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GELENEKSEL YOGURTLARDAN iZOLE EDILEN Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus IZOLATLARININ MOLEKULER
TANIMLANMASI VE ENDUSTRIYEL ONEME SAHIP OZELLIKLERININ

ARASTIRILMASI

Melike VURMAZ
Subat 2020, 85 sayfa

Yogurt iilkemizde ve diinyada en fazla tiiketilen siit {irlinlerinin basinda gelmektedir. Yogurt
tiretiminden yogurt starter kiiltiirleri S. thermophilus ile L. bulgaricus sorumludur. Endiistriyel
olarak yogurt iiretimi ticari yogurt starter kiiltiirleri ile gerceklestirilmektedir. Geleneksel
iiretimde ise o yoreye 6zgl geleneksel yogurt kiiltiirleri kullanilmaktadir. Fakat her gecen giin
bu tip kiiltiirlerin sayis1 azalmaktadir. Ticari kiiltlirlerin dominant olmasi1 ayn1 zamanda yogurt
iiretiminin tek tiplesmesine ve geleneksel yogurt 6zelliklerinin kaybina sebebiyet vermektedir.
Bu cercevede geleneksel yogurt kiiltiirlerinin izolasyonu ve endiistriyel starter kiiltlir olarak
kullanilma potansiyellerin arastirilmasi olduk¢a 6nemli bir husus olarak degerlendirilmektedir.
Bu tez kapsaminda geleneksel yogurt baslatici kiiltiirlerinin endiistride kullanim olanaklarinin
arttirilmast hedeflenmistir. Oncelikle iilkemizin 10 farkli bdlgesinden inek, manda, keci ve
koyun siitleri ve geleneksel olarak iiretilen yogurtlar 6rnekleri toplanmistir. Her iki susun da
izole edilmesi amaciyla ©zel besiyerlerine ekimi takiben farkli koloniler morfolojik
degerlendirme ve Gram boyama sonrasinda se¢ilmis ve bu suslara 6zgii gelistirilen primerler
kullanilarak PCR islemi ile suslarin yogurt starterlerine ait olduklar1 gosterilmistir. Takiben
RAPD-PCR islemi ile genotipik on tipleme gerceklestirilmis ve suslarin S. thermophilus ile L.
bulgaricus olduklar1 16S rRNA analizi ile ortaya konmustur. Suslarin detayli genotipik
tiplendirilmesi amactyla da MLST teknigi kullanilmig ve farkli suslar sonraki ¢aligmalar i¢in
secilmistir. Genotipik olarak gelistirilen 34 adet S. thermophilus ve 45 adet L. bulgaricus
suslarinin baglatic1 kiiltiir olarak kullanilmasi i¢in teknolojik o6zellikleri arastirilmistir.
Teknolojik 6zellikler olarak yogurt kiiltiirlerinin % laktik asit tiretim miktarlari, pH gelistirme
yetenekleri, proteolitik aktiviteleri, bakteriyofajlara karj1 direnglilikleri ve ekzopolisakkarit
iretim miktarlar1 ile {retilen ekzopolisakkaritlerin monosakkarit kompozisyonlari
arastirilmistir.  Teknolojik Ozellikleri belirlenen yogurt kiiltlirlerinde 6ne ¢ikan suslar
belirlenmistir. Bu suslardan 11 adet S. thermophilus susu ve 19 adet L. bulgarigus susu en iyi
teknolojik 6zelik gdsteren baslatici kiiltiirler olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: L. bulgaricus, S. thermophilus, PCR, MLST, ekzopolisakkarit.
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ABSTRACT

MASTER THESIS
MOLECULAR IDENTIFICATION and INVESTIGATION of INDUSTRIAL
IMPORTANCE of Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus Isolates ISOLATED FROM TRADITIONAL YOGHURTS

Melike VURMAZ
February 2020, 85 Pages

Yogurt is one of the most consumed dairy product in Turkey and all over the world. Yogurt
starter cultures S. thermophilus and L. bulgaricus is responsible for yogurt production.
Commercial yogurt starter cultures are used for the yogurt production at industrial level. In
traditional production, autochthonous cultures are used for the yogurt production although the
number of autochthonous cultures is decreasing due to the domination of the commercial
starters which also results in the decrement of the variation in the characteristics of yogurt. In
this respect, isolation and identification of autochthonous starter cultures that can be used for
industrial purposes is a crucial task. This thesis is aimed to evaluate the potential of
autochthonous starter cultures to be used for industrial purposes. For this aim, traditional
yogurts were collected from 10 different regions of Turkey. Specific mediums were used to
isolate both starter cultures from yogurt samples and isolated were tested for their morphology
and Gram stain which was followed by the test of yogurt starters by PCR reactions. The pre-
typing of the isolated were conducted by RAPD-PCR analysis and S. thermophilus and L.
bulgaricus strains were identified by 16S rRNA sequencing. MLST analysis was applied for
the molecular typing of the strains and distinct isolated were selected for further studies. In total
44 S. thermophilus and 31 L. bulgaricus strains were tested for their technological
characteristics in terms of lactic acid production level %, pH development characteristics,
proteolytic activities, resistance to certain bacteriophages and EPS production characteristics
and strains that revealed good characteristics were determined. Among these strains, 11 S.
thermophilus and 19 L. bulgaricus strains revealed important characteristics to be used as starter
cultures at industrial level.

Keywords: L. bulgaricus, S. thermophilus, PCR, MLST, exopolysaccharides.
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BIRINCi BOLUM

Giris

Yogurt bakterilerinin siitte bulunan laktozu kullanarak laktik asit fermantasyonu sonu
elde edilen siit {iriinii olarak ilk {iretim tarihi net olarak bilinmese de (Cheng, 2010) Tiirklere
has bir siit lriiniidiir. Tiirk Gida Kodeksi’ ne gore yogurt; Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus kiiltiirleri kullanilarak {iretilen siit {irlinii olarak
tanimlanmistir (FAO/WHO, 2011). FAO/WHO ise yogurdu i¢ine siit iiriinleri ilave edilmis
veya edilmemis siitiin L. bulgaricus ve S. thermophilus bakterilerinin siitte olusturdugu

fermantasyon sonucu elde edilen pihtilagmis siit olarak tanimlamistir (FAO/WHO, 2011).

S. thermophilus ve L. bulgaricus tiirleri arasinda bulunan simbiyotik iliski yogurt
iiretiminde rol oynamaktadir. S. thermophilus suslar trettikleri formik asit, piruvik asit ve
karbondioksit ile L. bulgaricus’un gelisimini tesvik etmektedir. Ayni sekilde L. bulgaricus siitte
bulunan proteinlerin peptitler ve serbest amino asitlere pargalanmasini saglayarak S.
thermophilus’un kullanabilmesini ve bdylece gelisimini tesvik etmektedir. Yogurt iiretiminde
kullanilan bu kiiltiirler siitte bulunan laktozu kullanarak laktik asit liretmektedir. Asit iiretimi
ile siitte asitlik artmakta ve boylelikle pithtilasma gerceklesmektedir. Fermantasyon ile ¢esitli
bilesenler ve metabolitler olusmaktadir. Olusan bu metabolitler yogurda 6zgii tat ve aromanin
gelismesini saglamaktadir. Ayrica yogurt kiiltiirleri tarafindan tiretilen ekzopolisakkarit (EPS)

ile yogurdun viskozitesini arttirmaktadir (Nagaoka, 2019).

Kendine 6zgii tat ve aromasi olan yogurt zengin vitamin, mineral, kalsiyum ve protein
icerigine sahiptir. Yogurdun besleyici 6zelliginin yani sira laktoz intoleransi, kabizlik ve ishal

gibi hastaliklarda olumlu etkilerinin oldugu da belirlenmistir (Cheng, 2010).

Yogurt iiretiminde S. thermophilus ve L. bulgaricus tiirleri baslatict kiiltiir olarak
kullanilmaktadir. Baglatici kiiltlir kullaniminda, pH gelistirme, % laktik asit {iretim miktarlari,
proteolitik aktiviteleri, bakteriyofajlara karji direnglilikleri ve EPS iiretimleri gibi 6zellikler
aranmaktadir. Bu aranan ozelliklerden en 6nemlisi asidifikasyon, siitiin mikrobiyal olarak
korunmasinda olduk¢a 6nem arz etmektedir. Kiiltiirler gelisimleri esnasinda siitte bulunan
laktozu fermente ederek siitiin asitliginin artmasima neden olmaktadir. Siitteki asitliginin
artmasi ile yogurtta patojen mikroorganizmalarin gelisimi Onlenmektedir. Bununla birlikte

asitligin artmasi ile piht1 yapisi da olusmaktadir (Ruas-Madiedo, Hugenholtz, & Zoon, 2002).
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Yogurt fermantasyonu ile pH diismekte ve pH 5.3 oldugunda ise kazein misellerinin stabil
yapist bozulmaktadir. Kazein misellerinin yapisinin bozulmasi ile jel yapt olusmaktadir (Duboc
& Mollet, 2001). Yogurt iiretiminde asitligin artmasi ile yogurdun pH’s1 diismekte ve patojen
mikroorganizmalarin gelisimi durmakta bu da yogurtta antimikrobiyal aktivitenin olusmasini
saglamaktadir. Bunun yami sira yogurt bakterilerinin {rettikleri hidrojen peroksit ve
bakteriyosinler gibi metabolitlerle yogurtta antimikrobiyal etkinin olusmasinda etkili

olmaktadir (Akpinar, Yerlikaya, & Kilig, 2011).

Yogurt tiretiminde iiriin kalitesini arttirmak amaciyla siite yag, proteinler veya sekerler
ilave edilmektedir. Bununla birlikte pektin, nisasta, alginat ve jelatin gibi stabilizorler de
kullanilabilmektedir. Ancak stabilizatorler ile iiretilen yogurtlar tiiketiciler tarafindan fazla
kabul gormemekte ve yasal olarak lilkemiz dahil pekgok iilkede stabilizorlerin kullanimina izin
vermemektedir. Son yillarda LAB tarafindan iiretilen EPS’ler yogurdun reolojik 6zelliklerini
gelistirdigi bazi arastirmacilar tarafindan saptanmistir. Bununla birlikte LAB tarafindan iiretilen
EPS’lerin insan saglig1 iizerinde de iyilestirici etkilerinin bulunmasi EPS’lerin kullanimini

arttirmaktadir (Duboc, & Mollet, 2001; Ruas-Madiedo vd., 2002).

Yogurt iiretiminde baslatici kiiltiirlerde aranan diger bir 6zellik proteolitik aktivitedir.
S. thermophilus tiirlerinin gelisimleri i¢in peptitler ve aminoasitlere ihtiyac duymaktadir. Lb.
bulgaricus tirleri ise ortamda bulunan proteinleri daha kiiclik birimlere parcalanmasini
saglayarak S. thermophilus tiirlerinin gelisimlerini tesvik etmektedirler (Nagaoka, 2019).
Bununla birlikte proteolitik aktivitenin ger¢eklesmesi ile yogurdun tekstiiriinde de iyilestirme

oldugu bildirilmistir (Pescuma, Hébert, Mozzi, & Valdez, 2007; Yiiksekdag, & Beyatli, 2003).

Yogurt iiretiminde en biiyiik sorunlardan biri olan bakteriyofaj enfeksiyonlar1 ise yogurt
olusumunu oOnlemektedir. Faj enfeksiyonu ile fermantasyon siiresi uzamakta ve zamanla
fermantasyon gerceklesmemektedir. Bu nedenle baslatici kiiltiirlerde aranan diger bir 6zellikte
yogurt kiiltiirlerinin fajlara kars1 direng gostermeleridir (Mc Grath, Van Sinderen, & Fitzgerald,

2002).

Ulkemizde geleneksel olarak iiretilen ve Tiirkler tarafindan yaygimn olarak tiiketilen
yogurt zengin bir mikroflora igermektedir. Endiistriyel olarak iiretilen yogurtlar S. thermophilus
ve L. bulgaricus tiirlerini igerirken geleneksel olarak iiretilen yogurtlar bahsi gegen iki
bakterinin yani sira, farkli LAB ve mayalar da bulundurabilmektedir. Yogurtlarda maya
bulunmasi kirliligin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bunun yan1 sira geleneksel olarak
iiretilen yogurtlarda gelisen mayalarin yogurtta tat ve kokuya etki edebildikleri bilinmektedir.
Geleneksel yogurtlarda gelisebilen probiyotiklerin ise insan saghgimni iyilestirici oldugu

bildirilmistir (Roostita, & Fleet, 1996).



Ulkemizde sevilerek tiiketilen yogurt geleneksel olarak iiretilmesinin yani sira
giinimiizde endiistriyel olarak da ¢ok yiiksek oranda iiretmektedir. Endiistriyel yogurt
iretiminin artmasi ile birlikte ticari yogurt kiiltlirleri de artmaktadir. Boylece ticari kiiltiirler
zamanla geleneksel iiretimde kullanilan yogurt kiiltiirlerinin yerini almaktadir. Ticari kiiltiirler
ise geleneksel yogurtlara 6zgii tat ve aromanin degismesine neden olmaktadir. Bu tez
kapsaminda geleneksel olarak {iretilen yogurtlardan izole edilen kiiltiirlerin endiistriyel olarak
tiretimlerini saglamak amaciyla gesitli 6zellikleri incelenmistir. Bu baglamda, Tiirkiye’nin
farkli bolgelerinden inek, keci, koyun ve manda siitiinden geleneksel olarak iiretilen
yogurtlardan kiiltlir izolasyonu ve tanimlanmasi1 gerceklestirilmistir. Takiben, tanimlanan
yogurt kiiltiirlerinin yogurt iiretiminde kullanilma potansiyellerinin incelenmesi amaciyla
baslatict kiiltiirlerde aranan Ozellikler aragtirnlmistir. Bu c¢er¢evede bu tez kapsaminda
geleneksel  yogurtlarimizdan izole edilen LAB izolatlarinin  genotipik ayriminin
gergeklestirilmesinin ardindan, secilen geleneksel yogurt bakterilerinde asit {iretimi, proteolitik
aktivite, EPS tiretme, faj direngliligi ve antimikrobiyal gibi starter kiiltiirde bulunmasi zorunlu

olan ozellikler aragtirilmigtir.



IKINCI BOLUM
Kaynak Ozetleri

Yogurt

Gegmiste insanlarin  fermente iriinleri nasil bulduklarina dair yeterli nilgi
bulunmamaktadir. Ancak ilerleyen siiregte fermantasyon islemi ile gida maddelerinde
bozulmalar1 6nlemek ic¢in kullanilmaya baslanildig1 bazi aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir
(Chandan, Gandhi, & Shah, 2017). Yogurdun tam olarak hangi donemde ¢iktigina iligki farkli
bilgiler bulunmaktadir. Yapilan aragtirmalarda siit veren hayvanlarm evcillestirildigi M.O.
5000 donemlerde yogurt iiretiminin yapildigi sonucuna varilmistir. Bunun yani sira bazi kutsal
kitaplarda da yogurt ile ilgili bilgiler yer almaktadir. Tiirklerin yogurt tiiketimi ise uzun yillar
oncesine dayandign diisiiniilmektedir. Orta Asya kavimleri ile Iskitler ’de tiiketildigi ve
Kafkaslarda, Karadeniz ve Hazar Denizi arasinda yasayan Tiirklerin yogurt tiikettigi yapilan
arastirmalarda belirlenmistir. Bununla beraber Uygarca yazilan metinlerde, Divan-u Lugati
Tiirk ve Kutadgu Bilik eserlerinde de yogurt tiiketildigine dair bilgiler yer almaktadir (Ozer, &
Ozer, 2006). Tiirklerin yogurt olarak ifade ettigi fakat yillar boyunca farkl iilkelerde farkl
isimlerde kullanildig: igin tarihi tam olarak bilinmemektedir. Ornegin; Ermenistan’da katik,
Hindistan’da dahi, Iran’da direk, Suudi Arabistan’da leben raib, Irak ve Liibnan’da laban,
Sudan’da roba ve Ispanya’da cuajada gibi isimler ile kullanilmistir (Fisberg, & Machado,

2015).

Yogurtsiite L. bulgaricus ve S. thermophilus bakterilerinin ilave edilmesi ile siitte asitlik
ve pihtilasma olusmasiyla meydana gelmektedir (Breslaw, & Kleyn, 1973). Ilave edilen bu
bakteriler ortamda bulunan laktozu kullanarak laktik asit olusturmaktadir. Olusan asitlik ile
stitiin baglangictaki pH’sin1 6.3-6.5’ten 4.6 civarlarina diigmekte ve bdylece yogurda 6zgii tat

ve aroma olugmaktadir (Kdse, & Ocak, 2014).

Yogurt bilesenleri ve saghk iizerine etkileri.

Siitte bulunan bilesenler ile yogurtta bulunan bilesenler farklilik gosterebilmektedir.
Ornegin siitteki laktoz miktar1 yogurttaki laktozda daha fazladir. Bunun nedeni ise
fermentasyon esnasinda laktik asit bakterilerinin ortamda bulunan laktozu enerji kaynagi olarak

kullanmasidir (Kose, & Ocak, 2014).



Yogurt bilesiminde bulunan vitaminler, proteinler ve mineraller baz1 etkenlerden dolay1
degisiklik gosterebilmektedir. Bu etkiler arasinda genetik faktorler, yem, lokasyon déonemi, yas
ve mevsim yer almaktadir. Bununla birlikte yogurt liretiminde etkinlik gosteren yogurt
kiltlirlerinin gelisimleri ve fermantasyon islemini gergeklestirme kabiliyetleri de yogurt

bilesimini etkileyebilmektedir (Adolfsson, Meydani, & Russell, 2004).

Siitte bulunan vitaminler bakteri tiiriine gére ve fermantasyon sartlarina gore farklilik
gosterebilmektedir. Bununla birlikte siitiin islenmesi ile siitte bulunan suda ¢o6ziinebilen
vitaminlerin miktarlar1 da etkilenebilmektedir. Ayrica siitte bulunan B vitaminlerinin
azalmasinda bir diger etken bakteri tiirlerinin biiylimeleri esnasinda Bi> vitaminlerine ihtiyag

duymasidir.

Mikroorganizmalarin gelismelerini siirdiirebilmeleri i¢in azot ve enerjiye ihtiyag
duyarlar. Yogurtta bulunan L. bulgaricus ve S. thermophilus bakterileri ise siite bulunan
laktozu kullanarak ihtiyag duyduklar1 enerjiyi karsilayabilmektedirler. Ayrica yogurt
kiiltiirlerinin aktivitelerinin baglayabilmesi i¢in ortamda belirli miktarda azot bulunmasi da

gerekmektedir (Abu-Tarboush, 1996).

Yogurt icerdigi kalsiyum, ¢inko, fosfor ve magnezyum ile mineral icerigi oldukga iyi
bir besin kaynagi olarak goriilmektedir. Bunun yani sira bazi yogurt kiiltiirleri B vitamini ve
folik asit iiretme kabiliyetlerine sahiptirler (Buttriss, 1997). Bahsi gecen yogurdun besinsel

icerigi Tablo 1°de verilmistir.

Siitte bulunan laktoz glikoz ve galaktozdan meydana gelen bir disakkarittir. Laktoz 3-
galaktosidaz (laktaz) enzimi yardimi ile glikoz ve galaktoza parcalanabilmektedir. Yogurt
fermantasyonunda kullanilan yogurt kiiltiirleri laktaz icerdikleri i¢in laktozu monosakkaritlere
pargalayabilmektedirler. Bu nedenle laktozun bagirsaklarda sindirimini kolaylasmaktadir
(Savaiano, AbouElAnouar, Smith, & Levitt, 1984). Daha sonra monosakkaritler viicut
tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Laktozun laktaz enzimi ile pargalanmamasi
durumunda laktoz sindirilmeden kalin bagirsaga gecer ve kalin bagirsakta bulunan
mikroorganizmalar tarafindan kullanilirlar. Boylece laktoz intoleransi denilen kisilerde

siskinlik, ishal ve karin agris1 gibi hastaliklar meydana gelmektedir (Mckinley, 2005).

