tutma kapasitesi tlizerinde oOnemli etkisi oldugu bildirilmistir.
Yaptigimiz ¢aligmada yogurt iiretiminde % 3,5 yag igerine sahip keci siitii kullanilmas1
trettigimiz yogurtlarda yag igeriginin yaklasik olarak % 3,2 oraninda olmasinin da su

salma miktarlarin1 azaltmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.4.3. Duyusal Degerlendirme

Martin Diana ve dig. (2003) tarafindan keg¢i siitiinden {iretilen fermente siit
iirlinline peyniraltt suyu proteinleri ilavesi ile duyusal ozelliklerinin iyilestirildigi,
sadece keci siitil ile tiretilen {irlinlin akigskan yapisi ve alisilmig yogurt tadina uygun
olmamasi nedeniyle kabul edilebilirliginin diisiik oldugu belirtilmistir. Kavas ve dig.
(2003) siit tozu ilave edilen yogurtlarin tat bakimindan panalistler tarafindan daha fazla
kabul edilebilirlige sahip oldugunu, ultrafiltrasyon uygulanan yogurtlarin aroma ve yapi
bakimindan zayif oldugunu ancak goriiniis bakimindan ultrafiltrasyon uygulanan
yogurtlarin daha ¢ok begenildigini belirtmistir. Diger taraftan kegi ile kegi ve inek siitu
karigimindan iiretilen yogurtlarin kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri ayn1 olsa bile,
duyusal 6zelliklerin Tiirk halkinin iiriin se¢ciminde 6nemli bir rol oynadigi, bu nedenle
ultrafiltrasyon uygulanan siitlerle iiretilen yogurtlarin daha az begeni kazandigi,
uretimde sadece keci siti ya da % 50 keci siti + % 50 inek siiti karisiminin
kullanilabilecegi belirtilmistir. Vargas ve dig. (2008) tarafindan yiiriitiillen farkli bir
calismada inek siitii ile farkli oranlarda kegi siitii karistirilarak ve sadece kegi suti
kullanilarak {iretilen yogurtlardan % 100 kegi siitii ile iiretilenin daha asidik oldugu ve
tipik yogurt tat ve aromasina sahip olmadig1 belirtilmistir.

Atamer ve dig. (2004) tarafindan iiretilen set tipi ke¢i yogurtlarinin tat ve aroma
puanlarinda depolama siiresince azalma oldugu ve yogurtlarin depolamanin 30.
giinlinde tat bakimindan ‘yetersiz (bozuk)’ olarak ifade edildigi bildirilmistir. Senel ve
dig. (2011) kegci siitiinden iiretilen stizme yogurtlarin tat ve aroma bakimindan yetersiz
oldugu, ancak depolamanin 1. giiniinde daha yiiksek puanlara sahip oldugu belirtilirken,
45 glinliik depolama siiresi boyunca tat ve aroma degerlerinde diislis gézlenmistir.

Senaka Ranadheera ve dig. (2012) tarafindan iiretilen meyve suyu ilaveli kegi
yogurtlarin, Kegi sutiinden gelen aroma ve tadin baskilanmasi nedeniyle panelistler
tarafindan daha ytiksek puan aldig1 ve genel kabul edilebilirliginin daha yiiksek oldugu
belirtilmistir.

Kavas ve dig. (2003) tarafindan da belirtildigi gibi damak zevki ve aligkanliklar
Tirk halkinin iriin se¢ciminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayni zamanda kegi
yogurdunun daha az su salmasi ve daha beyaz renkli olmasi tiiketici tarafindan tercih

sebepleri arasinda yer almaktadir. Caligmamiz da iiretilen yogurtlarin depolama siiresi
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boyunca panelistler tarafindan kabul edilebilir aralikta oldugu, ancak deneme kiiltiir
kombinasyonu ile iiretilen D grubunun renk bakimindan kontrol grubuna gore daha
beyaz olarak nitelendirildigi bildirilmistir.

Kegi siitii ile tretilen yogurtlarda {irline karakteristik tadin1 veren asetaldehit
miktarinin az olmasi (Rysstad ve dig., 1990), alisilmis yogurt tadindan biraz daha farkl
bir aromanin olugmasina neden olsa da, keci siitlinlin yiiksek miktarda kisa zincirli yag
asitlerini icermesi, siit iirlinlerine diger bir karakteristik aroma kazandiran kaprinin
olusmasinda etkilidir (Karademir ve dig., 2002). Karakteristik keg¢i siitii tadinin tiiketici
tarafindan c¢ok fazla tercih edilmemesi (Slacanac ve dig., 2010), meyve suyu gibi
istenmeyen tad1 maskeleyici katkilarin kullanilmasini gerektirmistir. Karademir ve ark.
(2002) ile Slacanac ve ark. (2010) tarafindan da belirtildigi gibi kegci siitiiniin kendine
has tat ve aromasinin fretilen yogurtlarda da baskin olmasi sebebiyle tiiketimi
azalmaktadir. Urettigimiz yogurtlarda depolamanin 1. giiniinde algilanan baskin keci
tadinin depolama stiresince azaldigir panelistler tarafindan bildirilmistir. Panelistler
tarafindan incelenen yogurtlarin tat, koku, kivam ve goriintisiiniin depolama siiresince
uygun oldugu, tat bakimindan 21. giinde her iki grubun da begenisinin azaldig1 ancak

genel kabul edilebilirliginin yiiksek oldugu belirlenmistir.

4.5. Sonug

Sat ve sut drdnleri yuzyillardir kullanilan 6nemli gida maddeleridir. Oldukga
uzun bir ge¢gmise sahip olmasina ragmen O6zellikle son yillarda teknolojinin geligmesi,
tlketici bilinci ve isteklerinin artmasi, fermente siit tiriinlerinin saglk tizerine yarattigi
olumlu etkileri belirlemek adina artan ¢alismalar ftriin gesitliliginin artmasin
saglamistir. Ulkemizde Ozellikle son yillarda artan iiriin cesitliligine bagh olarak
fermente sut Grdnlerinin Gretimi ve tiikketimi de giderek artmaktadir.