Siitte bulunan proteinler yogurt kiiltiirleri yardimi ile serbest amino asit ve peptitlere
parcalanabilmektedir (Meydani, & Ha, 2000). Genellikle insanlarin proteinleri sindiriminde
sorun yasamadiklar1 icin proteinlerin parcalanmamasi sindirim agisindan 6nemli degildir

(Buttriss, 1997).



Tablo 1. Yogurdun Besinsel Icerigi (100 g) (Kizilaslan, & Solak, 2016).

Enerji 65.75 kceal
Protein 33¢g
Yag 38¢g
Karbonhidrat 40¢g
Lif 0Og
Doymus yag asidi 23¢g
Tekli doymamis yag asidi 1.15¢g
Coklu doymamis yag asidi 0.15¢g
Kolesterol 14 mg
D vitamini 0ug
Demir 0.05 mg
Sodyum 50 mg
Potasyum 160 mg
Kalsiyum 130 mg
Fosfor 100 mg
Cinko 0.45 mg

Yogurtta bulunan yaglar tat ve aromayr dogrudan etkilemese de tat ve aromanin
artirilmasinda etkili olabilmektedirler. Yogurt {iretim esnasinda siite uygulanan 1s1l islem ile
keto asitler (aseton, butanon, hekzanon), hidroksi asitler (v-veleroaktone, d-kaprolakton, d-
kaprilakton) ve diger yag bilesikleri (2-heptanon, 2-nonanon, 2-undecanon, pentan)
olusabilmektedir (Kdse, & Ocak, 2014). Ayrica siitlin yag igeriine gore yagda ¢dzlinen

vitaminlerin miktar1 da degisebilmektedir (Buttriss, 1997).

Stit kalsiyum igerigi ile zengin bir gida {irlinii olmasinin yaninda fermente siit iiriinleri
ve yogurt igerdigi vitaminler, mineraller ve LAB ile insan saghg: iizerinde yararli etki

olusturmaktadir (Plessas, Bosnea, Alexopoulos, & Bezirtzoglou, 2012).

Siit ve fermente stit {irtinlerinde bulunan bilesenler insan saglig iizerinde de iyilestirici
etki olusturmaktadir. Ornegin; siit ve yogurtta bulunan Ca*? obeziteye karsi etkili oldugu
belirlenmistir. Ca*? viicutta bulunan yag hiicrelerinin metabolizmasini diizenlemede 6nemeli rol
oynamaktadir. Ca*? miktarmin artmasi ile viicutta bulunan yag hiicrelerinin enerji depolanmast,
lipit sentezinin uyarilmasi ve lipolizi Onleyerek viicutta yag kiitlesinin artis1 onlenmektedir

(Zemel, Thompson, Milstead, Morris, & Campbell, 2004).



Yogurt icerdigi laktik asit bakterileri ile saglig tesvik edici etkisinin oldugu yapilan
caligmalarda belirlenmis ve bu durumun tizerine yogurt iiretiminde kullanilan L. bulgaricus ve
S.thermophilus tiirleri gastrointestinal sistemde diger probiyotik mikroorganizmalara gére daha

zayif oldugu ortaya konmustur (Del Campo vd., 2005).

Fareler {izerinde yapilan bir ¢alismada timorlii fareleri S.thermophilus ve L. bulgaricus
iceren yogurt ve siit ile beslenmistir. Yogurt ile beslenen farelerin siit ile beslenen farelere

oranla hayatta kalma siirelerinin arttig1 belirlenmistir (Pala vd., 2011).

Kotii kolesterol (LDL) kolesterol seviyesinin diisiiriilmesi ile ilgili yapilan bir diger
caligmadan ise yiiksek lipit seviyesine sahip bireyler {izerinde bitkisel stanollii yogurt ve stanol
icermeyen yogurtlar ile diyet yapilmistir. Caligmanin sonunda stanollii yogurtlarda LDL
kolesterol seviyesi oldukca diigmiistiir ve stonolsiiz yogurtlarda da LDL kolesterol seviyesinin
distligli belirlenmistir (Furuncuoglu, Basar, Alici, & Sengul, 2014). Yapilan ¢alismalarda
kalsiyumun LDL kolesterolii iizerinde olumlu etkisinin yani sira kalp-damar hastaliklar1 ve

obezite riskinin azalmasinda da etkili oldugu belirlenmistir (Astrup, 2014).

Yogurtta bulunan bir diger bilesik olan konjuge linoleik asit antikarsinojenik,
ateroskleroz, antidiyabetik, antibakteriyel ve kolesterol azaltici etkiye sahip konjuge ¢ift bag
iceren bir yag asitidir. Bu yag asidi cesitli LAB tarafindan linoleik asit kullanarak
tiretilebilmektedir (Lin, 2003; Ogawa vd., 2005). Fermente siit iiriinlerinde konjuge linoleik asit
tireten mikroorganizmalar; Propionibacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus ve
Bifidobacterium tiirlerinin bazi1 suslaridir. Konjuge linoleik asit cis-9, trans-11 izomer
yapidadir. Yapilan bir ¢alismada ticari yogurt, geleneksel olarak iiretilen yogurt ve farkli peynir
orneklerinde konjuge linoleik asit igerigi arastirilmistir. Prandini, Sigolo, Tansini, Brogna, &
Piva (2007) tarafindan yapilan bir ¢calismada geleneksel olarak iiretilen yogurtlarda yiiksek
miktarda konjuge linoleik asit tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalara gore yagsiz yogurt igerisine
ilave edilen %] linoleik asit ile yogurdun tat ve tekstiiriinde herhangi bir degisim meydana
gelmemesiyle birlikte konjuge linoleik asit miktarinda 6nemli bir artis gozlemlenmistir (Lin,

2003).

Tarrah vd. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada fermente siit iirlinlerinden izole
edilen S. thermophilus’un 8 susunun saglik lizerine etkileri arastirilmis ve S. thermophilus

suslariin antikanser etkisinin oldugu belirlenmistir

Ayrica yogurt iiretiminde kullanilan L. bulgaricus ve S. thermophilus suglarinin
bagirsak mikroflorasina olumsuz etki eden antibiyotiklerin yan etkilerini de azalttigi
belirlenmistir. Bununla birlikte bu kiiltiirler bebeklerde ve c¢ocuklarda karsilasilan

enfeksiyonlarin engellenmesinde olumlu etki gostermektedir. Dolayisiyla bu kiiltiirler patojen
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mikroorganizmalarin neden oldugu bagirsak enfeksiyonlarinda iyilestirici etkiye sahiptir (Petti,

Tarsitani, & D’arca, 2008).

Yogurt Florasi ve Yogurt Uretiminde Kullanilan Baslatic1 Kiiltiirler
L. bulgaricus.

Laktobasillus tiirleri genel olarak Gram pozitif, katalaz negatif, hareketsiz, spor
olusturmayan, fakiiltatif anaerobik ve ¢gubuk seklinde ve uzun zincirli mikroorganizmalardir. L.
bulgaricus’ un gram boyama ile boyanmasimin 1s1k mikroskobunda goriintiisii Sekil 1’de
verilmistir. Fakiiltatif anaerobik olan bu tiirler 42°C’ de optimum biiyiime gostermektedir
(Felis, & Dellaglio, 2007). Bu tiirlerden L. bulgaricus yogurt liretiminde 6énemli rol almaktadir.

L. bulgaricus tiirleri fruktoz, glukoz ve laktozu fermente etme yetenegine sahiptir.

Sekil 1. L. bulgaricus 1s1k mikroskobunda goriintiisii.

S. thermophilus.

S. thermophilus Gram pozitif, katalaz negatif, hareketsiz, zincirli kok seklinde ve spor
olusturmayan bir mikroorganizmadir. S. thermophilus’ un gram boyama ile boyanmasinin 1sik
mikroskobunda goriintiisii Sekil 2’°de verilmistir. Gelisimleri i¢in anaerobik ortama, optimum
40-45°C sicaklik ve besin igeri yiiksek ortama ihtiyag duymaktadirlar. Yogurt ve peynir
iretiminde starter kiiltliir olarak kullanilan S. thermophilus, yogurtlarda L. bulgaricus ile
kullanilmaktadir. Bu tiir ortamda bulunan laktoz ve sakkarozu kullanarak fermantasyonu
gerceklestirme yetenegine sahiptir. Ayrica az da olsa glikoz, galaktoz ve fruktozu kullanarak

da biiylimelerini gergeklestirebilmektedir (Dede, 2010).



Sekil 2. S. thermophilus 151k mikroskobunda goriintiisii.

L. bulgaricus ve S. thermohilus arasindaki simbiyotik iliski.

Yogurtta bulunan S. thermophilus ve L. bulgaricus suslar1 yogurt yapiminda siite 1:1
oraninda ilave edilmektedir. Bu kiiltlirler iirettikleri bilesenlerle birbirlerinin gelisimlerini
tesvik etmektedir. Siite inokiile edilen suslarda ilk 6nce L. bulgaricus ortama hakim olmaktadir.
L. bulgaricus siitte bulunan proteinleri S. thermophilus’un kullanabilecegi aminoasitlere kadar
parcalamaktadir. S. thermophilus’un gelismesi esnasinda meydana gelen formik asit, iire ve
karbondioksit liretimi ile ortamda bulunan oksijen de azalmaktadir. Boylelikle L. bulgaricus 'un
gelisimi artmaktadir. Ayrica S. thermophilus fermantasyon igleminin basinda az miktarda
gelismektedir. Bu gelisme ile az da olsa asitlik artis1 meydana gelmektedir. Asitligin olusmasi
da L. bulgaricus’ un gelisimini hizlandirmaktadir. S. thermophilus ve L. bulgaricus arasindaki
simbiyotik iligskilerden biri de L. bulgaricus’un ortamda bulunan valin, histidin, metiyonin,
glutamik asit ve 16sin gibi amino asitlerin S. thermohilus’un kullanabilmesi i¢in serbest hale
geemesini saglar. S. thermophilus ise L. bulgaricus’un gelisimini tesvik eden plirin, primidin,
CO,, formik asit, oksaloasetik asit ve fumarik asit tiretmektedir (Abu-Tarboush, 1996).
Simbiyotik yasamlarmin sonunda her iki tiir de siitte bulunan laktozu laktik aside kadar
metabolize etmesiyle fermantasyon islemi tamamlanmaktadir (Tavsanli, 2015). Formik asit,
stitiin 1s1tilmast ile agiga ¢ikmaktadir ve sicakligin artmasiyla formik asit miktari1 da artmaktadir.
Formik asit miktarinin artmasi ile L. bulgaricus’un gelisiminin arttig1 gézlemlenmistir (Radke-
Mitchell, & Sandine, 1984). L. bulgaricus gelisiminde etkili olan bir baska bilesik CO; ise S.
thermophilus tarafindan iretilmektedir (Louaileche, Bracquart, Saulnier, Desmazeaud, &
Linden, 1993). S. thermophilus ile L. bulgaricus arasindaki simbiyotik iliski Sekil 3°de

verilmektedir.



Formik Asit, CO, Amino Asitler ve Kiiciik Peptitler

Karbonik Asit

S. thermophilus L. bulgaricus

Sekil 3. S. thermophilus ve L. bulgaricus arasindaki simbiyotik iligki (Aswal, Shukla, &
Priyadarshi, 2012).

Yogurt Uretiminde Kullanilan Starter Kiiltiirlerin Metabolizmas

Yogurdun fermantasyonu ile 6nemli biyokimyasal doniisiimler meydana gelmektedir.
Bu doniisiimler; laktozdan laktik asit olugmasi, kazeinlerin hidrolizi ile peptitlere ve serbest
amino asitlere doniismesi ve siit yaginin yag asitlerine parcalanmasidir (Settachaimongkon vd.
, 2014). LAB proteinleri, lipitleri ve sekerleri metabolize etmeleri ile fermente {iriinlerin
tiretiminde 6nemli rol almaktadir. Fermente {iriinlerin {iretiminde baglatic1 kiiltiir olarak
kullanilan LAB’lar gidalarin muhafazasinda, tekstiir, tat ve aromanin gelismesinde

kullanilmaktadir (Pescuma vd. , 2007).

L. bulgaricus ve S. thermophilus B-D-galaktosidaz enzimi ile P-B-D-galaktosidaz
enzimlerine sahip oluklari i¢in laktozu D-glukoz ve B-D galaktoza hidrolize edebilmektedir
(Premi, Sandine, & Elliker, 1972). Yogurt kiiltiirlerinde bulunan B-D-galaktosidaz enzimi ile
laktoz oncelikle glikoz ve galaktoza parcalanmaktadir (Alm, 1982). Laktozun hidrolizi Sekil

4’de verilmistir.

Laktaz (Glikoliz + Fenmentasyon

Ltz Glukoz + Galakloz —_ ) Lotk ast+ Asclaldelt

Sekil 4. Yogurt iiretiminde laktoz fermantasyonu (Hossain, 2015).

Laktozun hidrolize ugramasi sonucu olusan laktik asit, Sekil 5’de verildigi gibi hidroksil
grubunun ikinci karbon atomuna baglanma sekillerine gore L. bulgaricus D(-) laktik asit ve S.

thermophilus 1(+) laktik asit olusturmaktadir (Akin, 1997; Bottazzi, 1988).
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Sekil 5. Enantiyomerik laktik asit formlar1 (Casalini, Rossi, Castrovinci, & Perale, 2019).

Laktik asit iiretimi ile siitiin asitligi artmaktadir ve asitligin artmasi ile siitte bulunan
kalsiyum fosfat kazein misellerinden ayrilmaktadir. Kalsiyumun kazein misellerinden ayrilmasi
ile kazeinin ¢cokmesi gergeklesmekte ve pH 4.6-4.7’ye ulastiginda kazein tamamen ¢okmektedir
(Zourari, Accolas, & Desmazeaud, 1992). -D-galaktosidaz enzimi ise laktoz fosfattan glikoz
ve galaktoz-6-fosfat olugsmasi saglamaktadir (Premi vd. , 1972). Meydana gelen glikoz Embden
Meyerhof glikolitik reaksiyon zincirinde piiriivik asite daha sonra laktat dehidrarogenaz enzimi

ile laktik asit olusmaktadir (Tamime, & Deeth, 1980).

Yogurt Uretiminde Kullanilan Baslatic1 Kiiltiirlerde Aranan Ozellikler
Asit uiretimi.

Yogurt iiretiminde kullanilan baglatici kiiltiirlerde aranan 6zelliklerden ilki asitligin hizli
artmasidir. Yogurt bakterileri siitte bulunan laktozu fermente ederek laktik asit olusturmaktadir.
Yogurt olusumu esnasinda pH 5.0 degerinin altina diistii§ii zaman yogurtta bulunan L.
bulgaricus asetaldehit ve laktik asit olusturmaya baslar. Laktik asit olusmasi ile kazein
misellerinin izoelektrik noktasi bozulmaktadir ve yogurt pihtis1 olugsmaktadir (Tamime, &
Robinson, 2007). Olusan asetaldehit ve laktik asit ile yogurda 6zgili aroma olusumu meydana
gelmektedir. Asit liretiminin devam etmesi ile pH 4.6’ da pihtilasma gerceklesir ve yogurt pH

4.2-4.3’ te tiiketime hazir hale gelmektedir (Weinbrenner, Barefoot, & Grinstead, 1997).

Yogurt olusumunda asitlik olduk¢a 6nemli olmakla beraber yogurt iiretimi esnasinda
meydana gelebilecek olumsuz kosullarda, yogurdun tekstiirel yapisinda meydana gelen
degisikler ve duyusal farkliliklar i¢in pH Ol¢limii yapilmaktadir (Brabandere, & De
Baerdemaeker, 1999). Asit iiretimi ile fermente tirlinlerde 6zgii tat ve aroma gibi karakteristik

ozelliklerin olusmas1 da gerceklesmektedir (Tamime, & Robinson, 2007).

Proteolitik aktivite.

Siitte bulunan azotlu bilesikler, mikroorganizmalarin gelisimlerinde olduk¢a 6nemlidir.
Yogurt kiiltiirlerinin biiyiimeleri i¢in ihtiya¢ duyduklar1 azot miktarinin az olmasi durumunda
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kiltiirlerin gelisimini sinirlamaktadir. Yogurt kiiltiirlerinden L. bulgaricus’ un S. thermophilus

¢ a kiyasla kazeini parcalama etkisi daha yiiksektir (Abu-Tarboush, 1996).

Yogurt bakterileri siite inokiile edildikten sonra proteaz enzimlerinin ortamda bulunan
proteinlerin serbest aminoasitlere kadar parcalanmasi ile proteoliz olay1 gerceklesmektedir.
Yogurt kiiltiirleri gelisebilmeleri i¢in bulunduklar1 ortamda bazi serbest aminoasitlere ihtiyag
duymaktadir. Yogurt iiretiminde proteoliz; kiiltlirlerin gelisim evresinde gerceklesmektedir.
Yogurt kiiltiirlerinden S. thermophilus sadece endoselliiler enzim tiretmektedir. L. bulgaricus
ise hem endoselliiler hem de ekzoselliiler enzim iiretmektedir (Pescuma vd. , 2007; Yiiksekdag,
& Beyatli, 2003). Yapilan calismalarda S. thermophilus’un sadece hiicre i¢inde enzim iirettigi
ve L. bulgaricus suslarinin ise hiicre i¢inde ve hiicre disinda enzim iiretebildigi belirlenmistir.
Hiicre disinda iiretilen enzimler sayesinde hiicre i¢ine alinacak proteinler daha kii¢ilik pargalara
ayrilarak hiicre igine kolaylikla girmesi saglanmaktadir (Kebede, 2005). Proteolitik aktivite
bakteri tiirlerine ve dis etkilere gore farklilik gosterebilmektedir (De Giori, De Valdez, de Ruiz
Holgado, & Oliver, 1985).

Yogurt fermantasyonunda gerceklesen proteolitik aktivite ile yogurdun yapisinin
tyilestigi, asit iiretimini tesvik ettigi ve yogurdun sindiriminde énemli rol aldig1 belirlenmistir.
Yogurt bakterileri arasindaki simbiyotik iligskilerden biride proteolitik aktivitedir. S.
thermophilus bulundugu ortamda daha fazla proteine ihtiya¢ duymaktadir. Fakat siitte bulunan
aminoasitlerden glutamik asit, histidin, sistin, metionin, valin ve 16sin yeterli miktarda degildir.
Ancak L. bulgaricus’ un proteolitik aktivitesi daha fazla oldugu i¢in S. thermophilus’ un
gelisimi i¢in ihtiya¢ duydugu aminoasitleri proteinaz enzimi ile olusturmaktadir (Pescuma vd.,

2007; Yiksekdag, & Beyatli, 2003).

Proteolitik aktivite ile yogurdun tekstiir ve aromasinin iyilestirilmesinin yani sira
yogurdun daha iyi sindirilmesini saglamaktadir. Proteolitik aktivitenin fazla gerceklesmesi

durumunda yogurdun tadinda ve tekstiiriinde bozulmalar meydana gelmektedir (Kilig, 1991).

EPS yetenekleri.

LAB biiylimeleri esnasinda organik asit, asetik asit, etanol, laktik asit, bakteriyosin ve
ekzopolisakkarit gibi ¢esitli metabolitler iiretmektedir. Uretilen bu metabolitler fermente

tirtiniin raf 6mriinii uzatmasiyla birlikte iiriine 6zgil tat ve aromanin olugsmasina da yardimci

olmaktadirlar (Leroy, & De Vuyst, 2004).