Saglik tizerine olumlu etkileri gozlenen probiyotik kiiltiirler aynm1 zamanda
endiistriyel ac¢idan istenilen reolojik, organoleptik ve tekstiirel oOzelliklere sahip
urtnlerin eldesinde de 6nemlidir. Str. salivarius subsp. thermophilus ve L. delbrueckii
subsp. bulgaricus bakterilerinden olusan baglatici kiiltiirler ile iiretilen yogurt 6zellikle
Turk beslenme kltirinde 6énemli bir yere sahiptir. Yurt disinda farkli ticari markalar

tarafindan satilan probiyotik ilaveli {irinler tilkemiz pazarinda da giderek 6nemli bir pay
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kazanmaktadir. Bu nedenle yeni probiyotik suslarin bulunmasi amaciyla yapilan
caligmalar hiz kazanmistir. Ancak fermente siit iiriinlerinin yaygin olarak tiiketildigi
ulkemizde baslatict veya destek kiiltiir iiretimi alaninda bosluklar bulunmakta, ticari
kaltar Gretimine yonelik bir isletmenin bulunmadigi Ulkemizde, fermente Urinlerin
tiretiminde kullanilan ticari baslatict kiiltlirler yurtdigindan ithal edilmekte ve bu
anlamda ekonomik agidan oldukga biiyiik kayiplar meydana gelmektedir. Diger taraftan
zengin bir dogal floraya sahip olmamiza ragmen ithal edilen ticari kiiltiirler nedeniyle
sahip oldugumuz bu floradan yeterince yararlanilamamaktadir.

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde; tlkemizin
farkl illerinden toplanmig geleneksel olarak iiretilmis olan yogurt drneklerinden LAB
izole edilerek bu izolatlarin baslatic1 kiiltiir olabilmeleri igin ¢esitli teknolojik ve
probiyotik  Ozellikleri incelenmistir. Teknolojik 6zellikler acgisindan izolatlar
incelendiginde 3,05-4,95 pH araliginda degisen oranlarda siitii koagiile ettikleri, yliksek
oranda laktik asit ve asetaldehit iiretim Ozelliklerine sahip olduklar1 belirlenmistir. 49
izolatin proteolitik aktivitesi 0,10-0,27 mg/ml arasinda; ekzopolisakkarit Gretimi ise
0,08-0,54 mg/ml arasinda degisen oranlarda bulunmustur. Diger taraftan yapilan bu
aragtirma ile lilkemiz yogurtlarindan izole edilmis 382 adet LAB’si ile ileride yapilacak
daha farkli ¢alismalar i¢in genis bir kiiltiir kaynagi olusturulmustur.

Incelenen tiim probiyotik &zellikler agisindan, La4B, Lal8B, La22B, La27C,
Lc3A, Lcl4C, Lc37C, Lr12A, Lr26A, Lr31A nolu izolatlarin ekzopolisakkarit tretimi
acisindan; La27A, La27C, La31lA, La36B, Lj27C, Lj31E, Lr31A, Lr 45 nolu izolatlarin
% 0,4 fenol tolerans1 bakimindan ve La7F, La20A, La29B, La31B, La36A, Lc3A,
Lc14C, Lc29B, Lc37C, Lr12A, Lr26A nolu izolatlarin ise P galaktozidaz aktivitesi
bakimindan iistiin 6zelliklere sahip oldugu gbzlemlenmistir.

Yapilan arastirmanin son asamasinda en iyi teknolojik ve probiyotik 6zelliklere
sahip izolatlar arasindan Lc14C, Lc37C, Lr12A ve Lr26A kodlu suslar segilerek bu
izolatlarin teknolojik iiretime uygunlugunu belirlemek amaciyla kegi siitii kullanilarak
yogurt iiretimi gergeklestirilmistir. Uretilen deneme grubu yogurtlarinin, sadece ticari
kiltiir ile tiretilen yogurtlarla kimyasal 6zellikler bakimindan benzerlik gosterdigi, ilave
edilen probiyotik olma potansiyeline sahip kdlttrlerin 21 ginlik depolama siresince

canliliklarin1 koruduklart ancak depolamanin 21. giiniinde gbzlenen proteoliz ve tatta
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olusan acilik nedeniyle D grubu yogurtlarinin raf émriiniin 14 olmasinin daha uygun
olacag diisiiniilmektedir.

Elde edilen bu veriler ve bulgular neticesinde ileride yapilacak ¢alismalarla bazi
teknolojik ve probiyotik olma ozellikleri incelenen 49 adet susun daha ayrintili
calisgilmas1 ile diger teknolojik ve probiyotik olma Ozelliklerinin belirlenmesi
planlanmaktadir. Ayrica arastirmada kullanilan suslarin molekiiler tani1 yontemleri
kullanilarak tanimlanmasi hedeflenmektedir.

Farkli 6zellikteki izolatlar segilerek tek tek ve kombinasyonlar halinde daha ¢ok
sayida deneme grubu yogurtlarinin iiretilmesi en uygun kombinasyonun segilmesi
acisindan 6nemlidir. Diger taraftan iiretilecek deneme grubu yogurtlarda organik asit ve
ucucu aroma bilesenlerinin tespiti 6nemlidir. En uygun kdltir kombinasyonunun
secilmesinden sonra siitiin standardizasyonu, kiiltiiriin inokiilasyon miktari, inkiibasyon
sicakligr ve siiresi gibi parametrelerin optimizasyonu ileride endiistriyel boyutta

uretimin gerceklestirilebilmesi agisindan gereklidir.
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EK-1 L. johnsonii grubuna 6zgu besiyerinden izole edilen bakterilerin siti koagule etme
ozellikleri (pH).

Bakteri no 16. Saat 36.saat

12 6,33+0,21 5,67+0,21
311 3,88+0,01 3,64+0,02
312 4,26+0,00 3,92+0,08

41 4,03%0,22 3,77+0,11

42 3,97+0,15 3,69+0,05

51 4,12+0,01 3,79+0,01

52 4,21+0,16 3,77+0,03
541 4,01+0,01 3,71+0,01
542 4,06+0,11 3,76+0,05
552 3,96+0,02 3,73+0,01
531 4,02+0,08 3,75+0,06
532 4,05+0,02 3,74+0,01

62 4,27+0,14 3,76+0,06

63 3,93+0,03 3,73+0,01

64 4,38+0,46 3,92+0,16
711 4,05+0,07 3,80+0,02

72 4,23+0,09 3,76+0,04

73 4,09+0,07 3,81+0,01

74 3,97+0,04 3,79+0,02
12D 4,13+0,04 3,64+0,01
12E 4,10+0,05 3,76+0,02
13A 5,55+0,04 4,91+0,01
13B 6,08+0,35 5,69+0,69
14A 3,67+0,09 3,49+0,01
15A 3,81+0,04 3,79+0,15
15B 4,47+0,16 3,95+0,02
15C 3,82+0,06 3,76+0,02
16B 4,03+0,13 3,79+0,01
17C 4,02+0,03 3,58+0,00
18B 4,67+0,05 4,06+0,03
19A 6,33+0,08 5,66+0,31
19B 4,18+0,04 3,74+0,04
20B 3,72+0,10 3,51+0,05
20C 4,95+0,02 4,17+0,03
21A 3,93+0,01 3,561+0,04
21B 4,34+0,51 3,81+0,20
21C 3,85+0,00 3,50+0,03
22A 3,67+0,01 3,56+0,01
22B 4,02+0,03 3,73+0,02
23A 5,58+0,05 5,12+0,08
23C 4,07+0,04 3,78+0,01
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EK-1 devam. L. johnsonii grubuna 6zgu besiyerinden izole edilen bakterilerin st

koagiile etme 6zellikleri (pH).

Bakteri no 16. Saat 36.saat
24A 4,25+0,11 3,68+0,01
24C 4,35+0,04 3,89+0,01
25A 3,64+0,03 3,45+0,03
25B 3,77+0,04 3,65+0,02
26A 3,82+0,01 3,51+0,00
26B 5,42+0,01 5,29+0,07
27C 3,72+0,02 3,43+0,01
28A 3,80+0,02 3,80+0,01
28B 3,96+0,03 3,71+0,01
28C 3,90+0,04 3,65+0,01
29B 3,96+0,03 3,73+0,03
30A 3,90+0,00 3,56+0,08
30B 4,49+0,04 3,84+0,07
30C 4,25+0,12 3,87+0,05
31A 4,16+0,06 3,56+0,02
31B 3,92+0,02 3,71+0,01
31C 3,51+0,01 3,43+0,01
31D 3,94+0,04 3,58+0,05
31E 3,73+0,03 3,563+0,01
32B 4,20+0,25 3,78+0,04

32D1 4,30+0,64 3,70+0,02
32D2 4,13+0,04 3,67+0,02
33A 4,80+0,14 3,92+0,11
33B1 4,45+0,11 3,83+0,04
33B2 4,27+0,01 3,79+0,02
33C 4,33+0,18 3,79+0,04
34A 4,16+0,05 3,79+0,03
34B 4,10+0,07 3,73+0,02
35A 4,77+0,32 4,19+0,00
35B 5,06+0,16 3,83+0,13
36A1 4,20+0,01 3,68+0,03
36A2 4,13+0,04 3,74+0,01
36B 4,29+0,01 3,93+0,04
36C 4,41+0,04 4,02+0,06
37A 4,73+0,27 4,00+0,06
37B 4,70+0,33 4,10+0,06
38A 3,81+0,16 3,73+£0,04
38B 4,23+0,21 3,79+0,01
38C 3,84+0,08 3,62+0,04
39A 3,94+0,23 3,72+0,06
39C 4,10+0,04 3,80+0,04
40A1 4,22+0,16 3,86+0,01
40A2 4,15+0,11 3,87+0,09
40B 4,11+0,18 3,80+0,06
40C 4,09+0,26 3,85+0,14
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EK-2 L. rhamnosus GG grubuna 6zgu besiyerinden izole edilen bakterilerin st
koagule etme ozellikleri (pH).

Bakteri no 16. Saat 36.saat
11 6,31+0,24 3,77+0,13
12 6,27+0,06 5,66+0,79
31 4,05+0,01 3,73+0,11
41 3,95+0,01 3,74+0,00
45 3,88+0,03 3,82+0,04

471 4,05+0,00 3,85+0,04
472 4,23+0,06 3,84+0,07

48 3,98+0,11 3,81+0,04

52 3,29+0,07 3,29+0,00

53 3,85+0,47 3,39+0,01
12A 3,80+0,06 3,73+0,00
12B 3,80+0,00 3,65+0,04
13A 5,16+0,06 4,63+0,01
13B 5,32+0,06 4,76+0,05
14A 4,26+0,04 3,87+0,01
14B 4,05+0,01 3,72+0,01
15A 3,94+0,02 3,78+0,01
16A 3,90+0,01 3,69+0,01
17A 5,40+0,02 4,93+0,03
17D 4,65+0,08 3,63+0,24
18A 5,58+0,19 4,72+0,00
18B 4,64+0,04 4,08+0,02
19A 5,18+0,08 4,87+0,01
19B 4,91+0,05 4,28+0,21
20A 4,93+0,02 4,27+0,10
20B 3,60+0,02 3,563+0,01
20C 4,88+0,07 3,96+0,02
21A 4,54+0,03 4,06+0,04
21B 3,96+0,01 3,79+0,03
21C 3,86+0,00 3,76+0,00
23A 3,62+0,02 3,56+0,0
24A 3,67+0,04 3,69+0,01
24C 3,74+0,04 3,73+0,02
25A 4,78+0,01 4,71+0,07
25B 3,70+0,04 3,59+0,01
26A 3,70+0,01 3,50+0,00
28A 3,98+0,04 3,80+0,01
28B 3,97+0,01 3,86+0,02
30A 3,61+0,00 3,53+0,00
31A 3,85+0,08 3,67+0,01
31B 3,91+0,37 4,01+0,02
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koagule etme ozellikleri (pH).

EK-2 devam. L. rhamnosus GG grubuna 6zgi besiyerinden izole edilen bakterilerin sutl

Bakteri no 16. Saat 36.saat
31D 3,92+0,03 3,68+0,02
32A 4,25+0,15 3,85+0,20
32B 4,07+0,08 3,71+0,00
32C 4,09+0,19 3,68+0,05
33A 4,57+0,23 3,79+0,01
33B 4,05+0,01 3,67+0,02
33C 4,29+0,08 3,82+0,02
34A 4,07+0,04 3,70+0,01
36A 3,89+0,26 3,62+0,06
36B 4,56+0,23 3,96+0,00
36C 4,62+0,05 4,08+0,11
37B 4,70+0,09 4,02+0,03
38A 4,15+0,25 3,74+0,13
38B 4,23+0,22 3,92+0,03
38C 4,48+0,13 4,02+0,08
39A 4,39+0,16 3,88+0,06
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EK-3 L. casei grubuna 0zgi besiyerinden izole edilen bakterilerin siitl koagule etme
Ozellikleri (pH).