EPS’ ler fermente iiriinlere jellesme 6zelligi kazandiran; suda ¢oziinebilen, yiiksek

molekiil agirhigma sahip ve uzun zincirli polisakkaritlerdir. EPS’ler fermente iiriinde
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emiilsiyon, stabilizasyon ve sinerezin inhibisyonu gibi 6zelliklerini iyilestirici etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Mikroorganizmalarin biiyiimeleri esnasinda hiicre digina salinan
ekzopolisakkaritler hiicreyi fagozitoza, faj saldirilarina, hiicrenin kurumasina, antibiyotiklere
ve toksik bilesenlere karsi korumaktadir. Endiistride kullanilan mikrobiyal EPS’ler arasinda
dekstran, ksantan, gellan, pullulan, maya glukanlar1 ve aljinatlar yer almaktadir. LAB
tarafindan iiretilen EPS’ler genellikle fermente gidalarda et, sebze, peynir ve yogurtlarda

bulunabilmektedir (De Vuyst, & Degeest, 1999).

LAB tarafindan iretilen EPS’ler tek tip seker monomerlerinden olusan
homopolisakkaritler ve birden fazla farkli tip seker monomerlerinden olusan
hereropolisakkaritler seklinde iiretilebilmektedirler. Yogurt bakterileri olan S. thermophilus ve
L. bulgaricus ise genelde heteropolisakkarit seklinde EPS iiretmektedir (Broadbent, McMahon,
Oberg, & Welker, 2001). Heteropolisakkarit yapida olan S. thermophilus suslarinin EPS
monosakkaritlerinin galaktoz, glikoz ve ramnozdan olustugu bildirilmistir ve yapilan
caligmalarda bu monosakkarit dizilimlerinin tekrarlanan birimleride farklilik gézlemlenmistir
(Broadbent, McMahon, Welker, Oberg, & Moineau, 2003). L. bulgaricus suslarinin iirettigi
EPS’in monosakkaritleri ise galaktoz, glikoz, ramnoz, mannoz ve pentoz igerdigi belirtilmistir

(Grobben, Sikkema, Smith, & De Bont, 1995).

LAB iirettigi metabolitlerden EPS’lerin teknofonksiyonel 6zelliklerinin yanisira saglik
tizerinde de iyilestirici etkilerinin oldugu belirlenmistir. EPS’lerin antitiimér etkinliginin
oldugu ve sitokinlerin indiiklenmesini sagladigi belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada L.
bulgaricus OLL1073R-1 susunun tirettigi EPS’in antitiimor ve bagisiklik i¢in 6nemli bir sitokin
olan IFN-y {lizerine etkileri arastirllmistir. Arastirmaya goére L. bulgaricus OLL1073R-1
susunun irettigi EPS IFN-y sitokinini indiikledigi ve antitimor etki gosterdigi belirlenmistir
(Makino vd. , 2006). Baska bir calismada ise S. thermohilus CRL 1190 susu tarafindan tiretilen
EPS’ in kronik gastrit lizerinde iyilestirici etkisinin oldugu belirlenmistir (Patel, & Prajapat,

2013).

Son zamanlarda yogurt bakterileri tarafindan tiretilen EPS yogurdun tekstiiriinde olumlu
katki sagladiginda giderek 6nem kazanmaktadir (Patel, & Prajapat, 2013). EPS aktivitesine
sahip yogurt kiiltiirleri ile tiretilen yogurtlarda EPS’in serum proteinlerinin kuvvetli tutulmasin

saglayarak su tutma kapasitesini arttirmaktadir (Duboc, & Mollet, 2001).
Faj direncliligi.

Baslatic1 yogurt bakterilerinde faj direngliligi 1930 yilindan beri siit endiistrisinde

oldukc¢a 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Fajlara kars1 duyarli olan yogurt bakterileri herhangi
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bir faj ile kontamine olmasi1 sonucu yogurt bakterilerinin lize neden olmaktadir. Lize olan
kiiltiirler fermantasyonun ger¢eklesmesini yavaslatmakta veya zamanla kiiltiirler tamamen
lizize olarak fermantasyon isleminin aksamasina neden olmaktadir (A Quiberoni vd. , 2003).
Ozellikle yogurt iiretiminde olduk¢a dénemli risk olusturmaktadir. Bakteriyofajlarm yogurt
iiretiminde fermantasyonun yavaslatarak asetaldehit liretiminin azalmasina neden oldugu

belirlenmistir. Bu da yogurt iiretiminde ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Mc Grath
vd., 2002).

Kapsid/Genetik Materyal igerir

Boyun

Kuyruk Vaka

Kuyruk lifleri

Dis Taban Plakasi

Sekil 6. Kuyruklu bakteriyofaj (Doss, Culbertson, Hahn, Camacho, & Barekzi, 2017).

Bakteriyofajlar, tek veya ¢ift sarmal yapiya sahip DNA ve RNA bulunduran viriislerdir.
Bakteriyofajlar morfolojik ve niikleik asit dizilimlerine gore siniflandirilmaktadir (Ackermann,
2011). Bakteriyofajlarin morfolojik ve niikleik asit dizilimlerine gore siiflandirilmas: Sekil

8.” de verilmektedir. Sekil 7°de ise kuyruklu bakteriyofajin yapis1 veilmistir.
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I N SR ~.. , Tip Nikleik Ozellik
[_ﬂ _.'! [ ] - I [. ‘.:\r Asit

A DNA,2  Polihedral bas, wuzun etrafinda

kontraktil kuyruk ve kuyruk ignesi ile

/T kuyruk fibrilleri
A B C D E F B DNA,2  Polihedral bas, kontraktik kuyruk
olmayan uzun kuyruk
1: Tek iplikli C DNA,2  Polihedral bas, kontraktil kilifi
2: Cift sarmal yapiya sahip iplikli olmayan kisa kuyruk

D DNA,1 Kuyruksuz, ikosahedral bas, kapsid
iizerinde ¢ok biiyiik kapsomer

E RNA,1 Kuyruksuz, ikosahedral bas, kapsid
iizerinde ¢ok kiigiik kapsomer

F RNA,1 Fleksibl filamentoz

Sekil 7. Bradley’in faj siniflandirmasi (Soykut, & Tunail, 2009b).

Bakteriyofajlar kendilerine 6zgii konakg¢i hiicreye baglandiktan sonra etkilesime
girmektedirler. Gram pozitif bakterilerde hiicre duvart pepdidoglikan tabakasindan
olusmaktadir. Gram pozitif bakteri fajlar1 peptidoglikan tabakasindaki molekiilleri tantyarak
fajlarda bulunan kuyruk uglarindaki proteinler ile hiicre yiizeyine yapismaktadir. Bu baglanma
ile faj viral genomun kapsitten salinmasi ger¢eklesmektedir. Bakteriyofaj genomunu konakgiya
aktardiktan sonra hiicre disinda kalir. Bakteriyofajlar aktarilan genomlar1 konakg¢i hiicreye
baglandiktan sonra transkripsiyon gergeklesmektedir. Boylece fajlar kendilerine 06zgi

replikasyon mekanizmalarini kolaylikla kodlamaktadirlar (Chibeu, 2013).

Bakteriyofajlarin litik ve lizojenik yasam dongiileri bulunmaktadir Litik faj dongiisii;
bakteri faji konakg¢i hiicrenin yiizeyine ylizey bilesenleri igeren reseptdr bolgelerine
baglanmaktadir. Boylece bakteriyofaj ilgili genom konake¢i hiicreye aktarilmaktadir. Faj
genomu konakg1 hiicrede RNA polimeraz enzimi yardimiyla trankripsiyon ger¢eklesmektedir.
Bakteriyofaj konake¢1 hiicrenin metabolik faaliyetlerini yonlendirerek kendi bilesenlerinin
iiretilmesini saglamaktadir. Fajlar, konak hiicrede daha 1yi ¢alisarak bakterinin 6liimiine neden
olmaktadir. Lizojenik faj dongiisii; faj DNA’s1 bakteri hiicresine baglanarak bakteride DNA
replikasyonu gergeklesirken faj DNA’s1 da ¢ogalmaktadir. Bakteri hiicresinin cogalmasi ile faj
DNA’s1 da ¢cogalmaktadir (Hanlon, 2007).
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Sekil 8. Fajlarin litik ve lizojenik dongiisii (Chibeu, 2013).

Yogurt bakterileri fajlarinin lizogenik fajlar oldugu bildirilmistir (Soykut, & Tunail,
2009a). Sekil 9’da bakteriyofajlarm litik ve lizojenik dongiisii verilmektedir.

Antimikrobiyal ozellik.

Yogurt iiretiminde kullanilan baglatici kiiltiirlerin siite inokiile edilmesi ile yogurdun
pH’s1 diismektedir. Asitligin artmasi ile ortamda bulunan patojen mikroorganizmalarin gelisimi
engellenmektedir. Asitliginin artmasinin disinda fermantasyon sirasinda iiretilen bakteriyosin,
ve bakterisit proteinleri de patojen mikroorganizmalarin gelisimini onlemektedir (Akpinar,
Yerlikaya, & Kiliccedil, 2011). Bu metabolitlerden bakteriyosinler; LAB tarafindan iiretilen
protein yapidaki bilesikleridir. Yapilan ¢alismalarda bakteriyosinlerin gida patojenlerine karsi
antimikrobiyal etkisinin oldugu belirlenmistir(Rattanachaikunsopon, & Phumkhachorn, 2010).
Yogurt tiretiminde kullanilan S. thermophilus ve L. bulgaricus patojen mikroorganizmalari
inhibe ettigi icin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde iyilestirici etki gostermektedir (Akpinar,
Yerlikaya, & Kiliccedil, 2011).

Yogurt kiiltiirlerinin ¢esitli patojenlere kars1 antimikrobiyal aktivitesi arastirilmis ve L.
bulgaricus suslarmin Escherichia coli’ye ve S. thermophilus suslarimin Klebsiella

pneumoniae’ye kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Akpinar, Yerlikaya, &
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Kiliccedil, 2011). Baska bir calismada L. bulgaricus *un Staphylococcus aureus’ a karsi
antimikrobiyal aktivitesi arastirllmis ve L. bulgaricus’un {irettigi hidrojen peroksit ile
antimikrobiyal aktivite sagladig1 belirlenmistir (Dahiya, & Speck, 1968). Yogurt kiiltiirleri
tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin antimikrobiyal aktivitesi arastirilmis ve arastirmada Lb.
bulgaricus’un lrettigi bakteriyosinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaciyla Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Salmonella typhi, Staphlococces aureus ve Vibrio cholerae suslarina
kars1 etkileri arastirllmistir. L. bulgaricus’un {irettigi bakteriyosinin bu patojenlere karsi

antimiktobiyal etki gosterdigi belirlenmistir (Tufail vd., 2011).

S. thermophilus suslarinin antimikrobiyal aktiviteleri arastirildigi bir ¢alismada ise 41
S. thermophilus sustan 13’1 S. aureus ve L. monocytogenes patojenlere karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu suslardan S. thermophilus ST134 susunun iirettigi
termofilin A bakteriyosinin 1siya dayamikli ve antimikrobiyal etki gosterdigi sonucuna

varilmistir (Ward, & Somkuti, 1995).

Yogurt Kiiltiirlerinin Tanimlanmasi
Fenotipik tanimlama.

LAB’ nin fenotipik olarak tanimlanmasi i¢in morfolojik olarak incelenmesi, metabolik
yapist ve biyokimyasal yontemler kullaniimaktadir.(Ammor vd, 2005). L. bulgaricus ve S.
thermophilus suslarimin tiir bazinda tanimlanmasinda kullanilan fenotipik yontemler; hiicre
morfolojisi, hiicre duvarinin 6zelligi, katalaz testi, glikozdan gaz olusturma yetenekleri, sitrat
kullanimi, karbonhidrat fermantasyonu testleri ve farkli sicaklik, tuz, pH kosullarma kars1

dayanikliligia gore tanimlanabilmektedir (Erkus, Okuklu, Yenidunya, & Harsa, 2014).

Genotipik tammmlama.

Bakterileri cins ve sus bazinda tanimlanmasi i¢in kullanilan farkli molekiiler teknikler
bulunmaktadir. LAB’ lerinden olan yogurt bakterilerini genotipik olarak tanimlamada 16S
rRNA, tlire 6zgii primer ile PCR ve RAPD-PCR teknikleri kullanilabilmektedir (Dede, 2010).
PCR (plimeraz zincir reaksiyonu) teknigi ile istenilen gen bolgesi ¢ogaltilmaktadir. PCR ile
cogaltilan DNA’lar jel elektroforez yardimi ile jelde elektrik yiikii ile yiiriitiildiikten sonra
goriintlilenmesi prensibine dayalidir (Cakir, & Cakmakgi, 2005). RAPD-PCR teknigi ile tiirler
arasinda ayrim yapilmaktadir ve bdylelikle birbiri ile farkli tiirlerin ayirt edilmesi

saglanmaktadir (Aydin Osmanoglu, & Basak, 2010).
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16S rRNA gen dizilimi.

Bakterilerde rRNA’y1 kodlamada 16S gen bolgesi kullanilmaktadir. 16S rRNA bolgesi
bakteriye 0zgii diziler bulunduran gen bolgeleri olarak ifade edilmektedir. 16S rRNA ile gen
bolgelerine 6zgii primerler kullanilarak o bolgenin ¢ogaltilmasi ve tanimlanmasidir. Bakteriler
tanimlamak icin sekanslama islemi uygulanir. Sekanslama islemi ile bakteriler tiir ve sus

diizeyinde tanimlanmasi gergeklestirilmektedir (Tavsanli, 2015).

Alt tiir tamimlanmasinda MLST teknigi.

MLST teknigi, moltilocus enzim elektroforez tekniginde bakterilerin karsilastirilmas
zor oldugu i¢in bu teknik gelistirilmistir (Dede, 2010). MLST ile bakteri DNA’sinda alt1 veya
yedi temel fonksiyonlar1 gerceklestirmek icin gerekli genler siralamada kullanilmaktadir (Cai,

Rodriguez, Zhang, Broadbent, & Steele, 2007).

Yapilan ¢alismada geleneksel olarak iiretilen yogurtlarda izole edilen 25 L. delbrueckii
suslart MLST tekniginde b-gal, pheS ve rpoA primerleri kullanilarak alt tiir tanimlanmasi
yapilmistir. Calismaya gore MLST tekniginde analiz edilecek olan genlerin sayisinin artmasi
ile ayrim giiciiniin de arttig1 bildirilmistir (Cebeci, & Giirakan, 2011). L. debrueckii suglarinin
al tiir tantmlanmasinda yapilan bir diger ¢alismada fusA, gyrB, hsp60 ile pyrG, recA ve recG
primerleri kullanilmistir. MLST teknigi ile 41 L. delbrueckii susu alt tiir seviyesinde

tanimlanmas1 yapilmistir (Tanigawa, & Watanabe, 2011).

Tezin Amaci

Yogurt Tiirkiye’de eski donemlerden giiniimiize kadar geleneksel olarak iiretilen besin
degeri yiiksek ve cesitli hastaliklar {izerinde de iyilestirici etkisi bulunan fermente siit tirtiniidiir.
Geleneksel olarak tiretilen yogurt ticari olarak iiretimi de yapilmakta ve ticari iiretimi giin
gectikce artmaktadir. Ticari olarak iiretilen yogurtlarda kullanilan starter kiiltiirler geleneksel
olarak iiretilen yogurtlara da kontamine olmaktadir. Tiirkiye’ de ¢ok fazla tiiketilen yogurt,
ticari kiiltiirle kontamine olmasi ile zamanla geleneksel kiiltiirlerin kaybedilmesine neden
olmaktadir. Ticari kiiltiirler ile fermente edilen yogurtlar ise geleneksel olarak iiretilen
yogurtlardan daha farkli tada sahiptir. Bu tez kapsaminda farkli illerimizde geleneksel olarak
tiretilen yogurt Ornekleri toplanmistir. Toplanan yogurt 6rneklerinden L. bulgaricus ve S.
thermophilus tiirleri izole edilmistir ve izole edilen tiirler tanimlandiktan sonra baslatici

kiiltiirlerde aranan 6zellikler arastirilmistir.
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UCUNCU BOLUM
Materyal ve Yontem

Materyal
Yogurt ornekleri.

Tiirkiye’nin on fakli ilinden (Bayburt, Bursa, Bing6l, Malatya, Kayseri, Ordu, Erzurum,
Erzincan, Trabzon ve Elaz1g) inek, manda, ke¢i ve koyunlardan geleneksel yontemlerle {iretilen
yogurt ve siit steril numune kaplar1 yardimi ile temin edilmistir. Temin edilen 6rnekler soguk
zincirde Bayburt Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii laboratuvarina getirilmis ve analiz

siiresine kadar buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Besiyerleri ve kimyasallar.

Tez calismasinda kullanilan besiyerler: yogurt kiiltiirlerinin = gelistirilmesi ve
saflastirilmasinda L. bulgaricus’ i gelistirilmesi amaciyla de %1 fruktozlu Man Rogosa and
Sharpe (MRS) broth ve Tablo 2’de verilen modifiye MRS agar bilesimi kullanilmistir.
S.thermophilus’ 1n gelistirilmesi amaciyla %1 laktozlu M17 broth ve agar kullanilmistir. Yogurt

orneklerinde diliisyon hazirlamak i¢in Ringer tablet ve %0.005 L-sistein kullanilmistir.

Tablo 2. Modifiye MRS Agar I¢in Kullanilan Besiyeri Bilesimi

Modifiye MRS Agar (g/L)
Kazeinden pepton 18
Maya ekstrakti 4
D(+) Glukoz 20
Di-Potasyum Hidrojen Fosfat 2
Tween 80 3
Amonyum Siilfat 2
Sodyum Asetat 5
Magnezyum Siilfat 0.2
Fruktoz 10
L-Sistein 0.5
Agar-Agar 15
Manganese (II) Stilfat 0.04
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L. bulgaricus ve S. thermophilus tirlerinin pH ve %easitlik aktivitelerinin
belirlenmesinde kullanilan besiyeri bilesimi Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Skim Milk Besiyeri Bilesimi

Skim Milk Besiyeri (g/L)

Kazeinden pepton 5
Glukoz

Yagsiz siit tozu 28
Maya ekstrakt 2.5

L. bulgaricus ve S. thermophilus tiirlerinin proteolitik aktivitesinin belirlenmesinde

kiiltiirlerin geligimleri i¢in pastorize yagsiz siit kullanilmigtir.

L. bulgaricus ve S. thermophilus tiirlerinden EPS izolasyonu amaci kullanilan besiyeri

bilesimi Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Laktozlu Modifiye BHI Besiyeri Bilegimi

Laktozlu Modifiye BHI (g/L)
BHI (Brain Heart Infusion) broth 37
Kazeinden pepton

Etten pepton 5
Sodyum asetat

Tween 80 1
Magnezyum siilfat heptahidrat 0.2
Laktoz 20

Suslarin bakteriyofajlara kars1 direngliligini belirlemek i¢in Bolu Abant Izzet Baysal
Universitesi Dog. Dr. Esra ACAR SOYKUT faj koleksiyonundan yararlanilmistr.