Bakteri no 16. Saat 36.saat

11 6,34+0,27 6,11+1,17
12 6,27+0,13 6,17+0,37
3A 3,71+0,02 3,66+0,02
3B 3,37+0,03 3,32+0,01
4A 3,88+0,05 3,74+0,00
47 5,85+0,17 5,18+0,77
7B 4,35+0,05 3,74+0,03
7C 4,40+0,04 3,78+0,01
7E 4,01+0,00 3,72+0,00
9A 5,87+0,04 5,81+0,01
12A 3,89+0,01 3,73+0,02
12B 3,89+0,01 3,74+0,03
12C 4,17+0,01 3,79+0,00
13B 5,10+0,01 4,79+0,05
14A 4,59+0,16 4,04+0,04
14B 4,48+0,07 3,91+0,01
14C 3,81+0,01 3,52+0,02
15A 4,86+0,08 4,26+0,05
15B 4,70+0,14 4,13+0,04
16A 3,72+0,02 3,68+0,02
16B 3,94+0,06 3,78+0,01
18A 4,30+0,05 4,05+0,00
18B 4,61+0,06 3,99+0,01
18C 4,04+0,05 3,83+0,01
20A 3,84+0,03 3,56+0,01
20B 4,36+0,16 3,85+0,08
20C 4,81+0,22 4,03+0,02
21A 4,07+0,05 3,83+0,01
21B 3,95+0,4 3,73+0,01
22A 3,62+0,01 3,57+0,02
22B 4,41+0,07 3,93+0,08
22C 4,02+0,21 3,76+0,06
23B 3,76+0,01 3,65+0,01
24A 3,82+0,03 3,70+0,01
24B 4,18+0,03 3,83+0,02
24C 3,74+0,02 3,73+0,02
25A 3,97+0,04 3,67+0,01
25B 4,16+0,03 3,78+0,06
26A 3,70+0,03 3,77+0,00
26B 4,01+0,02 3,63+0,02
26C 3,85+0,00 3,71+0,01
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EK-3 devam. L. casei grubuna 6zgi besiyerinden izole edilen bakterilerin sutli koagtle
etme ozellikleri (pH).

Bakteri no 16. Saat 36.saat
27A 4,33+0,06 3,84+0,03
28B 4,05+0,01 3,80+0,07
28A 4,02+0,01 3,77+0,00
28C 4,86+0,21 4,21+0,01
29A 4,69+0,06 4,11+0,15
29B 3,93+0,09 3,72+0,01
29C 4,52+0,42 3,87+0,09
30A 4,39+0,01 3,98+0,01
30B 3,93+0,30 3,64+0,04
31A 4,27+0,00 3,96+0,08
31B 4,22+0,17 3,96+0,04
32A 4,27+0,19 3,91+0,03
32C 4,34+0,20 3,92+0,13
33A 4,05+0,07 3,75+0,03
33B 4,11+0,27 3,81+0,04
34A 3,97+0,01 3,75+0,14
34B 4,29+0,44 3,88+0,04
34C 4,09+0,06 3,66+0,09
35A 4,86+0,25 4,11+0,04
35B 3,70+0,01 3,63+0,02
36A 4,58+0,06 3,97+0,01
36B 4,03+0,11 3,67+0,01
37A 4,09+0,05 3,567+0,03
37B 4,10+0,06 3,567+0,12
37C 3,82+0,02 3,68+0,02
38A 4,13+0,00 4,01+0,01
38B 4,06+0,04 3,76+0,04
38C 4,63+0,11 3,98+0,01
39A 4,06+0,06 3,67+0,13
39B 4,42+0,23 4,04+0,00
39C 4,11+0,05 3,78+0,07
40A 4,35+0,05 3,83+0,04
40B 4,51+0,13 3,85+0,13
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EK-4 L. acidophilus grubuna 6zgl besiyerinden izole edilen bakterilerin sutl koagile
etme ozellikleri (pH).

Bakteri no 16. Saat 36.saat
1A 6,14+0,42 5,00+0,22
1B 6,36+0,17 6,13+0,14
2A 6,10+0,12 5,78+0,43
2B 6,32+0,25 6,03+0,04
3A 3,69+0,01 3,62+0,05
3C 4,06+0,02 3,69+0,02
3D 3,28+0,03 3,29+0,01
4B 3,68+0,01 3,60+0,01
4C 4,07+0,05 3,92+0,00
4E 4,03+0,00 3,88+0,03
5A 3,35+0,01 3,27+0,01
6A 3,28+0,02 3,27+0,01
7C 4,24+0,09 3,79+0,02
7D 3,44+0,04 3,30+0,01
7F 3,43+0,04 3,31+0,05
9A 5,96+0,00 5,70+0,33
9B 6,14+0,44 5,79+0,29

12A 4,33+0,02 3,85+0,04
12B 3,68+0,03 3,63+0,00
13A 5,01+0,02 4,77+0,01
13B 3,35+0,01 3,30+0,01
13C 5,87+0,02 3,88+0,04
14A 4,44+0,08 4,00+0,00
14B 4,25+0,00 3,97+0,02
14C 4,10+0,11 3,83+0,02
15A 3,97+0,04 3,83+0,01
15B 4,45+0,06 3,98+0,04
16A 4,18+0,07 3,83+0,06
16B 3,87+0,04 3,84+0,01
16C 3,84+0,00 3,78+0,01
17A 4,89+0,04 4,01+0,05
17B 3,99+0,01 3,74+0,03
18A 4,15+0,05 3,83+0,01
18B 3,81+0,04 3,73+0,05
19A 4,36+0,03 3,93+0,02
19B 4,07+0,07 3,70+0,21
20A 4,81+0,07 4,01+0,01
20B 3,85+0,06 3,68+0,01
21A 4,25+0,01 3,84+0,01
21B 4,03+0,01 3,84+0,00
21C 3,97+0,03 3,81+0,03
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koagiile etme 6zellikleri (pH).