L. bulgaricus suslarinin fajlara kars1 direncliligini belirlemek i¢in kiiltiirler MRS broth,
IM CaCly ilave edilmis MRS agar ve 1M CaCly ilave edilmis MRS yumusak agar
kullanilmastir. S. thermophilus suslariin fajlara karsi direngliligini belirlemek i¢in suslar Tablo

5’de verilen besiyeri bilesimi kullanilarak aktiflestirilmistir.
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Tablo 5. Modifiye M17 Broth Bilesimi
Modifiye M17 Broth Bilesimi(g/L)

Poli-peptone 5
Fiton pepton 5
Maya Ekstrakti 2.5

Et Ekstrakti 5
Laktoz 8
Askorbik asit 0.5
B-disodyum gliserol fosfat 9.5

1 M MgS04.7H.0 I mL

1 M CaCl, 1.2mL

Bakterilerin fajlara kars1 direngliligini belirlenmesi amaciyla fajlarin gelistirilmesinde

Tablo 6’da verilen Elliker broth bilesimi kullanilmistir.

Tablo 6. Elliker Broth Bilesimi

Elliker Broth(g/L)
Tripton 20
Maya Ekstrakti 5
Jelatin 2.5
Dekstroz 5
Laktoz 5
Siikroz 5
Sodyum Asetat 4
Askorbik asit 0.5

S. thermophilus suslarinin fajlara kars1 direngliligini belirlemek i¢in kullanilan modifiye
M17 yumusak agar bilesimi Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 7. Modifiye M17 Yumusak Agar Bilesimi
Modifiye M17 Yumusak Agar(g/L)

Fiton pepton 2.4
Poli-pepton 2.4
Maya Ekstrakt 2
Kazein hidrolizat 2.4
Et Ekstrakt 33
Askorbik asit 0.4
Sodyum-[3-gliserofosfat 12.7
IM MgS04.7H20 1.3
Agar-Agar 6
Dehydrated Elliker Broth 16

S. thermophilus suslarinin fajlara karsi direngliligini belirlemek i¢in kullanilan modifiye

M17 agar bilesimi Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Modifiye M17 Agar Bilesimi

Modifiye M17 Agar(g/L)

M17 Broth 42.5
Agar-Agar 15
Laktoz 3

Molekiiler calismada kullanilan primerler ise Tablo 9°da verilmistir.
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Cahismada kullanilan Primerler.

Tablo 9. Tez Calismasinda Kullanilan Primerler

Hedef gen
Primer Sekans (5'-3") Hedef Kullanim boyutu Referans
gen amacl
(bp)
GTG5 Sus diizeyinde (Versalovic,
GTGGTGGTGGTGGTG - ayrim Schneider, De
- Bruijn, &
Lupski, 1994)
AMP_F GAGAGTTTGATYCTGGCTCAG
16S Tanimlama (Baker, Smith,
AMP R AAGGAGGTGATCCARCCGCA 1.500 &ZCO%\;/)an,
CACTATGCTCAGAATACA _
P1 S.thermophilus
968 tlirtini (Lick, Keller,
P2 CGAACAGCATTGATGTTA belirleme 3.000 Bockelmann, &
Heller, 1996)
delF1gs:  CAACATGAGTCGCATGATTCAAG L.delbrueckii
€ : subsp.
GGAACCACCTCTCTCTAGCTGTAG 4 bﬁfgﬂv 854 (Liew, Lu, &
delR1042 w Zhang, 2015)
pfirlgerF CATACCGAGGCAGACAC
P 624 MLST 736 (Yu vd. , 2015)
gfirlgerR AAAGAAGGTGGCATCGC profilleme
rt:';::lerF AAAGAAGGTGGCATCGC
P 617 MLST 768 (Yuvd. , 2015)
;‘;;‘i‘lerR ATCGTCCTCATCTAGCTCAAC profilleme
;‘;;’IﬁerF CATTACACGCACTACGG
DoB 661 MLST 786 (Yuvd. , 2015)
I:‘imerR profilleme
p GATAACAGCATCCTCGA
B_recA
primerF ATGCGGATGGGCGAGAA MLST (Song v
551 694
B recA profilleme 2016)
primerR CTACCTTAAATGGCGGAGC
B_rpoB
primerF GGCGGAAAGAGTTATCGT o MLST . (Song v
B rnoB profilleme 2016)
pr—in‘l’erR GATGTCGGCTGGAGTGAT
B_pyrG
primerF AAGCCGACCCAGCAATC MLST (Song vd.
363 rofilleme 2016)
B_pyrG P 742
primerR AGCCCAGACGCAAGGTG
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Yontem

Yogurt orneklerinden bakteri izolasyonunda Kiiltiir ortaminin olusturulmasi ve
bityiime kosullari.

Yogurt ve siit 0rneklerinden S. thermophilus ve L. bulgaricus tiirlerini izole etmek amact
ile 6rneklerden 10 gram steril stomacher posetlerine tartilip 90 ml steril Ringer ¢ozeltisi (%0,05
gram L-sistein i¢eren) ilave edilerek homojenize islemi uygulanmasini takiben érneklerden seri
dilisyonlar hazirlanmigtir. Daha once dillisyon hazirlamak amaciyla kullanilan serum

fizyolojik ¢ozeltisi yerine daha iyi sonug veren Ringer ¢ozeltisi kullanilmistir.

S. thermophilus suslarmin izolasyonu igin 10 ve 107 seyreltme faktorlerindeki %1
laktoz ile zenginlestirilmis M17 agara yayma yontemiyle ekim yapilip petri kutular1 45°C de
24 saat aerobik ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kat1 besiyeri ortaminda gelisen
morfolojik olarak farkli olan koloniler segilip %! laktoz ile zenginlestirilmis M17 broth
besiyerine steril kiirdan yardimi ile alinip 45°C de 24 saat inkiibe edilmistir. S. thermophilus
suglarinin saflastirilmasi amaci ile %1 oraninda laktoz ile zenginlestirilmis M17 agara ¢izim
yapilmustir. S. thermophilus tiirlerinin saflagtirilmasi i¢cin modifiye M17 agar kullanilmistir.
Izolatlarindan saflastirilmasi amaciyla tek bir koloni diisene kadar (genelde 5 ¢izim) ilgili
besiyerine ¢izim islemi gergeklestirilmis ve sonrasinda saflastirilan izolatlar en az 5 defa ilgili
besiyerine ekilmis ve sonrasinda bu izolatlar ticari olmayan-safizolatlar olarak degerlendirilmis

ve sonraki islemlerde kullanilmistir (Ispirli, 2016).

L. bulgaricus suslarinin izolasyonu icin 107, 10 ve 107 seyreltme faktdrlerinden Tablo
2’de bilesimi verilen modifiye MRS agara dokme yontemi ile ekim yapilip petri kutular1 45°C
de 48-72 saat anaerobik ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kat1 besiyeri ortaminda
gelisen morfolojik olarak farkli olan koloniler secilip %1 fruktoz ile zenginlestirilmis MRS
broth besiyerine steril kiirdan yardimu ile alinip 45°C de 48-72 saat anaerobik ortamda inkiibe
edilmistir. L. bulgaricus suslarinin saflastirilmasi amaci ile Tablo 2’de verilen modifiye MRS
agar ve %1 fruktozlu MRS broth kullanilmistir. izolatlarindan saflastiriimasi amaciyla tek bir
koloni diisene kadar (genelde 5 ¢izim) ilgili besiyerine ¢izim islemi gergeklestirilmis ve
sonrasinda saflastirilan izolatlar en az 5 defa ilgili besiyerine ekilmis ve sonrasinda bu izolatlar

ticari olmayan-saf izolatlar olarak degerlendirilmis ve sonraki islemlerde kullanilmistir.

Kiiltiir stoklarimin olusturulmasi ve izolatlarin depolanmasi.

Izole edilen bakterilerin stok soliisyonlari sonraki analizlerde kullanilmak iizere %40’ lik
gliserol kullanilarak hazirlanip -80°C de depolanmistir. Depolama isleminde en az 3 tekrar

olacak sekilde stoklama islemi gerceklestirilmistir. izole edilip saflastirilan kiiltiirlerin stok
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sollisyonlar1 sonraki analizlerde kullanilmak tizere %40’lik gliserol kullanilarak hazirlanip -

80°C de depolanmustir.

Yogurt kiiltiirlerininfenotipik tanimlanmasi.

Koloni morfolojisi.

Petri kutusunda gelisen koloniler fenotipik olarak ayirt edilmis ve birden fazla koloni
olmas1 durumunda dominant koloniden se¢im yapilip siireg devam ettirilmistir. Ekimi yapilan
yogurt bakterilerinin izolasyonu asamasinda her petriden en az 3 farkli koloni se¢ilmistir.

Secilen koloniler saflagtirilmigtir.

Gram boyama

Yogurt kiiltlirlerinde gram boyama icin kiiltiirler 18-24 saat kiiltiir ortaminda
inkiibasyona birakilmistir. Gelistirilen kiiltiirlere santrifiij islemi uygulanarak sivi besiyerinden
uzaklastirilmigtir. Pellet temiz lam iizerine 6ze yardimiyla yayilmistir. Lama yayilan pellet
kuruduktan sonra 3 kez alevden ge¢irilmistir. Alevden gecirilerek lama fiksasyonu saglanan
preparat kristal viyole ile 1 dakika boyanmis, kristal viyole lam {izerinden akitilmis ve liigol
cozeltisi damlatilarak 1 dakika beklenmistir. Daha sonra liigol ¢6zeltisi akitilip once etil alkol
ile sonra su ile yikanmistir. Preparat sulu karbol fiiksin ile 20-30 saniye boyanmistir ve siire
sonunda boya akitilarak su ile uzaklastirilmistir. Kendiliginden kurumaya birakilan preparata
immersiyon yagi damlatilarak 151k mikroskobunun x100’liik objektifinde incelenmistir (Sert,

2002).

Yogurt kiiltiirlerinde molekiiler ¢calismalar.
Yogurt kiiltiirlerinden genomik DNA izolasyonu.

Modifiye M17 agardan izole edilen ve S. thermophilus oldugu diisiiniilen izolatlardan
DNA izolasyonu fenol:kloroform:isoamil alkol kullanilarak gergeklestirilmistir. Modifiye
MRS agardan izole edilen L. bulgaricus oldugu diisiiniilen izolatlardan ise Invitrogen Genomik

DNA Ekstraksiyon Kiti kullanilarak DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

Fenol:kloroform:izoamil alkol kullanilarak dna izolasyonu igin S.thermophilus oldugu
diisiiniilen izolatlar s1v1 kiiltiir ortaminda bir gece gelistirilmis kiiltiirden ependorf tiipii i¢erisine
1 ml alinarak 10 dakika 7000 x g de santrifiij islemi ile bakteri hiicreleri bir araya toplanmustir.
Tiipteki stipernatant uzaklastirildiktan sonra bir araya toplanan hiicrelerin tizerine 450 ul TE

(Tris EDTA) tamponundan ilave edilip hafif bir karigtirma ile hiicrelerin tampon igerisinde
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siispanse olmasi1 saglanmistir. Siispanse edilen hiicrelere 50 pl %10 luk SDS (Sodyum dodesil
stilfat) ve 2 pul Proteinaz K ilave edilip iyice vortekslendikten sonra 37°C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda 0.5 ml fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) karistmindan
ilave edilip tlipler bas asag1 cevrilerek iyice karistirilmis ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Icerik 4°C’de 10 dakika 7000 x g de santrifiijlendikten sonra elde edilen siipernatant
benzeri yiiksek viskoziteli jel otomatik pipet kullanilarak toplanip yeni bir tiipe aktarilmistir.
Islem fenol-kloroform-izoamil alkol karisimi ile birkez daha tekrarlanip olusan siipernatant
benzeri yiiksek viskoziteli jel yeni bir tiipte toplanmistir. SM’lik sodyum asetattan 50 pl igerige
ilave edilip hafifce karistirilmistir. Igerige 1 ml izopropanol ilave edilerek ¢oken DNA nin
beyaz iplikgikleri olusana kadar ters-diiz edilerek hafifce karistirilmustir. Icerik 3000 x g de 10
dakika santrifiijlendikten sonra slipernatan uzaklastirilip, elde edilen pellet tizerine 0,5 ml %70
lik etanol ilave edilip hafif karistirildiktan sonra i¢erik 3000 x g de 10 dakika santrifiijlenmistir.
Siipernatant uzaklastirildiktan sonra kalan etanolii uzaklastirmak i¢in igerik 37°C’de 5-10
dakika bekletilmis ardindan elde edilen DNA 100 pl distile su ilave edilerek slispanse edilmistir
(Dahiya, & Speck, 1968).

Yogurt kiiltiirlerine ozgii primerler kullanilarak kiiltiirlerin PCR ile kontrolii.

Modifiye M17 agar ortamindan izole edilen ve S. thermophilus oldugu diisiiniilen
izolatlardan DNA izole edilip, S. thermophilus tiriine 6zgii primerler kullanilarak PCR
reaksiyonu gercgeklestirilmistir. Bu islemin ardindan elde edilen izolatlarin S. thermophilus
tiirine ait olup olmadigr belirlenmistir. PCR reaksiyonu i¢in Tablo 9 ’da belirtilen P1 ve P2
primerleri kullanilmistir. Bu amag i¢in hazirlanan PCR karigimi Tablo 10°da, PCR sartlar ise

Tablo 11°de verildigi gibi uygulanmistir (Lick vd, 1996).

Tablo 10. S. thermophilus Suslarinin Belirlenmesi i¢in Hazirlanan PCR Karigimi

H>O 50 pl i¢in
DNA 1ul

5X Phusion Buffer | 10ul
dNTP miks 0,4 pl

P1 1 ul

P2 1 ul

Taq polimeraz 0,25 pul
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Tablo 11. S. thermophilus Suslarinin Belirlenmesi I¢in Olusturulan PCR Sartlari

Denatiirasyon 95°C 2 dk 1 dongii
Denatiirasyon 95°C 30s

Baglanma 55°C30s 25 dongi
Uzama 72°C 1 dk

Son uzama 72°C 5 dk

Modifiye MRS agar ortamindan izole edilen ve L. bulgaricus oldugu diisiiniilen
izolatlardan genomik DNA ekstraksiton kiti ile DNA izole edilip, L. bulgaricus tiiriine 6zgii
primerler kullanilarak PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen izolatlarin L. bulgaricus
tiiriine ait olup olmadig belirlenmistir. PCR reaksiyonu i¢in Tablo 9°da belirtilen delF188
ve delR1042 primerleri kullanilmigtir. Bu amag i¢in hazirlanan PCR karisimi Tablo 12°de, PCR

sartlar1 ise Tablo 13°de verildigi gibi uygulanmistir (Lu, Kong, Yang, & Kong, 2015).

Tablo 12. L. bulgaricus Suslarinin Belirlenmesi I¢in Hazirlanan PCR Karisimi

H>O 50 pl i¢in
DNA Tl

5X Phusion Buffer 10ul
dNTP miks 0,4 ul

P1 1 ul

P2 1 ul

Taq polimeraz 0,25 ul

Tablo 13. L. bulgaricus Suslarinin Belirlenmesi igin Olusturulan PCR Sartlar

Denatiirasyon 95°C 2 dk 1 dongii
Denatiirasyon 95°C 30s

Baglanma 50°C 30 s 25 dongii
Uzama 72°C 1 dk

Son uzama 72°C 5 dk

Yogurt kiiltiirlerinin RAPD-PCR ile genotipik ayrimu.

Kurulan PCR reaksiyonlar1 sonucu S. thermophilus ve L. bulgaricus pozitif olarak
bulunan izolatlarin farkli S. thermophilus suslarina ve farkli L. bulgaricus suslarina ait olup
olmadigini belirlemek i¢cin GTGS (5 GTGGTGGTGGTGGTG 3’) primeri kullanilarak RAPD
(Rastgele Amplifiye edilmis Polimorfik DNA) profilleri agiga ¢ikarilmistir (Versalovic vd.,
1994). Bu amag i¢in hazirlanan PCR karisimi Tablo 14°de, RAPD-PCR sartlar1 ise Tablo 15°de

verildigi gibi uygulanmistir.
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Tablo 14. RAPD-PCR Analizi icin Hazirlanan PCR Karisimi

H>O 50 pl i¢in
DNA Tl

5X Phusion Buffer 10ul
dNTP miks 4l
Primer (GTG)5 1,5 ul
Taq polimeraz 0,25 pul

Tablo 15. RAPD-PCR Analizi i¢in Olusturulan PCR Sartlar:

Denatiirasyon 95°C 10 dk 1 dongii
Denatiirasyon 94°C 1 dk

Baglanma 40°C 1 dk 35 dongii
Uzama 65°C 8 dk

Son uzama 65°C 16 dk

Izolatlarin 168 rRNA bélgesinin PCR ile amplifikasyonu.

RAPD-PCR islemini takiben farkli kolonilerde 16S PCR islemi uygulanmistir. 16S
rRNA geni bakterilerin ¢ogalmasi i¢in elzem olan ribozomal RNA ‘lardan sedimentasyonuna
bagli olarak 16S olarak adlandirilan rRNA geninin kodlandigi gendir ve temel ozelligi
bakterilerin jenerasyonu i¢in gereklidir. En 6nemli 6zelligi ise bu gen bdlgesinin her bir bakteri
tiirline 6zgii olmasidir. Dolayisiyla taksonomik agidan bakterilerin siniflandirilmasinda 6nemli
rol oynamaktadir. Ozellikle son yillarda bakterilerin tanimlanmasi 16S rRNA gen bdlgelerine
gore yapilmaktadir. Yani bu bolge parmak izi bdlgesi olarak da adlandirilmaktadir. Bakteriyel
tanimlamada bu genin kullanimin bir diger avantaji da bu genin 1500 bp uzunlugunda olmasi

dolayisiyla sekanslama islemi agisindan kolay ve ucuz olmasidir.

Bu gen Sekil 10°da goriildiigii lizere 9 farkli boélgeden olusmakta ve bu bolgeler tiirler
aras1 degisken bolgeler yer almaktadir. Ayrica her tlirde ayn1 olan bolgeleri igermekte ve primer
gelistirilme islemlerinde her tiir i¢cin ayni olan bolgeler kullanilmaktadir. Bu genin kullanilmasi
son zamanlarda olduk¢a gelisen topluluk miktobiyota analizlerinin de gelisimine katki

saglamigtir.
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168 Geni
Sekil 9. 16S rRNA geni.

16S rRNA geninin tespiti amaciyla PCR islemi i¢in; ekstrakte edilen DNA’ larin 1 pl’
si Gotaq (Promega) ile yiiriitiilen PCR da DNA sablonu olarak kullanilmistir. Bu amagla
hazirlanan PCR karisimi Tablo 16’da, PCR sartlar1 ise Tablo 17°de verilmistir (Baker vd. ,
2003).

Tablo 16. 16S rRNA Geninin Amplifikasyonu icin Olusturulan PCR Karisimi

H>O 50 pl i¢in
DNA lul

5X Phusion Buffer 10ul
dNTP miks 4 ul
Primer 1(AMP-F) 1,0 pl
Primer 2(AMP-R) 1,0 pl
Taq polimeraz 0,25 pul

Tablo 17. 16S rRNA Geninin Amplifikasyonu i¢in Olusturulan PCR Sartlar

Denatiirasyon | 95005 gk 1 déngii
Denatiirasyon 95°C 30s

Baglanma 55°C20s 25 dongii
Uzama 72°C 30 s

Son uzama 72°C 5dk 1 dongi

PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde kontrolii.

PCR fiiriinlerinin jel elektroforezinde kontrolii i¢in konsantrasyonu %1 olan agaroz jeli
0,5X Tris borat EDTA (TBE) tamponu kullanilarak hazirlanmistir. PCR {iriiniinden 10 pl
alinarak agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklenmis ve TBE tamponu kullanilarak elektroforez
islemine birakilmistir. Ornekleri bir yiikleme boyasi ile boyamak gerektiginde 6rnekleri agaroz
jele yiiklemeden 6nce 6rnekler loading buffer (0,015% bromethyl blue (Sigma), 10% glycerol
(Sigma) in 0,5 x TBE buffer) ile renklendirilmistir. Bu islem i¢in ilk olarak parafilm {izerine 1

ul loading buffer dan konulup tizerine 10 ul 6rnek aktarilarak otomatik pipet araciligi ile 6rnek
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ve buffer birbirine karistirilmistir ve renklendirilen Ornekler agaroz jele yiiklenmistir.
Elektroforez isleminin ardindan jeller 1 mg.L! 'lik etidyum bromid ¢dzeltisi igerisinde 30 dk
bekletilerek jelde yiiklii olan DNA parcaciklarinin boyanmasi gergeklestirilmistir. Bu islemin
ardindan jeller deiyonize su igerisinde kisa siire tutularak durulandiktan sonra UV
Transilluminator (Cleaver) kullanilarak goriintiilenmistir. Hyperladder I (Bioline, UK) her bir
jelde DNA boyutlayicist olarak kullanilmistir. Jele yiiklenen 5 pl ladder'in fragmentlerinin
boyutlar1 ve miktarlart Sekil 12’ de gosterilmistir.

SIZE (bp) ng/BAND

10037 100
8000 80
6000 60
5000 50
4000 40
3000 30
2500 25
2000 20

——1500/1517 | 15/15

1000 100
800 80
600 60
400 40
200 20

Sekil 10. Hyperladder I (Bioline, UK) fragment boyutlar1 ve miktarlari.

Dizi analizi.

DNA siralamasi bir DNA molekiiliiniin niikleotit bilesiminin belirlenmesidir. Bu
baglamda saflastirdigimiz PCR iirtinlerinin 16S rRNA geninin sekans analizi iilkemizde Molla

Giirani Mah. Findikzade Sok No:19/5 Fatih - ISTANBUL adresinde hizmet veren Medsantek

Laboratuar Malzemelerl Sanayi ve Ticaret Limited Sirketine yaptirilmistir.

Izolatlarin alt tiir tamimlanmasinda MLST tekniginin kullanima.

Ilgili kolonilerden secilip RAPD-PCR profilleme ve takiben 16S rRNA PCR islemleri
ile 6n ayrimi gergeklestirilmistir. S. thermophilus ve L. bulgaricus oldugu tespit edilmis
kiiltiirlerin sus seviyesinde ayriminin gergeklestirilmesi amaciyla Coklu Lokus Dizilim Analizi
(MLST) uygulanmistir. Bu kapsamda Tablo 9’da verilen primerler kullanilarak her iki
bakteriye 6zgli gen bolgeleri PCR islemi ile ¢cogaltilmis ve takiben PCR iiriinleri sekanslama
islemi i¢cin MEDSANTEK (istanbul) firmasina génderilmistir. Sekans islemi sonucunda ilgili

genlerin dizileri Finch TV programi ile goriintiilenmis ve MLST analizi i¢in elde edilmistir.
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MLST analizinin uygulanmasinda https://pubmlst.org/ adresindeki veri taban S. thermophilus

suslart icin oldukca yeterli sayida MLST verisi igerdiginden bu suglarin ilgili gen bolgesinin
hangi tip allelde oldugunun belirlenmesi i¢in bu veri tabami kullanilmistir. L. bulgaricus
suglarinin MLST profillerinin belirlenmesi i¢in ise bu veri taban1 yeterli profile sahip olmadig:
icin bu suglar ile ilgili gen bolgesini kapsayan filogenetik dendogram olusturulmus ve MLST
profilleri belirlenmistir. MLST analizi i¢in hazirlanan PCR karisimi Tablo 18’de, PCR sartlar
Tablo 19°da verilmistir.

Tablo 18. MLST Analizi i¢in Hazirlanan PCR Karisimi

H.O 50 ul i¢in
DNA Il

5X Phusion Buffer 10ul
dNTP miks 4 ul
Primer R 1,0 ul
Primer F 1,0 ul
Taq polimeraz 0,125 pl

Tablo 19. MLST Analizi i¢in Olusturulan PCR Sartlari

Denatiirasyon 95°C2dk 1 déngii
Denatiirasyon 95°C 30 s

Baglanma 50°C 1dk 30 dongii
Uzama 72°C 1dk

Son uzama 72°C 5dk 1 dongii

Izole edilen suslarin teknolojik ézelliklerinin belirlenmesi.
L. bulgaricus ve S. thermophilus suslarin asit gelistirme ozelliklerinin belirlenmesi.

L. bulgaricus ve S. thermophilus tirlerinin asidifikasyon aktivitesi pH’nin zaman
icerisinde degisiminin Sl¢iimii (ApH) ile belirlenmistir. L. bulgaricus tiirleri %1 fruktozlu MRS
brothda ve S. thermophilus tiirleri %1 laktozlu M17 brothda iki kez aktiflestirildikten sonra
bilesimi Tablo 3’te verilen 100 ml Skim Milk Besiyerine % 2 oraninda inokiile edilerek 42°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Ortamin pH’st iki saat araliklarla 10 saat boyunca Ol¢limii
yapilmistir. Tiirlerin asidifikasyon oranlart ApH=pHagaslangic-pHo1¢iim zamam formiilayonuna gore

belirlenmistir.
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L. bulgaricus ve S. thermophilus suslarin % laktik asit miktarinin belirlenmesi.

L. bulgaricus tiirleri %1 fruktozlu MRS brothda ve S. thermophilus tiirleri %1 laktozlu
M17 brothda iki kez aktiflestirildikten sonra bilesimi Tablo 3’te verilen 100 ml Skim Milk
Besiyerine % 2 oraninda inokiile edilerek 42°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda kiiltlir santrifiij ile ¢Oktiiriilerek siipernatanttan 9 ml alinarak 18 ml distile su ile
karistinnlmustir. Uzerine Ek-1° de belirtildigi gibi hazirlanan fenolftalein indikatériinden 0,5 ml
ilave edilerek 0,IN NaOH c¢ozeltisi (Ek-1) ile titre edilmistir. Kiiltiirlerin tirettigi asit, titre
edilebilir yiizde asitlik (laktik asit) olarak hesaplanmustir.

% Laktik asit = (Vx 0,009 x100) / m
V: Titrasyonda kullanilan 0,1 N NaOH ¢ozeltisi
m: Titrasyonda kullanilan 6rnek miktari

L. bulgaricus ve S. thermophilus suslarin proteolitik aktivitelerinin belirlenmesi.

L. bulgaricus ve S. thermophilus tiirlerinin proteolitik aktiviteleri o-fitalaldehit metodu
kullanilarak belirlenmistir (Rajagopal, & Sandine, 1990). Bu metotta siit proteinlerinin hidrolizi
ile ac1ga ¢ikan a-amino gruplari o-fitalaldehit ve B-merkaptoetanol ile reaksiyona girerek OD340
nm’de oOlgiilebilen kompleksi olusturur. L. bulgaricus tiirleri %1 fruktozlu MRS brothda ve S.
thermophilus tiirleri %1 laktozlu M17 brothda iki kez aktiflestirildikten sonra serbest
aminoasitlerin tasinmasini engellemek i¢in Tablo 26’da belirtildigi gibi hazirlanan 5 ml 0,32
mM sodyum fosfat buffer (pH 7,2) ile yitkanmis ve aymi ¢ozeltinin 1mL’ sinde siispanse
edilmistir. Daha sonra hiicreler pastorize yagsiz siit ortamina %?2 oraninda inokiile edilmis ve
S. thermophilus suslar1 37°C ve L. bulgaricus 42 °C ‘de 8 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda drnekten 2.5 ml alinip 10 m1 0.75 M TCA (Ek-1) ve 0.5 ml distile su ilave
edilip karistirilmistir. Karisim 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda
whatman 4A filtre kagidi ile siiziilmiistiir. Stiziintiiden 50ul alinarak Ek-1’ de belirtildigi gibi
hazirlanan 1 ml OPA reagent c¢ozeltisi ile karistirllmigtir. Karisim 2 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra ODss da Ol¢im yapilarak oOrnekteki serbest aminoasit miktari
belirlenmistir (Hou, Liu, Ren, Han, & Du, 2015). Ayn1 zamanda slitten gelebilecek serbest

amino asitleri yok saymak i¢in kontrol 6rnegine de ayni islemler uygulanmis ve 6rnegin

AOD’si= Ornek OD340 nm-Kontrol OD340 nm formiilii ile belirlenmistir.
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L. bulgaricus ve S. thermophilus suslarin faj direncliliginin belirlenmesi.

L. bulgaricus suslarinin fajlara karsi direngliligini belirlemek i¢in suslar MRS broth
igerisinde 4 saat gelistirilmistir. 4 saatin sonunda L. bulgaricus kiiltiirlerinde 0,3 mL alinarak 3
mL MRS yumusak agar iceren (%0,6 agar) tiiplere aktarilmis ve karistirilmistir. Daha sonra
yumusak agar bir dncesinden hazirlanmig olan MRS agar iceren petriplaklarin tizerine homojen
bir sekilde dokiilmiistiir. Katilasan agar iizerine titreleri 10%-10° pfu/mL’ ye yiikseltilen faj
filtratlarindan mikropipet yardimi ile 10pL spot yapilmustir. Petriler kuruduktan sonra 42-43°C’
de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda damlatilan alanlarda berrak plak
(liziz) olusup olusmamasina gore degerlendirilmistir. Liziz olusmasi karsilastirilan bakterilerin
damlatilan faja karst duyarli oldugunu, plak olusmamasi ise bakterinin damlatilan faja karst

direngli oldugunu gostermektedir.

S. thermophilus suslariin fajlara kars1 direncliligini belirlemek i¢in suslar Tablo 5’de
verilen M 17 broth besiyerinde 4 saat gelistirilmistir. Gelistirilen kiiltiirlerinden 0,3 mL alinarak
Tablo 7’de verilen M17 yumusak agar igeren tiiplere aktarilmis ve karigtirllmistir. Daha sonra
yumusak agar bir giin 6ncesinden hazirlanan Tablo 8’de verilen M 17 agar igeren petriplaklarina
dokiip homojen olarak yayilmistir. Katilasan agar iizerine titreleri 10%-10° pfu/mL’ ye
yiikseltilen faj filtratlarindan mikropiprt yardimi ile 10pL damlatilmistir. Petriler kuruduktan
sonra 42-43°C° de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda damlatilan
alanlarda berrak plak (liziz) olusup olusmamasina gore degerlendirilmistir. Liziz olugsmasi
karsilastirilan bakterilerin damlatilan faja karsi duyarli oldugunu, plak olusmamasi ise
bakterinin damlatilan faja karsi direncli oldugunu gostermektedir (Acar Soykut, & Tunail,

2007).

Laktozlu modifive BHI ortaminda gelistirilen tiirlerin eps izolasyonu ve
saflastirilmasu.

EPS {iretimi i¢in suslar %40°lik gliserol kullanilarak hazirlanan ve -80°C’de muhafaza
edilen kiiltiir stoklarindan canlandirma amaci ile S. thermophilus suslart %1 laktozlu M17
brothda, L. bulgaricus suslar1 %1 fruktozlu MRS brothda %1 oraninda kiiltiirler ekilmis ve
45°C de 24 saat 6n gelistirme yapilmistir. Gelisen kiiltlirler Tablo 4’de bilesimi verilen %2
laktoz igeren modifiye BHI besiyerine %1 oraninda ekilerek 45°C de 2 giin gelistirilmistir.
Gelisen kiiltiirler 10 dakika boyunca 4000xg de santrifiijlenerek ¢oken hiicreler uzaklastirilmis
ve elde edilen ham EPS igeren siipernata %2 kat soguk etanol ilave edilerek ham EPS’nin
¢okmesi icin +4°C'de 2 giin bekletilmistir. Coken ham EPS 4000xg de 15 dk santrifiij
islemi ile elde edilmistir ve silipernatan uzaklastirilarak ham EPS 10 ml distile su

igerisinde ¢oOzlndiirilmiistiir. Tamamen c¢oOziindiirilen EPS -80°C’de dondurulduktan
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sonra liyofilizatorde kurutulmustur. Kurutulan EPSler seker miktarinin tespit edilmesi icin
fenol siilfirik testinde ve monosakkarit kompozisyonunun belirlenmesi analizlerinde

kullanilmak tizere 4 °C’de muhafaza edilmistir (Dertli, Mercan, Arici, Yilmaz, & Sagdig, 2016)

Izole edilen suslarin fenol-siilfirik asit testi ile EPS iiretim miktar: analizi.

EPS izolasyonunu takiben iiretilen EPS miktarin1 belirlemek amaciyla fenol-siilfirik
asit testi uygulanmistir. Bu amagla glikoz kullanilarak standart
seyreltiler ile (0’dan 0,2 mg.ml-1"ye kadar) kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. Daha sonra 200
ul ormek  spektro  kiivetine  konmus  ve  {izerine 600 pl %9811k
stilfirik asitten ilave edildikten sonra 120 pl %5’lik fenol ilave edilmis ve renk gelisimi
icin 5 dakika beklenmistir. Ardindan ilgili kiivetlerdeki ODasgp nm Olgiilmiis ve glukoz
egrisi kullanilarak 6rneklerin EPS miktar1 belirlenmistir (Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers, &

Smith, 1956).

Ekzopolisakkaritlerin monosakkarit kompozisyonunun belirlenmesi.

EPS iiretim miktarlarinin belirlenmesi i¢in hazirlanan oOrnekler refraktif indeks
dedektoriine sahip yiiksek basingl sivi kromatografi (HPLC-RID, Shimadzu) sistemine enjekte
edilmis olup enjeksiyon hacmi 20 pl olarak belirlenmis ve kolon olarak CARBOsep CHO-682
Pb Column kolon kullanilmistir. Kolon sicakligi 85°C’ de sabit tutulmus ve mobil faz olarak su
kullanilmistir. Orneklerin glukoz, fruktoz, maltoz ve galaktoz igerikleri, ayn1 sistem ve ¢dziicii
kullanilarak her bir seker i¢in daha onceden olusturulmus kalibrasyon egrileri kullanilarak
hesaplanmistir. Her bir konsantrasyona karsilik HPLC kromotogramindan elde edilen alan
degerlendirilerek monosakkarit kompozisyonu belirlenmistir (Dertli, Colquhoun, Coté, Le

Gall, & Narbad, 2018).
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DORDUNCU BOLUM
Arastirma Bulgulari ve Tartisma

Yogurttan Gram +, Katalaz — Suslarin izolasyonu Amaciyla Bakterilerinin Fenotipik
Karakterizasyonu

Yogurt starter kiiltiirlerinin izolasyonu amaciyla S. thermophilus suslar1 i¢in laktozla
modifiye edilen M17, L. bulgaricus iginde fruktozla modifiye edimis MRS besiyerlerinde
geligen farkli tipteki tek koloniler yine ilgili besi ortamlarina ekilip gelistirilmis ve takiben LAB
tiirlerinin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla izolatlara Gram boyama ve katalaz testi uygulanmustir.
Test sonucunda Gram + ve katalaz — fenotip gosteren izolatlar bir sonraki basamak ic¢in

secilmigleridir. Sekil 13-14 sirasiyla L. bulgaricus ve S. thermophilus suslart Gram boyama

sonrasindaki mikroskop goriintiilerini gostermektedir.

Sekil 12. S. thermophilus Susunun gram boyama ile 151k mikroskobunda goriintiisti.
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Yogurt Bakterilerinin Genotipik Tanimlanmasi
Yogurt bakterilerinin PCR islemi ile kontrolii.

Yogurt izolatlarindan sadece starter kiiltiir olabilecek S. thermophilus ve L. bulgaricus
suslarinin secilmesi islemi c¢ergevesinde daha once bu bakterilere 6zgili olarak gelistirilmis
primerler marifetiyle PCR igleminin uygulanmasi metodolojisi gelistirilmistir. Bu kapsamda ilk
olarak S. thermophilus oldugu diisiiniilen izolatlardan DNA izole edilip, S. thermophilus tiiriine
O0zgii primerler kullanilarak PCR reaksiyonu kurulmustur. Elde edilen izolatlarin S.
thermophilus tiirine ait olup olmadig1 belirlenmistir. PCR isleminin ardindan elde edilen PCR
tiriinleri agaroz jel elektroforezinde yliriitilmiistiir. S. thermophilus olarak diisliniilen 171
izolatin 6zgl primer ile kontrol edilmesi sonucu 105 tane S. thermophilus tliriine ait izolatlar

belirlenmistir.  Sekil 15 ve Sekil 16°de S. thermophilus susu olabilecek izolatlarin PCR

goriintlilerini gostermektedir.

Sekil 14. S. thermophilus pozitif ve negatif ¢ikan izolatlara ait jel goriintiisii (iiriin; 1000 bp).
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Her iki sekilden de goriilecegi lizere izolatlardan bazilarinda S. thermophilus spesifik
PCR islemi neticesinde beklenen boyutta bir iiriin olugsurken bazilarinda ise herhangi bir {iriin
olugmamustir. Olusan iiriinler sonrasinda sekanslama iglemine gonderilmis ve pozitif izolatlarin

S. thermophilus oldugu belirlenmistir.

Benzer bir yaklasim L. bulgaricus izolatlarina da uygulanmistir. Bu kapsamda L.
bulgaricus oldugu diisiiniilen izolatlardan DNA izole edilip, L. bulgaricus tiiriine 6zgli primer
seti ile PCR reaksiyonu kurulmustur. Elde edilen izolatlarin L. bulgaricus tiiriine ait olup
olmadig1 belirlenmistir. PCR isleminin ardindan elde edilen PCR f{iriinleri agaroz je
elektroforezinde yiiriitilmiistiir. L. bulgaricus olarak diisiiniilen 115 izolatin 6zgii primer ile
kontrol edilmesi ile 96 tane L. bulgaricus tiiriine ait izolatlar belirlenmistir. Sekil 17 ve 18’de

L. bulgaricus susu olabilecek izolatlarin PCR goriintiilerini gdstermektedir.

o N
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Sem gom m M W MmN

Sekil 15. L. bulgaricus pozitif ve negatif ¢ikan izolatlara ait jel goriintiisii (iiriin; 900 bp).

Sekil 16. L. bulgaricus pozitif ve negatif ¢ikan izolatlara ait jel goriintiisii (iirtin; 900 bp).
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Her iki sekilden de goriilecegi iizere ilgili primer seti ile beklenen boyutta tirtinler L.
bulgaricus’a dzgii PCR isleminin sonucunda elde edilmistir. Onemli olarak herhangi bir hatali
sonucun olusup olusmadiginin tespiti i¢in kiiltiir koleksiyonumuzda yer alan bazi Laktobasil ve
Enterokok’lar her iki primer seti ile de reaksiyona sokulmus ancak higbir iiriin olusumu
gozlenmemistir. Sonug¢ olarak ilgili izolatlarin kiiltiire edilmesi ve takiben PCR’a dayali
metodoloji ile taranmasi sonucunda sadece S. thermophilus ve L. bulgaricus tiirlerine ait

izolatlar izole edilebilmistir.

Lick vd. (1996) yapmis oldugu calismada 34 LAB (laktobasil, streptokok ve enterokok)
ile E. coli suslar ¢alisma kapsaminda kullanmiglardir. Elde edilen bu suslar kendilerine 6zgii
primer ile PCR’da kontrol etmislerdir. Primer olarak lacZ niikleotit kullanilmislardir.
Calismaya gore bu primer ile kontrol edilen suslarda primerin sadece S. thermophilus susunu
hedef aldig1 belirlenmistir. Ayrica suslar arasinda yer alan ve S. thermophilus ile benzerlik
gosteren S. salivarius DNA’sinda da herhangi bir amplifikasyon goriilmedigi gézlemlenmistir.
Yapilan ¢aligmada bu yaklasimin kendilerine 6zgii primer ile PCR teknigi kullanilarak S.
thermophilus suslarinin daha hizli ve daha etkili bir sekilde tanimlanabilecegine izin veren bir

yontem oldugu savunulmaktadir.