EK-4 devam. L. acidophilus grubuna 6zgi besiyerinden izole edilen bakterilerin st

Bakteri no 16. Saat 36.saat
22A 3,74+0,01 3,70+0,01
22B 3,563+0,01 3,59+0,01
22C 3,79+0,00 3,70+0,14
23A 3,99+0,05 3,79+0,01
23B 3,86+0,02 3,68+0,01
24A 4,39+0,02 3,94+0,01
24B 3,94+0,05 3,81+0,04
25A 3,98+0,05 3,80+0,00
25B 4,02+0,03 3,81+0,00
26A 4,05+0,07 3,73+0,01
26B 4,14+0,05 3,88+0,03
26C 3,89+0,12 3,67+0,01
27A 3,79+0,04 3,58+0,01
27B 3,86+0,06 3,68+0,01
27C 3,78+0,03 3,52+0,01
28A 4,24+0,28 3,88+0,17
28B 3,95+0,08 3,83+0,08
29A 4,68+0,08 4,08+0,01
29B 3,97+0,07 3,80+0,04
29C 4,12+0,02 3,80+0,00
30A 4,60+0,14 4,00+0,07
30C 4,54+0,09 3,98+0,03
31A 3,72+0,01 3,563+0,01
32A 4,43+0,08 4,02+0,05
33A 4,90+0,01 3,72+0,06
33B 4,01+0,37 3,72+0,13
34A 3,99+0,05 3,70+0,09
34B 3,91+0,11 3,78+0,06
35A 5,03+0,11 4,07+0,10
35B 4,78+0,10 4,09+0,25
36A 3,71+0,01 3,67+0,00
37A 4,45+0,06 3,84+0,04
37B 3,72+0,01 3,58+0,00
37C 4,15+0,18 3,68+0,02
38A 3,91+0,21 3,72+0,03
38B 4,30+0,07 3,92+0,15
39A 4,61+0,74 4,06+0,25
39B 4,03+0,04 3,78+0,03
39C 4,60+0,23 4,03+0,13
40A 3,99+0,10 3,73+0,16
40B 4,24+0,33 3,98+0,25
40C 4,26+0,35 3,89+0,13
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EK-5 Str. salivarius subsp. thermophilus grubuna 6zgli besiyerinden izole edilen
bakterilerin sttt koagtle etme 6zellikleri (pH).

Bakteri no 16. Saat 36.saat
41 4,12+0,17 3,74+0,25
TA 4,51+0,04 4,17+0,04

12B 3,45+0,11 3,22+0,04
13A 5,10+0,06 4,64+0,08
15A 4,23+0,00 3,94+0,03
16A 4,20+0,03 3,91+00,01
16B 4,83+0,58 3,82+0,10
17B 4,90+0,20 4,02+0,23
17D 6,44+0,62 3,71+0,05
18A 4,68+0,11 3,84+0,07
22B 6,40+0,23 3,60+0,11
27A 4,02+0,13 3,28+0,08
27B 3,05+0,90 3,28+0,05
27C 4,45+0,93 3,29+0,10
34A 4,48+0,53 3,71+0,01
35C 4,72+0,18 4,69+0,38
37A 4,49+0,01 3,78+0,17
37C 4,48+0,00 3,92+0,08
39A 4,25+0,05 3,81+0,01

158




EK-6 L. delbrueckii subsp. bulgaricus grubuna 0zgl besiyerinden izole edilen
bakterilerin sttt koagtle etme 6zellikleri (pH).

Bakteri no 16. Saat 36.saat
12 6,48+0,08 5,98+0,62
1B 6,18+0,05 5,46+0,35
41 6,16+00,03 5,89+0,24

13A 5,08+0,22 4,85+0,15
13B 5,16+0,11 4,64+0,18
24A 4,14+0,12 3,67+0,00
24C 4,64+0,20 3,76+0,03
25B 4,39+0,27 3,72+0,02
26A 4,23+0,50 3,55+0,08
29A 4,03+0,16 3,67+0,13
29B 4,21+0,47 3,60+0,16
31A 3,99+0,11 3,62+0,01
31B 3,79+0,30 3,51+0,09
31C 4,06+0,05 3,57+0,06
32C 4,15+0,01 3,79+0,04
33A 4,90+0,30 4,08+0,52
33B 6,40+0,04 5,74+0,53
33C 4,62+0,03 3,77+0,15
33D 6,33+0,07 6,35+0,38
35B 6,30+0,06 5,64+0,38
39A 4,80+0,08 3,95+0,25
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EK-7 Laktik asit tiretiminin belirlenmesi i¢in sec¢ilen izolatlarin 16 saate kadar siitii koagiile etme 6zellikleri (pH).

Bakteri pH Bakteri pH Bakteri pH Bakteri pH Bakteri pH Bakteri pH
no no no no no no
La Lc Lj Lr St Lb
3A 3,69+0,01 3A 3,71+0,02 311-2 3,88+0,01 45 3,88+0,03 41 4,12+0,17 26A 4,23+0,50
3D 3,28+0,03 3B 3,37+0,03 63 3,93+0,03 52 3,29+0,07 12B 3,45+0,11 29B 4,21+0,47
4B 3,68+0,01 4A 3,88+0,05 14A 3,67+0,09 53 3,85+0,47 15A 4,23+0,00 31A 3,99+0,11
5A 3,35+0,01 12A 3,89+0,01 15A 3,81+0,04 12A 3,80+0,06 16A 4,20+0,03 31B 3,79+0,30
6A 3,28+0,02 12B 3,89+0,01 15C 3,82+0,06 12B 3,80+0,00 27B 3,05+0,90
7D 3,44+0,04 14C 3,81+0,01 20B 3,72+0,10 15A 3,94+0,02
7F 3,43+0,04 16A 3,72+0,02 21A 3,93+0,01 16A 3,90+0,01
12B 3,68+0,03 20A 3,84+0,03 21C 3,85+0,00 20B 3,60+0,02
13B 3,35+0,01 22A 3,62+0,01 22A 3,67+0,01 21C 3,86+0,00
16B 3,87+0,04 23B 3,76+0,01 25A 3,64+0,03 23A 3,62+0,02
16C 3,84+0,00 24A 3,82+0,03 25B 3,77+0,04 24A 3,67+0,04
18B 3,81+0,04 24C 3,74+0,02 26A 3,82+0,01 24C 3,74+0,04
20B 3,85+0,06 26A 3,70+0,03 27C 3,72+0,02 25B 3,70+0,04
22A 3,74+0,01 26C 3,85+0,00 28A 3,80+0,02 26A 3,70+0,01
22B 3,53+0,01 29B 3,93+0,09 31C 3,51+0,01 30A 3,61+0,00
22C 3,79+0,00 35B 3,70+0,01 31E 3,73+0,03 31A 3,85+0,08
23B 3,86+0,02 37C 3,82+0,02 38C 3,84+0,08 31D 3,92+0,03
27A 3,79+0,04
27B 3,86+0,06
27C 3,78+0,03
28B 3,95+0,08
29B 3,97+0,07
31A 3,72+0,01
36A 3,71+0,01
37B 3,72+0,01

09T




EK-8 Izolatlarin % laktik asit tiretimi.