Yapilan bir diger ¢alismada Tiirkiye’de geleneksel olarak iiretilen yogurtlardan yogurt
kiiltiirleri izole edilmistir. Izolatlarin hangi tiir oldugunu belirlemek igin PCR teknigi ile L.
bulgaricus ve S. thermophilus tlirlerine ait 16S rRNA bolgesindeki suslara 6zgli bolgeyi
cogaltmak i¢in uygun primerler kullanilmistir. Suslarin bakteri tiirlerini dogrulamak igin hiicre
mofolojileri, Gram boyama ve katalaz aktiviteleri incelenmis ve izolatlarin L. bulgaricus ve S.
thermophilus tiirlerine ait oldugu onaylanmistir. L. bulgaricus ve S.thermophilus tlrlerini
belirlemede tiire 6zgii bolgenin cogaltilmast ile S. thermophilus tiirlerine ait 61 sus ile L.

bulgaricus 36 sus belirlenmistir (Gezginc, Topcal, Comertpay, & Akyol, 2015).

Baska bir calismada buna benzer yaklasimla L. helveticus, L. bulgaricus, L. fermentum
ve S. thermophilus suslarmin hedef gen bolgelerine 6zgli primerler kullanilarak bu suslarmn
tanimlanmas1 hedeflenmistir. Kullanilan bu hedef gen bolgeleri ile PCR teknigi kullanilmistir.
Calisma sonunda izole edilen 5 LAB tiiriinlin hedef gen bolgeleri ¢ogaltilmistir ve bu suslari

hizli ve etkili ayrimi gerceklestirilmistir (Cremonesi vd., 2011).

Diger bir calismada ise S. thermophilus tiirleri i¢in 16S rRNA gen bdlgesindeki spesifik
bir bolgeye 6zgii bir primer seti tasarlanmistir. Bu primer S. thermophilus disinda, L. lactis ve
E. faecium suslarinda da bu bolge aranmustir. Tasarlanan primer ile 16S rRNA bolgesi amplifiye
edilen suslarin benzerlik oranlar1 S. thermophilus, L. lactis ve E. faecium suslarinda sirasiyla

%100, %71 ve %57 olarak belirlenmistir. Ayrica bu ¢aligsma kapsaminda 10 tane yaygin olarak
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kullanilan LAB ile Bifidobacterium’unda hizli tespit edilmesi amaciyla spesifik primerler
tasarlanmistir. 16S rRNA benzerlik analizi ile birbirine ¢ok yakin olan tiirler arasinda da ayrim
yapilabildigi bildirilmistic (Lu vd. , 2015). L. helveticus, L. lactis, L. bulgaricus, S.
thermophilus ve L. fermentum tiirlerinin hizli tespiti amaciyla (Cremonesi vd., 2011) PCR
islemi kullanmustir. Bu analizde L. bulgaricus ve S. thermophilus tiirlerine 6zgii B-galaktosidaz
tiretimini kodlayan gen bolgesi, L. helveticus tilirline 6zgii proteinaz iiretimini kodlayan gen
bolgesi, L. lactis tiirlinde dipeptit tasima sisteminin iiretimini kodlayan gen bdlgesi ve L.
fermentum tiiriinde arginin-ornitin antipoter protein lretimini kodlayan gen bolgesi hedef
alinarak primer gelistirilmistir. Bu ¢alismanin sonunda yakindan iligkili tiirlerin birbirinden
ayirt etmek icin kullanilan PCR analizinin oldukga etkili oldugu belirtilmistir (Cremonesi vd.,
2011).

RAPD-PCR analizi ile genotipik karakterizasyon.

Yogurt starter kiiltiirli olabilecek izolatlarin genetik ayrimi ilk olarak RAPD-PCR islemi
ile gerceklestirilmistir. Bu kapsamda S. thermophilus ve L. bulgaricus olarak belirlenen
izolatlarin (GTG)S profilleri PCR islemi ile ¢ikartilmistir. Sekil 19 ve 20’ de sirasiyla S.
thermophilus ve L. bulgaricus suslariin RAPD-PCR islemi sonucunda olusan bant profillerini
gostermekte olup, bu profillere gore farkli oldugu diisiiniilen suslar bir sonraki basamak i¢in

secilerek on genotipik tipleme islemi gerceklestirilmistir.

Ladder B38YS3 B25YS2 B44Y9 BS52YI3 B25S25 B24Y23 BS2S12 B38YIS BS2Y1l B38YI6 B25S81 BI6Y73 BS2S80  B44YS  B61Y7

Sekil 17. S. thermophilus pozitif ¢ikan izolatlarin GTGS profillerini gdsteren agaroz (%1) jel
goruntisi.
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Ladder BSYIS BOSYI6 BOSYS RISV BIOVD BAVID BGOYSe BGOVSS BSINGS BSINGI BV RISV BV BOSVIS BOSVIT
Sekil 18. L. bulgaricus pozitif ¢ikan izolatlarin GTGS profillerini gosteren agaroz (%1) jel
goruntusu.

Her iki sekilden de goriilebilecegi iizere (GTG)S islemi 6nemli bir diizeyde ayrim elde
etme imkani saglamis ve boylece ilk basta 105 ve 96 olan sirasiyla S. thermophilus ve L.
bulgaricus sayilar1 benzer olabilecegi diisiiniilen izolatlarin elenmesi ile basta 16S rRNA PCR
islemi olmak tizere daha sonraki islemlere 34 S. thermophilus ve 45 L. bulgaricus seklinde

aktarilmstir.

S. thermophilus ve L. bulgaricus Pozitif Tiirlerin 16S rRNA Genlerinin
Sekanslanmasi.

RAPD-PCR sonucu farkli oldugu diisiiniilerek secilen izolatlarda 16S rRNA geni
tiniversal primerler kullanilarak PCR islemi ile ampilifiye edilmis ve 1500 bp {iriiniin elde edilip
edilmedigi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. 16S rRNA geninin primerler ile
amplilifiye edilmesi ile 34 S. thermophilus ve 45 L. bulgaricus tiir sekanslama islemine
gonderilmistir. Sekil 21-22” de S. thermophilus ve L. bulgaricus tirlerine ait 16S rRNA geninin
PCR ile ampilifikasyonunun ardindan jelde yiiriitiilmesi islemini gdstermektedir. PCR {irtinleri
acisindan herhangi bir sorun teskil etmeyen {iriinler sonrasinda sekanslama islemi ig¢in

MEDSANTEK ’e (istanbul) génderilmistir.
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Sekil 19. S. thermophilus ve L. Bulgaricus pozitif suslarda 16S rRNA geninin amplifikasyonunu
gosteren agaroz jel (%]1) goriintiisii.

Sekil 20. S. thermophilus ve L. bulgaricus pozitif suslarda 16S rRNA geninin amplifikasyonunu
gosteren agaroz jel (%]1) goriintiisii.

Sekanslama islemi sonucunda biitiin suslar beklendigi sekilde S. thermophilus ve L.
bulgaricus olarak BLAST sistemi marifetiyle tanimlanmistir. Toplam 79 tane izolatta ve
bunlarin 45 tanesi farkli L. bulgaricus ve 34 tanesi farkl S. thermophilus suslar1 olmak {izere
tanimlama islemi gerceklestirilmistir. Benzer bir calismada Liibnanin geleneksel fermente
irtinii olan Labandan 96 LAB izole edilerek teknolojik Ozellikleri karakterize edilmistir
(Chammas, Saliba, Corrieu, & Béal, 2006). “’Laban’’ yogurt benzeri fermente bir siit {irtini
olup bu kapsamda test edilen suglarin fenotipik ve biyokimyasal analizlere tabi tutulmasi ile

birlikte totalde 96 tane S. thermophilus ve L. bulgaricus susu izole edilmistir.
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Dertli (2015), yapmis oldugu calismada, Diizce’de 4 farkli kaynaktan toplam 8 tane
yogurt 0rnegi toplayarak 48 saat icerisinde analiz etmistir. Toplam 7 izolat elde etmis ve bu
izolatlardan 3 “Uinii S. thermophilus olarak tanimlanirken diger 3 sus S. hominis, bir sus ise
kiltirlenmemis bakteri ile eslendigini saptamistir. Diger bir ¢alisma da ise, Bayburt’ta
geleneksel yogurt 6rnekleri toplanarak analize tabi tutulmus ve elde edilen 150 yogurt izolatinin
genotipik olarak tanimlanmasi yapilmistir. Calisma sonunda L. bulgaricus’ a ait 4, S.

thermophilus’a ait 9 sus identifiye edilmistir (Ispirli, & Dertli, 2018).

Baska bir ¢alismada ise, Yunan yogurdundan toplam 74 sus S. thermophilus, L.
bulgaricus’tan ise 75 sus izole edilerek bu suslarin asidifikasyon hareketi, aroma bilesikleri
olusumu agisindan degerlendirilmistir (Xanthopoulos, Petridis, & Tzanetakis, 2001). Yine
farkli bir ¢aligmada ise, Tiirkiye’nin farkli bdlgelerinden elde edilen yogurt 6rneklerinde 34
adet S. thermophilus susu izole edildigi (Aslim, & Beyatli, 2004) tarafindan rapor edilmistir.
Biitin bu c¢alismalardan goriilecegi lizere ¢ok fazla sayida Ornek toplama islemi
gerceklestirilmis olmasina ragmen izole edilen farkli sus sayisinin beklenenin altinda oldugu
yorumu ortaya konabilir. Bu husus geleneksel yogurt bakterilerinin izolasyon gii¢liigii olarak

yorumlanabilir.

izolatlarin alt tiir tamimlanmasinda MLST tekniginin kullanimi.

MLST teknigi LAB tiirleri de olmak iizere bakteriyel tiirleri sus seviyesinde ayirmakta
kullanilabilen olduk¢a etkin bir tekniktir. Bu kapsamda tez biit¢esinin de el verdigi 6l¢tide farkl
oldugu RAPD-PCR islemi ile ortaya konan S. thermophilus ve L. bulgaricus suslarinda 3’er
MLST bolgesi ampilifiye edilmis ve suslar derinlemesine tiplendirilmeye ¢aligilmistir. Sekil 23
ve 24’ de S. thermophilus ve L. bulgaricus suslarinda sirasiyla pyrG, recA, rpoB ve rpoB, recA

ve pyrG bolgelerinin ampilifikasyonunu gosteren agaroz jel goriintiilerini géstermektedir.
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Sekil 21. S. thermophilus suglarinda rpoB, recA ve pyrG bolgelerinin ampilikasyonunu gosteren

agaroz jel goriintiileri.

Sekil 22. L. bulgaricus suslarinda, B-rpoB, B-recA, B-phes bdlgelerinin ampilikasyonunu

gosteren agaroz jel goriintiileri.

Ilgili bolgelerin ampilikasyonunu takiben bu bolgelerin  sekanslama islemi
gerceklestirilmistir. S. thermophilus izolatlar1 i¢in elde edilen sekanslar sonrasinda MLST veri

taban1 olan https://pubmlst.org/ adresine yliklenmis ve S. thermophilus izolatlarinin allel tipi

belirlenmistir. Tablo 20°de S. thermophilus izolatlar1 igin allel tiplerini gostermektedir. Tablo

20’den de goriilecegi lizere pyrG gen bolgesi ile 5 farkli allel tipi ortaya ¢ikmis ve izolatlar 5

farkli susa ayrilmistir. Bu dogrultuda B69Y39, B52S12, B52Y13, B69Y51, B38Y 16, B69Y 40,

B69Y41 ve B44YS allel tipi 11 olarak, B61Y1, B16Y73 ve B16Y74 allel tipi 9, B25S25 allel

tipi 10, B69Y50, B24Y23, B38Y 14 ve B44Y9 allel tipi 6, B61Y5 allel tipi 4 olarak ortaya
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cikmistir. Benzer olan allellerde recA gen bolgesinin farkli oldugu gdzlenmistir. Ornegin pyrG

geni agisindan B69Y39 ve B52Y'13 11 allel tipinde iken, her iki izolat recA geni i¢in sirastyla

5 ve 2 allel tipini gostermislerdir. Bu sonug bu allellerin farkli olmasi1 miinasebetiyle bu suslarin

farkli suglar olduklarmi gostermesi bakimindan 6nem arz etmektedir. Benzer sonuglar rpoB

geni i¢inde ortaya ¢ikmustir.

Tablo 20. S. thermophilus izolatlarmim pyrG, recA ve rpoB MLST Bélgeleri i¢in Allel Tipleri

Sus Kodu pyrG recA rpo-B
B69Y39 11 5 2
B61Y1 9 5 9
B52S12 11 5 2
B25S25 10 4 11
B69Y50 6 -k -
B61YS5 4 2 -
B52Y13 11 2 -
B69Y52 11 2 -
B69Y51 11 - -
B38Y16 11 - -
B16Y73 9 - -
B16Y74 9 - -
B69Y40 11 - -
B69Y41 11 2 -
B61Y3 4 - -
B44Y8 11 2 -
B24Y23 6 6

B38Y14 6 2 -
B38Y15 4 - -
B44Y9 - 6 7
B25Y24 - 2 -
B52Y11 - 2 -
B69Y49 - 2 -

*Tez calismast KAMAG projesi gercevesinde yiiriitiilmiis oldugundan ilgili MLST islemi diger bir grup

tarafindan gerceklestirilmistir.

L. bulgaricus suslar1 igin MLST tiplendirmesinde ise ilgili veri tabaninda yeterli MLST

verisi olmadigi i¢in tiplendirme islemi ilgili gen boélgelerinin sekanslari ile olusturulan

filogenetik dendogram ile gergeklestirilmistir. Sekil 25, 26 ve 27’ de sirasiyla rpoB, pyrG ve
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recA bolgelerinin sekanslari ile olusturulmus dendogramlar1 géstermektedir. Sekil 25°den de
goriilebilecegi iizere rpoB geni kullanilarak olusturulan dendogram ile L. bulgaricus izolatlar
5 farkli gruba ayrilabilmislerdir. Bu islem pyrG geni ile gerceklestirildiginde ise olusan
dendogram Sekil 26’da verilmistir. Bu gen ile L. bulgaricus izolatlar1 8 farkli grup seklinde
ortaya ¢ikmigslardir.

B44Y10
B38Y22
B38Y18
B16Y TS
B16YT5
B52Y61
B23Y60
B38Y21
B16YT6
B52Y 62
B12Y 70
| B25Y37
| B25y3s

B69YS55
| B25YT9
| B25Y38

B12Y67
B25Y28

0.00200 0.00250 0.00200 0.00150 000100 0.00050 000000

Sekil 23. L. bulgaricus suslarinin MLST analiz ¢ergevesinde rpoB bdlgesi baz alinarak UPGMA

metodu ile olusturulan dendogram.
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B16Y77
B38Y22
B52Y63
B23Y60
B12Y72

B25Y27

B12Y68

B16Y76

B16Y78
B38Y20

B25Y38

B25Y30

|825Y79
|825Y33

1 1 1 1 ]
T T T T 1
0.0040 0.0030 0.0020 0.0010 0.0000

Sekil 24. L. bulgaricus suslarinin MLST analiz ¢ercevesinde pyrG Bolgesi baz alinarak
UPGMA metodu ile olusturulan dendogram.

Her iki gen bolgesi ile olusturalan dendogramlar 6nemli diizeyde ayrim saglarken recA

geni ile olusturulan MLST profilinde sadece 2 grup meydana gelmistir (Sekil 27).

B38Y 17
B25Y 38
B16Y 75
B12Y 69
B44Y 10
B12Y 72
B16Y 78
B12Y 66
B16Y 76
B38Y 21
B25Y 34
B52Y 62
B25Y 37
B69Y 55
B25Y 35
B69Y 56
B25Y61
B12Y 71
B25Y 29
B38Y 18

. . . .
0.250 0.200 0.150 0.100 0.050 0.000

Sekil 25. L. bulgaricus suslarinin MLST analiz ¢ergevesinde recA bolgesi baz alinarak UPGMA
metodu ile olusturulan dendogram.
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Sonug olarak 3 farkli gen bolgesi kullanilarak L. bulgaricus izolatlarinin MLST

profilleri olusturulmus ve farkli suslar ayirt edilebilmislerdir.

Yapilan bir calismada L. bulgaricus tiirleri Mogolistan, Rusya ve Bat1 Cin’ de {iretilen
fermente iiriinlerden 298 L. bulgaricus tiirii izole edilmistir. Izole edilen tiirlerde MLST teknigi
kullanilarak alt tiir tanimlanmasi yapilmistir. Bu calisma kapsaminda clpX, dnaA, groEL,
murE, pheS, pyrG, recA ve rpoB primerleri kullanilmigtir. Bu primerler ile L. bulgaricus
tiirlerinin gen bolgeleri basarili bir sekilde amplifiye edilmistir. Bu MLST teknigi ile yapilan
tanimlama ile endiistriyel boyutta farkli suslarin rekombinant 6zellikler agisindan fayda

sagladig1 6ne stiriilmiistiir (Song vd., 2016).

S. thermophilus tiirlerinin alt tiir tanimlanmasininin yapildig: bir ¢aligmada carB, clpX,
dnaA, murC, murE, pepN, pepX, pyrG, recA, and rpoB primerleri (housekeeping genleri
karsilayan) kullanilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda 239 adet S. thermophilus tiirleri, 18 adet
referans tiirleri ve 119 adet tanimhi dizi tiirleri kullanilmastir. 10 lokustan 132 polimorfik alan
tespit edilmistir. Primerler ile kontrol edilen S.thermophilus suslar ile filogenetik agag
olusturulmustur ve filogenetik agacta S. thermophilus izolatlarmn ait 5 soy agaci belirlenmistir

(Yuwvd., 2015).

Diger bir ¢alismada ise L. casei suslar belirlemek amaglanmistir. Calisma kapsaminda
alt1 farkli primer ve 40 L. casei izolatlarinda MLST teknigi gelistirilmistir. L. casei suslarini
belirlemede kullanilan primerlerin (housekeeping genleri karsilayan) allel genleri pgm
primerinde 1-12 allel gen, polA primerinde 1-14 allel gen, nrdD primerinde 1-11 allel gen,
metRS primerinde 1-10, mutL primerinde 1-20 ve ftsZ primerinde 1-15 allel tipinde olabildigi
belirlenmistir. Calisma sonunda 36 farkli sus elde edildigi bildirilmistir (Cai, Rodriguez, Zhang,
Broadbent, & Steele, 2007).

L. plantarum tiirlerinin alt tiir tanimlanmasi i¢in yapilan bir calismada L. plantarum
tiirleri farkli kaynaklarda izole edilerek alt tiir tanimlanmasinin yapilmasi amaciyla MLST
teknigi ile ayrim yapilmistir. Calismada 16 adet L. plantarum tirii pgm, ddl, pyrB, purK1, gdh
ve mutS primerleri (housekeeping genleri karsilayan) ile alt tiir tanimlanmas1 yapilmistir.
Tanimlamada 6rnegin, pgm primerinde 7 tane 1 allel gen, 8 tane 3 allel gen ve bir tane 2 allel
gene sahip sus oldugu belirlenmistir. Diger primerlerde de allel genler belirlenerek farkl suslar
belirlenmistir. L. plantarum alt tlirlerini belirlemede MLST tekniginin hizli ve kesin sonug
vermesi oldukca faydali bir ara¢ olabilecegi bildirilmistir (de las Rivas, Marcobal, & Munoz,

2006).
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izole Edilen Suslarin Teknolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi
L. bulgaricus ve S. thermophilus suslarin % laktik asit miktariin belirlenmesi.