Bakteri % Bakteri % Bakteri % Bakteri % Bakteri % Bakteri %
no Laktik no Laktik no Laktik no Laktik no Laktik no Laktik
La Asit Lc Asit Lj Asit Lr Asit St Asit Lb Asit
3A 0,14+0,01 3A 0,18+0,00 311-2 0,18+0,03 45 0,22+0,00 41 0,31+0,02 26A 0,17+0,00
3D 0,16+0,01 3B 0,15+0,01 63 0,18+0,00 52 0,15+0,01 12B 0,21+0,01 29B 0,14+0,01
4B 0,21+0,05 4A 0,18+0,02 14A 0,22+0,02 53 0,16+0,01 15A 0,32+0,02 31A 0,22+0,05
5A 0,15+0,01 12A 0,16+0,02 15A 0,18+0,02 12A 0,23+0,02 16A 0,13+0,01 31B 0,23+0,02
6A 0,15+0,01 12B 0,21+0,01 15C 0,25+0,03 12B 0,19+0,07 27B 0,17+0,02
7D 0,16+0,01 14C 0,15+0,01 20B 0,17+0,01 15A 0,22+0,00
TF 0,16+0,01 16A 0,23+0,02 21A 0,14+0,01 16A 0,24+0,02
12B 0,21+0,02 20A 0,19+0,01 21C 0,15+0,02 20B 0,16+0,01
13B 0,16%0,01 22A 0,16+0,02 22A 0,21+0,02 21C 0,14+0,01
16B 0,1940,04 23B 0,19+0,02 25A 0,21+0,01 23A 0,16+0,01
16C 0,19+0,00 24A 0,24+0,00 25B 0,20+0,05 24A 0,14+0,00
18B 0,22+0,04 24C 0,16+0,01 26A 0,14+0,00 24C 0,26%0,02
20B 0,17+0,01 26A 0,17+0,01 27C 0,15+0,02 25B 0,15%0,04
22A 0,26+0,01 26C 0,18+0,04 28A 0,14+0,00 26A 0,15+0,01
22B 0,28+0,00 29B 0,21+0,01 31C 0,25+0,03 30A 0,23+0,02
22C 0,21+0,02 35B 0,20+0,01 31E 0,26%0,04 31A 0,25+0,02
23B 0,14+0,01 37C 0,20+0,02 38C 0,23+0,01 31D 0,26%0,04
27A 0,15+0,01
27B 0,25+0,00
27C 0,19+0,00
28B 0,14+0,00
29B 0,20+0,05
31A 0,24+0,02
36A 0,24+0,02
37B 0,21+0,01
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EK-9 Izolatlarn 120 dakika siiresince yapay mide suyu ortamindaki canlilig (logio

KOB/mI).
Bakteri no | Baslangig 30. dakika | 60.dakika | 90.dakika | 120. dakika
La 4B 7,74+0,05% | 7,91+0,08*° | 7,51+057° | 8,15+0,00® | 7,58+0,19°
La7F - - - - -
Lal2B - - - - -
Lal3B - - - - -
Lal6C 8,21+0,02* | 7,89+0,27® | 7,50+0,00® | 7,40+0,01*° | 6,77+0,68°
Lal8B 8,3240,14% | 7,37+0,05° | 6,52+0,00° | 6,45+0,15° | 6,15+0,00°
La20B 7,29+0,23% | 7,18+0,10° | 6,72+0,41®* | 5,60+0,38° | 5,60+0,28°
La22A 8,03+0,09° | 7,59+0,014° | 8,73+0,00° | 7,16+0,00° | 6,83+0,00°
La22B 8,33+0,24° | 7,63+0,16® | 7,10+0,24° | 7,12+0,30° | 6,99+0,12°
La22C 8,42+0,12% | 8,21+0,08*° | 8,31+0,00° | 8,27+0,00* | 8,20+0,00°
La27A 8,03+0,04% | 7,11+0,27° | 6,50+0,00° | 6,05+0,00° | 5,34+0,00°
La27B 6,52+0,00° | 7,98+0,13* | 8,14+0,00° | 8,01+0,00*® | 7,60+0,33°
La27C 7,39+0,30° | 5,55+0,27%° | 4,94+0,16° | 5,02+0,92° | 4,26+0,15°
La29B 8,11+0,41° | 7,44+0,01®° | 6,87+0,26° | 6,72+0,17° | 6,78+0,28°
La31A 6,20+0,00™ | 7,58+0,06*° | 6,48+0,00° | 6,25+0,00° | 5,86+0,28°
La36A 7,66+0,02° | 6,51+0,44° | 6,18+0,11" | 5,71+0,00°° | 5,48+0,00°
La37B 7.46+0,08% | 7,47+0,06° | 6,24+0,00° | 6,73+0,00° | 6,62+0,00°
Lc3A 8,63+0,26° | 8,02+0,37%° | 7,74+0,00° | 7,52+0,00° | 7,60+0,00°
Lc 4A 8,52+0,20* | 8,03+0,34® | 7,60+0,00° | 7,65+0,00° | 7,51+0,00°
Lc 12A 5,64+0,08° | 4,99+0,23° | 4,95+0,03° | 5,06+0,16° | 4,36+0,09°
Lc12B | 5,85+0,38% | 4,99+0,25" | 4,34+0,04° | 4,33+0,01° | 6,74+0,30°
Lc 14C 8,26+0,06° | 5,68+0,29° | 513+0,01" | 5,16+0,02°° | 4,87+0,07°
Lc20A 7,70+0,40* | 7,53+0,19® | 6,89+0,23%° | 6,57+0,28"° | 6,34+0,22°
Lc22A 8,61+0,24* | 7,86+0,23* | 7,69+0,00™ | 6,71+0,19° | 6,95+0,29°
Lc23B 8,17+0,13* | 7,83+0,29%° | 7,98+0,07*° | 7,57+0,00® | 7,50+0,00°
Lc24A 5,06+0,05° | 5,28+0,13% | 4,47+0,14° | 4,30+0,14° | 4,27+0,30°
Lc24C 7,97+0,30° | 7,65+0,26% | 6,76+0,28"° | 6,26+0,00° | 6,88+0,31"
Lc26C 8,32+0,14* | 7,63+0,20® | 6,75+0,24™ | 6,57+0,29° | 6,60+0,21°
Lc29B 8,01+0,06° | 7,75+0,05° | 8,37+0,00° | 8,15+0,00° | 7,18+0,00°
Lc35B 6,15+0,04%® | 6,57+0,19° | 5,46+0,20® | 4,95+057° | 5,32+0,17"
Lc37C 8,36+0,23% | 7,30+0,05° | 6,37+0,08° | 6,23+0,01° | 6,34+0,18°

Lj63 7.42+0,25% | 7,18+0,00° | 6,38+0,20° | 5,61+0,04° | 5,52+0,15°
Lj14A 8,26+0,05% | 6,02+0,00° | 6,86+0,06° | 6,37+0,17° | 6,07+0,09°
Lj15A 7,00£0,00° | 7,68+0,00° | 6,90+0,00° | 6,58+0,00° | 6,68+0,00°
Lj15C 8,21+0,16* | 7,77+0,29® | 6,65+0,72° | 7,08+0,06® | 6,89+0,29%
Lj21C 8,43+0,07* | 8,02+0,29° | 7,11+0,11* | 5,79+0,04* | 7,49+0,00°
Lj22A 7,7240,03% | 7,28+0,17° | 6,32+0,07° | 5,90+0,06° | 6,51+0,19°
Lj25A 5,99+0,33" | 4,74+0,06° | 4,28+0,21° | 3,96+0,48" | 3,67+0,032°
Lj25B 8,44+0,11% | 7,74+0,30®° | 7,16+0,30° | 6,88+0,24°° | 6,00+0,00°
Lj27C 8,07+0,21* | 6,13+0,07" | 6,09+0,18% | 6,25+1,18" | 550+0,25°
Lj31E 7,94+0,09° | 7,51+0,06® | 5,7840,11° | 6,0040,01° | 7,21+0,33®
Lj38C 8,33+0,10° | 6,93+0,01° | 6,54+0,03° | 6,55+0,15° | 6,76+0,22°
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EK-9 devam. izolatlarin 120 dakika siiresince yapay mide suyu ortamindaki canliligi
(logip KOB/ml).

Bakteri no | Baslangig 30. dakika | 60.dakika | 90.dakika | 120. dakika
Lj331-2 | 7,69+0,20* | 7,78+0,31* | 7,19+0,34* | 6,87+0,36* | 6,70+0,44°
Lr45 8,04+0,04* | 6,57+0,16™ | 6,32+0,39% | 6,00+0,96® | 5,52+0,42"
Lr12A 6,57+0,28% | 6,39+0,20° | 6,16+0,29*° | 5,63+0,26%® | 4,99+0,15"
Lr15A 7,99+0,06° | 7,02+0,14° | 6,29+0,00° | 5,50+0,00° | 5,94+0,00°
Lri6A 7,85+0,04% | 7,34+0,22% | 6,82+0,26°° | 6,69+0,26° | 6,31+0,07°
Lr26A 5,83+0,49* | 555+0,18%" | 4,69+0,07° | 4,59+0,12° | 4,67+0,04°
Lr31A 6,90+0,13* | 7,28+0,12* | 6,39+0,08" | 6,19+0,09° | 6,09+0,02"

* Satirlardaki farkli harflerle ifade edilen degerler birbirinden farklidir (p < 0,05)
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EK-10 izolatlarin % 0,4 fenol tolerans: (log;o KOB/m).

Kontrol % 0,4 Fenol
Bakteri no Baslangic 24 .saat Baslangic 24 saat

La 4B 6,06+0,19" 6,81+0,16° 6,13+0,09 -
La7F 5,11+0,79° 6,07+0,18° 4,94+0,21 -
Lal2B 6,27+0,39" 6,98+0,22° 6,06+0,13° 3,40+0,04"
Lal3B 5,52+0,14° 7,00+0,172 5,86+0,50° 4,16+0,16°
Lal6C 6,08+0,14" 6,79+0,26° 6,05+0,11° 3,55+0,38"
Lal8B 6,40+0,07" 7,59+0,11° 6,47+0,12° 4,53+0,11°
La20B 6,09+0,12° 6,93+0,10° 6,14+0,17 -
La22A 6,37+0,10° 7,30+0,11° 6,43+0,13° 2,96+0,06"
La22B 6,20+0,09" 7,22+0,31° 6,32+0,10 -
La22C 6,44+0,16" 7,49+0,16° 6,56+0,11 -
La27A 6,16+0,05" 7,43+0,18° 6,16+0,13° 5,28+0,27"
La27B 6,31+0,11° 5,80+0,15" 6,39+0,14° 3,69+0,44"
La27C 6,37+0,28° 6,86+0,13° 6,40+0,23° 5,28+0,19"
La29B 5,97+0,07" 6,71+0,69° 6,04+0,11° 2,70+0,00°
La31A 6,37+0,13" 6,95+0,14% 6,45+0,13% 5,27+0,07"
La36A 6,52+0,12° 7,11+0,14° 6,63+0,65% 5,15+0,08"
La37B 6,08+0,16" 7,66+0,22° 6,25+0,12 -
Lc3A 6,22+0,17" 7,12+0,20° 6,29+0,19° 3,00+0,00°
Lc 4A 6,20+0,03" 7,01+0,272 6,17+0,07 -
Lc 12A 6,17+0,14° 7,02+0,37° 5,91+0,43? 3,09+0,12°
Lc 12B 5,76+0,18" 7,34+0,14° 5,70+0,17 -
Lc 14C 6,56+0,15" 6,92+0,10° 6,56+0,15° 5,52+0,14"
Lc20A 6,26+0,20° 7,65+0,18° 6,27+0,13° 4,00+0,27°
Lc22A 6,16+0,14" 7,53+0,05° 6,31+0,15° 2,88+0,10°
Lc23B 5,45+0,30° 7,15+0,22° 5,79+0,46° 2,70+0,00°
Lc24A 6,14+0,11° 7.47+0,03 6,20+0,07 -
Lc24C 5,60+0,32° 7,28+0,13° 5,88+0,10 -
Lc26C 5,93+0,02° 6,65+0,67° 6,15+0,11 -
Lc29B 6,16+0,12° 6,52+0,78° 6,39+0,13 -
Lc35B 4,56+0,79° 6,42+0,08° 5,67+0,63 -
Lc37C 6,46+0,14° 7,36+0,27° 6,43+0,13 -