Genotipik ayrimin ardindan yogurt baslatici kiiltiirlerinin teknolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi siirecinde ilk basamak kiiltiirler tarafindan asit {iretim yeteneklerinin belirlenmesi
olmustur. izole edilen 36 L. bulgaricus ve 31 S. thermophilus suslarinda % laktik asit miktar1
hesaplanmistir. Kiiltiirlerin % laktik asit degerleri Tablo 21°de verilmistir. L. bulgaricus
suslarinda % laktik asit degeri en yiiksek B69Y55 (%0,6) kodlu susta ve en diisiik % laktik asit
degeri ise B25Y30 (0,1) kodlu susta tespit edilmistir. S. thermophilus suslarinda ise % laktik
asit degeri en yiiksek B52Y 11 (%0,38) kodlu susta, en diisiik % laktik asit degeri en B69Y40
(%0,21) kodlu susta gézlenmistir.

Yapilan bir aragtirmaya gore Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden (Antalya, Igdir, Isparta,
Konya, Mersin, Sivas ve Urfa) geleneksel yogurt ornekleri toplanmistir. Toplanan yogurt
orneklerinin titre edilebilir asitlik degerleri arastirilmistir. Arastirma sonucuna gore % laktik
asit miktarlar1 0.86-2.32 arasinda oldugu belirlenmistir. Yogurt orneklerinin % laktik asit
miktarlari ise 0.96-1.73 arasinda oldugu bildirilmistir (Herdem A, 2006). Diger bir calismada
da Batman ilinin farkli kdylerinde toplanan yogurt 6rneklerinde % asit degerleri en yliksek
%1.59 ve en diisiik %0.82 oldugu belirlenmistir (Eren Karahan L, 2016). Bursa ilinde ise
yogurt iiretimi yapan 20 farkli firmadan toplanan yogurt orneklerinde % asit degerleri
arastirilmistir. Aragtirmaya gore % asitlik degeri %0.89-1.89 arasinda tespit edilmistir (Tayar,
Anar, & Sen, 1993).
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Tablo 21. L. bulgaricus ve S. thermophilus Tiirlerinde % Laktik Asit Miktar

L. bulgaricus
(% Laktik Asit)

S. thermophilus
(% Laktik Asit)

B25Y34
B25Y79
B12Y71
B16Y78
B25Y30
B25Y38
B12Y70
B12Y68
B38Y21
B25Y33
B38Y22
B69Y 54
B12Y72
B44Y10
B16Y75
B25Y28
B25Y37
B25Y29
B52Y65
B38Y17
B69Y55
B23Y58
B12Y66
B16Y77
B25Y35
B52Y61
B52Y64
B25Y26
B25Y36
B16Y76
B23Y59
B12Y69
B23Y57
B25Y32
B38Y18
B69Y56
B38Y20

0,46+0,05
0,29+0,02
0,52+0,06
0,50+0,05
0,10+0,01
0,29+0,01
0,44+0,03
0,52+0,05
0,27+0,01
0,57+0,04
0,34+0,02
0,56+0,03
0,30+0,03
0,41+0,02
0,56+0,03
0,55+0,03
0,35+0,03
0,54+0,06
0,32+0,02
0,48+0,03
0,60+0,03
0,32+0,02
0,44+0,03
0,48+0,08
0,43+0,07
0,47+0,07
0,49+0,03
0,44+0,03
0,43+0,01
0,25+0,01
0,49+0,01
0,46+0,01
0,51+0,04
0,36+0,02
0,35+0,04
0,29+0,02
0,45+0,02

B44Y9

B52Y11
B38Y14
B24Y23
B69Y49
B44Y38

B38Y16
B69Y45
B61Y7

B61Y1

B25Y24
B69Y52
B69Y39
B61Y6

B16Y73
B69Y40
B61Y5

B69S44
B69Y48
B69Y43
B61Y2

B69Y46
B52S12
B52Y13
B38Y15
B16Y74
Bo6l1Y4

B69Y50
B25825
B61Y3

B69Y41

0,32+0,01
0,38+0,02
0,32+0,02
0,29+0,01
0,35+0,02
0,31+0,05
0,33+0,05
0,28+0,02
0,25+0,03
0,30+0,03
0,27+0,01
0,25+0,01
0,32+0,02
0,32+0,02
0,29+0,03
0,21+0,03
0,27+0,01
0,33+0,01
0,34+0,01
0,37+0,03
0,27+0,03
0,33+0,04
0,32+0,02
0,27+0,01
0,37+0,03
0,27+0,02
0,32+0,02
0,34+0,02
0,38+0,02
0,26+0,01
0,34+0,05
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L. bulgaricus ve S. thermophilus tiirlerine ait suslarin ph gelistirme ozelliklerinin
belirlenmesi.

Geleneksel yogurtlardan izole edilen 44 L. bulgaricus ve 31 S. thermophilus tiirlerinde
pH gelistirmeyi belirlemek i¢in suslarin pH degerleri iki saat araliklarla 10 saat boyunca 6l¢tiim
almmustir. Olgiim sonuglar Sekil 28 ve 29° da verilmistir. L. bulgaricus suslar 6. saate kadar
ApH degerinde artis goriilmektedir. 6.saatten sonra ise ApH degeri azalmaya baslamistir.
Sirasiyla 2. saat, 4. saat, 6. saatlerinde ApH degeri en yiiksek B16Y76 kodlu L. bulgaricus susu
olarak belirlenmistir ve saatlere gore sirastyla ApH degeri 1.15, 2.33 ve 2.54 olarak dl¢tilmiistiir.
8.saat ve 10.saatlerinde ise ApH degeri en yiiksek B25Y29 kodlu L. bulgaricus susu olarak
belirlenmis ve saatlere gore sirastyla ApH degeri 2.49 ve 2.12 olarak belirlenmistir. Bunun yani
sira L. bulgaricus suslarmin en diisik ApH degerleri 2.saat, 4.ssat, 6.saat 8.saat ve 10.satte
sirastyla B25Y26 (0,27), B23Y57 (0,49), B23Y57 (0,75), B23Y57 (1,18) ve B23Y57 (0,99)
olarak Olcllmiistiir. S. thermophilus suslarinda ise 4. saate kadar ApH degerinde artig
gorilmektedir. 4.saatten sonra ise ApH degeri azalmaya baslamistir. 2. saat, 4. saat, 6. saat, 8.
saat ve 10. saat S. thermophilus suslarinda en yiiksek ApH degeri sirasiyla B52S12 (1,74),
B12Y11 (2,42), B69Y50 (2,42), B69Y40 (2,21) ve B69Y40 (1,79) olarak 6l¢iilmiistiir. Bunun
yani sira 2.saat, 4.saat, 6.saat, 8.saat ve 10.saat S. thermophilus suslarinda en diisiik ApH degeri
sirastyla B69Y42 (0,16), B69Y41 (0,41), B44Y8 (0,5), B69S44 (1,73) ve B16Y74 (1,40) olarak
Olclilmiistiir. Bulunan ApH degerleri literatiirde yapilan calismalarla karsilastirildiginda

kiiltiirlerin pH gelistirme yeteneklerinin yiiksek olmast olduk¢a 6nemlidir.

Yapilan aragtirmaya gore S. thermophilus suslarmin L. bulgaricus suslarimdan pH
acisindan daha duyarli oldugu belirlenmistir. S. thermophilus suslarinda pH 4.2-4.4 araliginda
gelisimin yavasladig1 fakat L. bulgaricus suslar1 pH 3.5-3.8 seviyesine kadar asitlige karsi
tolerans gosterdigi belirlenmistir (Lourens-Hattingh, & Viljoen, 2001).

Yapilan bagka bir ¢alismada ise yerli ve ticari S. thermophilus ve L. bulgaricus susarinin
ApH degerleri arastirilmistir. Kiiltiirler pastorize yagsiz siit igerisinde 42°C’de 5 saat
inkiibasyona birakilmistir. 5 saat inkiibasyon sonunda yerli S. thermophilus suslarinda ApH
degerlerinden bazilarmin 1.00, 0.95, 0,90 oldugu belirlenmistir. Ticari S. thermophilus
suslarinda ApH degerleri ise 0.95-1.50 arasinda oldugu belirlenmistir. Ticari L. bulgaricus
suslarinda ApH degerleri 1,0-1.51 arasinda oldugu tespit edilirken yerli L. bulgaricus suslarinda
ApH degerlerinin daha diisiik oldugu belirtilmistir. L. bulgaricus suslarinda ApH degerlerinden
0.90 ve 0.80 en iyi degerleridir (Ayhan, Durlu-Ozkaya, & Tunail, 2005).

50



25

0,5

0

£ =
- wn ~
rEifhg——m——"""""_
AP ————————————

-
;
I
oM
o

N O O © 00 O O W 0 N 1 M - N O S TN O NN O MmN O N OO NOXONOWLWAOO WM O ©
N U B I - R R R
N wnwnmwmwnmwmminominna N AN OO ANMmANST N W N W W N 0 ® O © L O NNNNON n
N N NN NN NN NN NN N W O AN !N WL S O NN NN M = M M = oo e e - - O o~
00 M0 MM MmMM@MOA@aE@OOM0a@0aM 0 M0 M MmMMmOaO eBa@Oa@OM@NDa@Ha@Na@Naoa@ M M MM MmMM@Ma@MOEAE@AODNAO 00 @0M o
W 2Saat m4.Saat m6.Saat W8.Saat m10.Saat
Sekil 26. 44 L. bulgaricus tirlerinde pH degerleri.
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Sekil 27. 31 S. thermophilus tirlerinde pH degerleri
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Yapilan diger bir calismada pastorize inek siitiine L. bulgaricus ve S. thermophilus
suslar1 inokiile edilmistir. 42°C’de 4 saat inkiibasyona birakilan suslar inkiibasyon sonunda pH
degerleri dl¢iilmiistiir. L. bulgaricus suglarinin pH degeri 5.80, 4.75 ve 4.45 olarak bulunmustur.
S. thermophilus suglarinin pH degeri 4.57, 4.55 ve 4.69 olarak bulunmustur (Abu-Tarboush,
1996).

L. bulgaricus ve S. thermophilus suslarin proteolitik aktivitelerinin belirlenmesi.

Geleneksel yogurt 6rneklerinden izole edilen yogurt baslatici kiiltiirlerinin proteolitik
aktivitesi toplam amino asit konsantrasyonu tespitinde olduk¢a verimli sonuglar elde edilen
OPA metodu ile gerceklestirilmistir (Weimer, Oberg, Moyes, Brown, & Richardson, 1989). Bu
calismada ise izole edilen 35 L. bulgaricus ve 25 S. thermophilus tiirlerin proteolitik aktiviteleri
Tablo 22’de verilmistir. Calismaya gore L. bulgaricus suslarinda en yiiksek proteolitik
aktiviteye sahip sus B25Y28 olarak belirlenmistir. B25Y28 susunun OD340 serbest amimo asit
miktar1 0.547 olarak bulunmustur. L. bulgaricus suslarinda en diigiik proteolitik aktiviteye sahip
sus B25Y30 olarak belirlenmistir. B25Y30 susunun OD340 serbest amimo asit miktar1 0.078
olarak bulunmustur. S. thermophilus suslarinda en yiiksek proteolitik aktiviteye sahip sus
B69Y40 olarak belirlenmis ve OD349 serbest amimo asit miktar1 0.172 olarak belirlenmistir.

Diger S. thermophilus suslari ise 0,084-0,001 arasinda bulunmustur.
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Tablo 22. L. bulgaricus ve S. thermophilus Tiirlerin Proteolitik Aktiviteleri

S.thermophilus L. bulgaricus
Ornek Kodu OD34? serbest amimo Ornek Kodu OD349 serbest amimo
asit miktarlan asit miktarlarn
B61Y1 - B38Y17 0,428+0,05
B61Y2 0,084+0,01 B38Y18 0,345+0,03
B61Y3 0,072+0,01 B38Y20 0,395+0,01
B61Y4 - B38Y21 0,458+0,03
B44YS8 - B38Y22 0,514+0,05
B44Y9 - B25Y26 0,322+0,05
B52Y11 - B25Y28 0,547+0,08
B52S12 - B25Y30 0,078+0,01
B52Y13 - B25Y32 0,175+0,01
B38Y14 - B25Y33 0,282+0,01
B38Y15 0,064+0,01 B25Y34 0,243+0,02
B38Y16 - B25Y35 0,317+0,05
B24Y23 0,044+0,01 B25Y36 0,282+0,03
B69Y39 - B25Y37 0,312+0,01
B69Y40 0,172+0,01 B25Y38 0,332+0,01
B69Y41 - B69Y53 0,269+0,01
B69Y42 - B69Y55 0,389+0,04
B69S44 - B69Y56 0,096+0,01
B69Y45 - B23Y58 0,311+0,01
B69Y46 - B23Y59 0,337+0,01
B69Y48 - B23Y60 0,144+0,01
B69Y49 0,032+0,01 B52Y61 0,247+0,01
B69Y50 - B52Y64 0,323+0,02
B16Y73 - B52Y65 0,406+0,03
B16Y74 0,042+0,01 B12Y66 0,468+0,05
B12Y67 0,299+0,02
B12Y68 0,446+0,03
B12Y69 0,26+0,01
B12Y70 0,312+0,02
B12Y71 0,299+0,01
B12Y72 0,238+0,01
B16Y75 0,38+0,02
B16Y76 0,431+0,03
B16Y77 0,452+0,03
B16Y78 0,332+0,02
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Yapilan bir arastirmada L. bulgaricus suslarinda proteolitik aktivite OPA metodu
kullanilarak 0.saatten baslayip 2 saat araliklarla 12 saat boyunca 6l¢iilmiistiir. Arastirmaya gore
L. bulgaricus suslarinda proteolitik aktivite 12 saate kadar artis gdstermektedir ve bir tane L.

bulgaricus susu en yiiksek proteolitik aktivitesinin 0.363 olarak belirlenmistir (Hou vd. , 2015).

Shihata, & Shah (2000) yapmis oldugu calismada 6 S. thermophilus susu, 5 Lb.
bulgaricus susu, 12 L. asidophilus susu ve 3 Bifidobakterium spp. suslarinda 6 saat inkiibasyon
uygulanarak OPA metodu ile proteolitik aktiviteleri arastirilmis ve absorbans degerleri 340nm
de Olcililmiistiir. Arastirmaya gore S. thermophilus suslari 0.10-0.30 arasinda oldugu, L.
bulgaricus suslar1 0.10-0.20 arasinda oldugu, L. asidophilus suslar1 0.05-0.20 ve
Bifidobakterium spp. suslar1 0.01-0.20 arasinda oldugu belirlenmistir.

Baska bir ¢alismada ise L. bulgaricus suslar1 ve S. thermophilus suglarinin proteolitik
aktivitesi arastirilmistir. Arastirmaya gore S. thermophilus suslarinda -5, -2, ve 18 nmol-g™! for
107 UFC-mL"! sonuglar1 elde edilmistir. L. bulgaricus suslarinda 153, 263, 18 ve -2 nmol-g™!
for 107 UFC-mL! sonuglar1 elde edilmistir (Courtin, & Rul, 2004).

Diger bir calismada ise S. thermohilus ve L. bulgaricus suslariin proteolitik aktivitileri
2 mL! *de tirozin (mg) miktarlar1 arastirilmistir. Arastirmaya gore geleneksel yogurtlardan
izole edilen L. bulgaricus tlirlerinin proteolitik aktivitesi en zayif 0.33-0.47 mg tirozin esdegeri
olarak belirlenmigtir. Bununla birlikte L. bulgaricus tiirlerinin proteolitik aktivitesi en yliksek
0.64-0.86 mg tirozin esdegeri olarak belirlenmistir. S. thermophilus tiirlerinde ise proteolitik
aktivitesi en yiiksek yaklasik degeri 0.24-0.30 mg tirozin esdegeri olarak belirlenmistir (Ayhan
vd. , 2005).

L. bulgaricus ve S. thermophilus suslarin faj direncliliginin belirlenmesi.

Yogurt baslatici kiiltiirlerinin teknolojik 6zellikleri agisindan en 6nemli niteliklerinden
birisi olan faj direncliligi geleneksel yogurt izolatlar1 agisindan test edilmistir. Bu kapsamda S.
thermophilus faji olarak sirastyla ®B3S10, ®7095-53, ®46.1, ®IB-3A ve ®231-50
kullanilirken, L. bulgaricus faj olarakta sirasiyla ®231LPS, ®231LP24, ®LPAA, ®X19 ve
OVILA kullanilmistir (Sekil 30). Bu fajlar {izerinde siit ve yogurt izolati olan 67 adet S.
thermophilus ve L. bulgaricus suslar ile karsilagtirma yapilmistir. L. bulgaricus suslarinda
®231L-P8, @ 231LP-24, ®LbA-A, ®V1-X19 ve ®VI1L-A fajlarina kars1 sirastyla %50, %54,
%37, %48 ve %29 ‘luk bir direnclilik tespit edilmistir. izole edilen 36 adet S. thermophilus
susunda ise, ®B3S-10, ®709-X3, ©231-X23, ®1B3A ve ®231-X7 fajlarina kars1 sirasiyla
%16, %19,%16, %25 ve %19 direnglilik gézlemlenmistir.
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~ = 77

Sekil 28. Izolatalarin fajlara kars1 direngli(B) ve duyarli(A) olduklarmi gdsteren petri.

Yogurtta baslangic kiiltlir olarak kullanilan S. thermophilus’un faj enfeksiyonlari
endistride biiyiik 6l¢iide sorun olusturdugu bilinmektedir. Bu kapsamda 1998-2000 yillart
arasinda Arjantin yogurt fabrikasinda sorun (asitlendirme) olusturan partiden 11 litik faj izole
ederek muhtemel konakgisi olabilecek S. thermophilus suslari tizerindeki etkileri arastirilmastir.
Calisma sonunda 4,5 ve Sth10 suslar1 @1 ve ®2’ye kars1 hassasiyet gostererek faj varliginda
canlilig1 kaybetmistir. Acl susu ise @1 de gelisim gostererek direngli olmustur. Bu durumda
ayn1 yerden izole edilen suglar1 direncliligi ya da konakgis1 olma durumu fajin ¢esidine gore
degiskenlik gostermektedir (A Quiberoni vd. , 2003). Yapilan tez ¢alismasinda ise, B61Y3,
B61Y4,B61Y5, B61Y6, B69Y48 ve B69S44 suslari sirasiyla S. thermophilus fajlarma (®B3S-
10, ©709-X3, ®231-X23, ®1B3A ve ®231-X7) kars1 direng gdsterirken, B69Y50, B69Y45,
B69Y43,B69Y42, B69Y41, B69Y40, B25Y24, B38Y 16, B38Y 14, B52Y 13, B52Y11, B44Y9,
B44Y8 VE B61Y1 suslari ise bu 5 faja karj1 direng géstermemistir (Tablo 24). L. bulgaricus
suslarinin 5 farkl bakteriyofaja karsi1 direngliligi arastirilmistir ve aragtirma sonuglar1 Tablo
23’de verilmistir. Arastirmaya gére B69Y53, B69Y 54, B23Y57, B52Y61, B25Y27, B25Y31,
B25Y32,B25Y34,B25Y35, B38Y 17 suslar1 5 faja kars1 direng gostermistir. B16Y77, B16Y78,
B12Y68, B25Y26, B38Y21, B23Y59 ve B52Y63 suslari ise 5 faja kars1 direng gostermemistir.