Lj63 4,65+0,17° 7,06+0,27° 5,27+0,24° 2,94+0,07°
Lj14A 5,95+0,16" 7,26+0,06° 5,99+0,17° 3,40+0,00°
Lj15A 6,16+0,16° 7,49+0,13° 6,13+0,10 -
Lj15C 6,52+0,11° 7,66+0,11° 6,57+0,14 -
Lj21C 6,09+0,04" 7,64+0,05% 6,26+0,11 -
Lj22A 6,21+0,15" 7,38+0,08° 6,26+0,16 -
Lj25A 5,38+0,24° 6,13+0,12° 5,30+0,15 -
Lj25B 6,32+0,16° 7,78+0,20° 6,30+0,18 -
Lj27C 6,30+0,14° 6,63+0,08° 6,36+0,22° 5,16+0,13"
Lj31E 6,42+0,26" 7,56+0,60° 6,36+0,10° 6,37+0,13°
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EK-10 devam. izolatlarin % 0,4 fenol tolerans: (log;o KOB/m).

Kontrol % 0,4 Fenol
Bakteri no Baslangic 24 .saat Baslangic 24 .saat

Lj38C 6,22+0,25" 6,92+0,15% 6,18+0,10° 4,86+0,13°
Lj331-2 5,19+0,04° 6,96+0,24° 5,72+0,31° 4,2610,25°

Lr45 6,29+0,10° 7,02+0,15° 6,51+0,10° 5,50+0,19°
Lr12A 4,65+0,24" 7,06+0,01° 5,55+1,08 -
Lr15A 6,36+0,06" 7,57+0,04° 6,10+0,06 -
Lri6A 6,60+0,26° 7,43+0,07° 6,71+0,20 -
Lr26A 5,32+0,18° 6,75+0,01° 5,92+0,52 -
Lr31A 6,14+0,29° 6,46+0,77° 6,01+0,09" 6,58+0,08°

* Kontrol ve % 0,4 fenol gruplari igerisindeki satirlarda farkli harflerle ifade edilen
degerler birbirinden farklidir (p < 0,05)
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991

EK-11 Depolama siiresince yogurtlarin duyusal 6zelliklerinde meydana gelen degisim *

Gun Goriiniis Kivam Koku Tat
K D K D K D K D
1 5,00+0,00"* | 4,83+0,40™ | 4,83+0,40™ | 4,67+0,51™ | 4,67+0,51™ | 4,83+0,40"* | 4,50+0,54"* | 4,83+0,41"
7 5,00+0,00" | 5,00+0,00"* | 4,83+0,41°* | 4,67+0,51™® | 4,17+0,41"® | 4,33+0,52"*° | 4,67+0,52"* | 4,33+0,82"
14 5,00+0,00" | 5,00+0,00"* | 5,00+0,00™ | 5,00+0,00™® | 4,00+0,00™° | 3,83+0,41"° | 4,67+0,52"* | 3,83+0,52°°
21 4,33+0,52"° | 4,67+0,52"* | 4,33+0,52"° | 4,33+0,52"% | 3,17+0,42"° | 3,67+0,52"° | 3,50+0,55"° | 3,33+0,52""°

* (Kigiik harfler siitun, biiyiik harfler satir bazinda farki gostermektedir.)




EK-12 Duyusal degerlendirme formu (TS 1330)

Puan
Goriiniis
- Temiz, parlak, siit renginde 1), serum ayrilmasi olmamus, catlak ve gaz kabarcigi
bulunmayan, homojen
- Temiz, siit renginde, serum ayrilmasi olmamus, ¢atlak ve gaz kabarcigi bulunmayan, 4
- Temiz, mat, az sayida ¢atlak ve az miktarda serum ayrilmis, 3
- Siit renginden farkli degisik renk meydana gelmesi, ¢ok sayida catlak, gaz kabarcigi 1-2
bulunan, serumu ayrilmis, gézle goriilebilen her tiirlii yabanct madde bulunan
Kivam
- Kagikla alinan kesitte dolgun kivamda, diizgiin yapida, homojen, karigtirildiktan sonra
koyu bir akicilik, serumu hemen ayrilmayan, dille damak arasinda kolay dagilmayan 5
- Alinan kesitte dolgun kivamda, diizgiin yapida, homojen, karistirildiktan sonra koyu bir
akicilik, serumu az ayrilan, dille damak arasinda en az dagilan, dolgun yapida homojen 4
- Alinan kesitte akiciligi az, hafif piitiirli yapida, karistirildiktan sonra akici ve serumu
hemen ayrilan, agiza alindiginda dagilan, hafif piitiirli 3
- Alinan kesitte ¢ok akici, homojen olmayan ve piitiirli, karistirildiktan sonra ¢ok akict 1.2
hemen ve fazla miktarda serumu ayrilan, dipte tortu bulunduran, dille damak arasinda
tutulamayan, akici, homojen olmayan
Koku
- Kendine has hos kokuda 45
- Kendine has olmayan veya yabanci koku ihtiva eden 3
- Kendine has olmayan, alkolsii, yanik veya yabanci koku ihtiva eden 1.2
Tad
- Kendine has hafif eksimsi tadda olan
- Hafif eksimsi veya hafif tatlimsi 4
- Eksimsi, hafif acimsi, hafif kiifiimsti, hafif sabunumsu ya da hafif yanik tadda olan ve 3
benzeri yabanci tad igeren
- Asir1 derecede eksimsi, acimsi, kiifiimsii, sabunumsu yanik tadda olan ve benzeri yabanci 1.2

tad iceren

1) Homojenize edilmemis yogurtlarda siit yagindan kaynaklanan agik sarimsi, homojenize yogurtlarda

porselen beyaz renkte.
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