Bazi suslarin reseptorlerindeki bazi modifikasyonlarla viriilant fajlara uzun siire hayatta
kalabilme durumu s6z konusu olabilmekte ve bu durumda susa bagimlilik
gostermektedir(Andrea Quiberoni, Moineau, Rousseau, Reinheimer, & Ackermann, 2010).
Yapilan bir ¢calismada 14 tane S. thermophilus susu ®COQ210 ve ®FcSth10 fajlarina karsi
%78 direng gosterdigini tespit etmislerdir (Binetti, Del Rio, Martin, & Alvarez, 2005). Yapilan
bu calismada ise test edilen S. thermophilus susu ®1B3A fajina kars1 %25 direng gosterek
yapilan ¢alismadan diisiik diisiik ¢ikmustir.
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Tablo 23. L. bulgaricus Suslarinin Bakteriyofaj Direngliligi

Bakteriyofaj Kodlar:
<

x N
5 & I 2 3
. - — R »” =
Bakteri Kodlar1 & e - S >
& g ®© ©
B16Y75 - - + * *
B16Y76 * - - - *
B16Y77 + + + + +
B16Y78 + + + + +
B69Y53 - - - - -
B69Y 54 - - - - -
B69Y55 * - + *
B69Y56 + - * * *
B23Y57 - - - -
B23Y59 + + + + +
B52Y61 - - - - -
B52Y62 + + + - +
B52Y63 + + + + +
B52Y64 £ - + + *
B52Y65 * * * * *
B12Y66 + - - b +
B12Y68 + + + + +
B12Y70 * * - - *
B12Y71 - - + - *
B12Y72 + * + * +
B25Y26 + + + + +
B25Y27 - - - - -
B25Y28 - - + - -
B25Y29 + + * * +
B25Y30 * * * *
B25Y31 - - - - -
B25Y32 - - - - -
B25Y33 * * * * *
B25Y34 - - - - -
B25Y35 - - - - -
B25Y37 * * + + +
B25Y38 + - + - +
B38Y17 - - - - -
B38Y18 - - + - +
B38Y21 + + + + +
B38Y22 + + + - *

(-) Bakteri bakteriyofaja karsi direngli.
(+)Bakteri bakteriyofaja karsi direng gostermedi.

(x) Bakteriyofaj bakteri ile siirekli olarak muamele edilirse starter kiiltiir olarak kullanilamaz.
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Diger bir calismada ise Finlandiya’ da peynir liretiminin gergeklestirdigi isletmelerde
sorun olusturan 9 adet S. thermophilus fajlarinin homolog ve heterolog konakg¢ilarinda plak
olusturma etkinlikleri arstirllmistir. Aragtirmaya gore, ¢alismada kullanilan ®FK 10 ile ®FK 74
fajlar1 heterolog konakgilarda daha yliksek plak etkinligi gosterildigi belirlenmistir(Kivi,
Peltoméki, Luomala, & Sarimo, 1987).

Tablo 24. S. thermophilus Suslarinin Bakteriyofaj Direngliligi

Bakteriyofaj kodlar

®B3S10
O7095-53
®46.1
®1B3A
®231-50

Bakteri Kodlar
B61Y1 + + + + +
B61Y2 * * - - +
B61Y3 - - - - -
B61Y4 - - - - -
B61Y5 - -
B61Y6
B61Y7
B44YS8
B44Y9

B52Y11
B52Y13
B38Y 14
B38Y16
B24Y23
B25Y24
B69Y39
B69Y40
B69Y41
B69Y42
B69Y43
B69S44
B69Y45
B69Y46
B69Y48
B69Y49
B69Y50
B38Y15
B16Y73
B16Y74
B69Y52

T T i s i o i o
e T T s
e e A e A s S

o+ o+ o+
i T T ™

e e

+ o+
n
+ o+
+ o+
+ o+

* % % % + + 1
* % % 0 4+ %
+ % % % + %
+ % % 4+ +
% ¥ % 1+ %

(-) Bakteri bakteriyofaja karsi direngli.
(+)Bakteri bakteriyofaja karsi direng gostermedi.

(x) Bakteriyofaj bakteri ile siirekli olarak muamele edilirse starter kiiltiir olarak kullanilamaz.
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Suslarin fenol-siilfirik asit Testi ile EPS iiretim miktarimin belirlenmesi.

Tez kapsaminda incelenen S. thermophilus ve L. bulgaricus izolatlar1 modifiye BHI
ortaminda 37 °C gelistirilerek EPS iiretim yetenegi test edilmis olup elde edilen sonuglar Tablo
25’de verilmistir. Yapilan bircok g¢alismada karbon kaynagi olarak farkli seker gruplari
kullanilmaktadir. Fakat tez kapsaminda yogurt bakterileri (L. bulgaricus ve S.thermophilus)
tizerinde duruldugu i¢in karbon kaynagi olarak laktoz kullanilmistir. Bu sayede yogurtta
fermantasyonu baslatan starter kiiltiirlerin laktozu kullanarak EPS iiretmesi saglanmistir. Genel
itibariyle test edilen L. bulgaricus suslarinda en yiiksek EPS {iretimi B12Y71 ( yogurt kaynakli
izolat) susu ile 859 ng/10” kob olarak belirlenirken, en diisiik {iretimi B38Y 18 (yogurt kaynakli
izolat) susu ile 73 pg/10” kob oldugu tespit edilmistir. S. thermophilus suslarindaki en yiiksek
EPS eldesi 575 ng/10” kob ile B38Y 14 ( yogurt kaynakli izolat) susu tespit edilirken, en diisiik
EPS eldesi 9 ng/10” kob ile B38Y 16 (yogurt kaynakli izolat) susunda gerceklesmistir.

Yapilan bir calismada Sentiirk, Dertli, Erten, & Simsek (2020) arastirma kapsaminda
kullanilan tarhana izolatlar1 Pamukkale tiniversitesi kiiltlir koleksiyonunda temin edilmistir.
Test edilen suslarda 18 tane LAB susu EPS iireticisi olarak se¢ilmis ve bu suslar GTGS primeri
kullanarak molekiiler yontemlerle ayirt edilmistir. Daha sonra bu suslarin farkli kosullarda EPS
tiretimini incelemislerdir. EPS iiretimi i¢in; inkiibasyon sicakligni 20°C, 30 °C ve 37 °C, karbon
kaynagin1 siikroz, maltoz, laktoz ve fruktoz, pH 4-5-6-7 ve inkiibasyon siiresini de 24-36-48h
arasinda degistirerek L. plantarum suslarindaki EPS iiretimlerinde nasil bir degisim oldugunu
arastirmiglardir. Calisma sonunda fermente iirtinden izole edilen LAB tiirii olan L. plantarum
suslarinda 37 °C’ de EPS iiretimi 0-250 pg/mL, karbon kaynagi olarak laktoz kullanildiginda
500-1100 pg/mL, pH 7°de 20-700 pg/mL arasinda bulunurken, 24 h sonra 100-1200 pg/mL
arasinda EPS iiretimi gergeklestigi tespit edilmistir. Yapilan tez ¢alismasinda ise,
S.thermophilus suslar laktozlu ortamda pH 7°de 37 °C*de 24 saatlik inkiibasyon sonunda EPS
liretimi S. thermophilus suslarinda 73-859 ng/107 kob arasinda bulunurken, L. bulgaricus
suslarinda 9-575 pg/10” kob arasinda tespit edilmistir. Bu ¢calismada da goriildiigii iizere EPS
tiretimi yapilirken gelistirilen ortamin bilesiminin ve inkiibasyon sartlarinin kritik 6neme sahip

oldugu tespit edilmistir.

Bagka bir ¢alismada ise, Bayburt ‘tan geleneksel ev tipi yogurtlar toplanarak analize tabi
tutulmustur. I¢lerinde S. thermophilus ve L. bulgaricus’un da bulundugu toplam 21 tane LAB
susu izole edilmistir. Calisma sonunda izole edilen L. bulgaricus Y39 susunda 1200 pg/107 kob
tespit edilirken, S. thermophilus Y102 susunda 900 ng/107 kob tespit edilmistir (Ispirli, &
Dertli, 2018). Yapilan bu calismada ise, EPS iiretimi S. thermophilus suslarinda 73-859 nug/10’
kob arasinda bulunurken, L. bulgaricus suslarmda 9-575 ug/10” kob arasinda tespit edilmistir.
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Ispirli, & Dertli (2017) yaptiklar1 calismada geleneksel 4 farkli kimiz 6rneginden dort

farkli LAB tiirli izole edilmistir. Caligma kapsaminda identifiye ettigi suslardan EPS {iretimi

gergeklestirmislerdir. Analiz sonucunda L. fermentum suslarmda EPS iiretimi 250-1900 ug/10’

kob arasinda tespit edilmistir. Bu tez ¢ercevesinde incelenen S. thermophilus ve L. bulgaricus

suslarinda ise, 9- 859 ng/107 arasinda oldugu belirlenmistir.

Tablo 25. Suslarin Fenol-Siilfirik Asit Testi ile EPS Uretim Miktar:

L. bulgaricus

S. thermophilus

Ornek Kodu EPS Uretim Miktar1 | Ornek Kodu  EPS Uretim Miktar1
(ug/107 Kob) (ug/107 Kob)

B25Y33 402,0000+5,3 B61Y5 241,71+3,5
B25Y32 129,3529+7,2 B69Y41 260,24+5.6
B52Y65 147,59+5.2 B69Y42 50,82+2,7
B25Y36 154,35+4.3 B69Y45 34,65+2.3
B12Y67 86,12+6,7 B52Y11 149,65+4.9
B38Y18 73,47+5.4 B61Y7 41,7143,2
B25Y35 265,8235+4,5 B38Y16 9,35+4.6
B52Y64 789,0588+8,2 B61Y4 109,94+4,7
B25Y79 79,35+6,2 B44Y9 27,59+2.5
B25Y26 489,9412+7,2 B69Y50 399,94+5 2
B69Y55 208,1765+5,7 B69Y48 124,94+52
B12Y66 95,82+7,3 B61Y2 133,18+4,7
B12Y68 787,2941+7,5 B61Y6 78,47+3.3
B25Y38 265,53+4,8 B69Y39 175,24+5.6
B38Y22 476,4118+6,5 B24Y23 160,24+5.4
B25Y28 251,1176+4,8 B61Y3 76,7143,5
B16Y77 187,2941+4,5 B25S25 129,35+5.4
B25Y34 233,18+5,1 B69Y40 92,88+4.6
B12Y70 140,24+4.2 Bl16Y74 143,47+5.3
B16Y78 530,8235+6,5 B69Y43 199,94+5.,6
B38Y20 339,0588+5,6 B69Y 52 505,53+6,2
B69Y 54 83,47059+2.8 B25Y24 209,06+5,7
B12Y69 311,7059+5,1 B69Y41 83,18+3,2
B38Y17 829,3529+6,3 B44Y8 256,1245.5
B16Y75 744,9412+5,7 B61Y4 48,18+2.4
B12Y71 859,6471+8,3 B61Y1 98,76+3,8
B69Y 56 603,7647+7,5 B38Y 14 575,88+6,9
B44Y10 282.59+3,6 B16Y73 172,29+5,2
B38Y15 335,53+4,7
B25Y37 424,9412+6,4
B52Y61 535,5294+7,1
B38Y21 383,1765+5,6

Ekzopolisakkaritlerin monosakkarit kompozisyonunun belirlenmesi.

Modifiye Laktozlu BHI ortaminda gelistirilen izolatlarin EPS {iretiminden sorumlu

seker gruplarini tespit etmek i¢cin HPLC islemi uygulanmistir. Caligma sonunda test edilen S.

thermophilus ve L. bulgaricus suslarinda seker monomerlerinin oransal acidan ve seker
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tinitelerini olusturan birimler agisindan farklilik gdsterdigi ve temel olarak glukoz ve
galaktozdan olustugutespit edilirken, bazilarinda fruktozunda yapida yer alabildigi ortaya
konmustur. Ornegin test edilen suslardan L. bulgaricus B12Y 68 susunun EPS yapisinda glukoz,
galaktoz ve fruktozun alikonma siirelerini sirasiyla (10.115, 11.541 ve 12.673) dk tespit
edilmistir. Suslarda glukoz, galaktoz ve fruktozun alikonma siireleri sirasiyla (10.113, 11.509,
12.675) dk olmak iizere suslarda monosakkaritler belirlenmistir. S. thermophilus B61Y5
susunda ise EPS’nin glukoz ve galaktoz birimlerinden olustugu alikonma stireleri sirasiyla
10.079 dk ve 11.438 dk’da ¢ikan piklerden tespit edilmistir. L. bulgaricus ve S. thermophilus
arastirilan suglarin HPLC kromatogramlar1 Sekil 31-33°de verilmistir. Genel itibariyle
izolatlarda yer alan seker iiniteleri Tablo 26’da verilmistir. Suslarin EPS monosakkarit

kompozistonlar ise Sekil 31-33 arasinda verilmistir.
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Sekil 29. L. bulgaricus B16Y75 susunun iirettigi EPS’in HPLC kromatograma.

60



mY

5] Det.A Chi
i
3_
E ¥
3 £
] 2 k-
1 \
o]
T T I T T T 8 F T T T T r T T T T ] T T T T I T T T T r T T T T
9 10 i 12 13 14 15
min
1 DetAChL/

Sekil 30. S. thermophilus B61Y 5 susunun iirettigi EPS’in HPLC kromatograma.
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Sekil 31. L. bulgaricus B12Y 68 susunun iirettigi EPS’in HPLC kromatograma.

Sentiirk vd. (2020), tarhanadan izole ettigi L. plantarum suslarinin EPS {iretiminde
sorumlu seker gruplarmin inceledigi calismada, HPLC analizleri sonucunda L. plantarum
PFC309, PFC310, PFC312 ve PFC313 suslarmin glukoz ve galaktoz {initelerinden meydana
geldigini tespit ederken, L. plantarum PFC308 ve PFC311 glukoz ve galaktozun yanisira
fruktozda trettigini HPLC metodu ile tespit etmistir. Yapilan bu c¢alismada ise, biitiin
S.thermophilus suslarinda glukoz ve galaktoz tespit edilmisken bazi suslarda ise (B38Y15,
B61Y4 ve B25Y24) glukoz ve galaktozdan bagka fruktoz monomerine de tespit edilmistir.

Ayrica bu durum L. bulgaricus suslari icinde gecerli olmaktadir.
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Petry, Furlan, Crepeau, Cerning, & Desmazeaud (2000) yaptigi caligmada ise,
geleneksel ev tipi yogurtlatdan S. thermophilus ve L. bulgaricus izole etmis ve bu suslarin
tirettigi EPSlerin yapisal karakterizasyonunu yapmiglardir. Calisma sonunda EPS’lerin yapisal
analizi sonucunda L. bulgaricus Y39 ve S. thermophilus Y102 ‘nin glukoz ve galaktoz igeren
heteropolimerik EPS iirettigini saptamislardir. Yapilan tez ¢alismasinda ise, test edilen tiim
suslarin glukoz ve galaktoz {irettigini tespit etmenin yan1 sira bazi suslarin glukoz, galaktoz ve
fruktoz tiretmesi dikkat ¢ekmektedir. Bu durumun tam olarak aydinlatilmasi adina ilerleyen

caligmalarda belirlenen suslarin NMR spektroskopisinde incelenmesi diistiniilmektedir.

Yapilan bir ¢calismada, Yunan fermente siit iirtiniinden izole edilen L. bulgaricus CNRZ
1187 susu ve Fransa ‘da dondurularak kurutulmus kiiltiir koleksiyonundan EPS iireten L.
bulgaricus CNRZ 416 susu kullanilarak monosakkarit kompozisyonunun belirlenmesi
amaclanmistir. Calisma sonunda laktoz ilaveli siit ortaminda L. bulgaricus CNRZ1187 susunun
EPS kompozisyonunda galaktoz, glukoz ve mannozun varlig: tespit edilmistir. CNRZ susunda
ise bunlara ilaveten ramnoz da tespit edilmistir (Petry vd. , 2000)Yapilan ¢alisma sonunda ise,

L. bulgaricus suslarinda seker gruplari olarak glukoz, galaktoz ve fruktoz tespit edilmistir.

Grobben vd. (1995), yaptig1 ¢alismada L. bulgaricus NCFB2772 susunu laktozlu
ortamda inkiibasyona birakarak hiicre dis1 polisakkarit iiretmistir. Analiz sonucunda hiicre dis1
polisakkarit kimyasal olarak tanimladiginda seker gruplarinda glikoz, galaktoz ve ramnozun
varligini rapor etmistir. Yapilan bu ¢alismada ise, L. bulgaricus suslarinin glikoz galaktoz ve
fruktoz monomerinden olustugu tespit edilmistir. Genel olarak yapilan ¢alismalarda glukoz ve
galaktoz ortak seker grubu olarak goriiliirken, diger seker gruplar1 degiskenlik gostermektedir.
Glikoz ve galaktoz birimlerinin aciga ¢ikmasi, yogurt bakterilerinin {irettigi B-galaktozidaz
enziminin siit ortaminda bulunan laktozun (siit sekeri)glukoz ve galaktoza pargalanmasiyla
aciklanabilmektedir. Bu Ongoriiyii desteklemek icin ilerleyen asamalarda tez kapsaminda

incelenen izolatlarin B-galaktozidaz aktivitesinin arastirilmasi hedeflenmektedir.
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Tablo 26. EPS’lerin Monosakkarit Kompozisyonunun Belirlenmesi

L. bulgaricus S. thermophilus
S 3 - 3
Bakteri E § % Bakteri E § %
Kodu @ 3 & | Kodu @ 3 =
B12Y66 + + + B16Y73 + +
B25Y38 + + - B24Y23 + +
B12Y68 + + + B69Y48 + +
B12Y69 + + + B38Y15 + +
B12Y70 + + + B69Y50 + +
B12Y71 + + + B61Y5 + +
B16Y75 + + + B61Y2 + +
B16Y77 + + + B69Y43 + +
B16Y78 + + + B61Y6 + giF
B69Y 54 + + + B69Y41 + +
B44Y10 + e & B69Y52 + +
B25Y28 + + - B69Y39 + +
B52Y61 + + +
B38Y18 + o -
B38Y20 + + +
B38Y21 + + +
B38Y22 + + +
B69Y56 + + -
B25Y33 + + +
B25Y34 + + -
B25Y35 + + +
B25Y37 + + -
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BESINCi BOLUM
Sonug¢ ve Oneriler

Yogurt tiiketimi tilkemizde oldugu gibi tiim diinyada her gegen giin artmaktadir. Yogurt
tiretimi S. thermophilus ile L. bulgaricus tiirlerinin simbiyotik iligkisi ile gerceklesmektedir. Bu
yogurt kiiltlirleri baslatict kiiltlirler olarak yogurt {iretiminde kullanilmaktadir ve baslatict
kiiltlirler yogurdun kalitesini belirlemektedir. Tez ¢alismasinda ilk asamada Tiirkiye’nin 10
farkli bolgesinden (Bayburt, Bursa, Bing6l, Malatya, Kayseri, Ordu, Erzurum, Erzincan,
Trabzon ve Elaz1g) ve inek, manda, ke¢i ve koyunlardan geleneksel olarak iiretilen yogurtlar
toplanmistir. Toplanan yogurtlardan diliisyon hazirlanip ekim islemi yapilmistir. Her petriden

3 farkli koloni alinarak saflastirilan kiiltlirler fenotipik tanimlamak i¢in koloni morfolojisi

Fenotipik olarak tanimlanan tiirler molekiiler calismalar i¢in S. thermophilus tiirleri
fenol: kloroform: isoamil alkol kullanilarak DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. L. bulgaricus
tiirleri ise DNA Ekstraksiyon Kiti kullanilarak DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. DNA
izolasyonundan sonra incelenmistir. 171 S. thermophilus ve 115 L. bulgaricus oldugu
diisiiniilen tiirler ilk asamada 6zgl primerleri ile kontrolii gerceklestirilmistir. S. thermophilus
tiirlerini belirlemek amaciyla P1 ve P2 primerleri kullanilarak S. thermohilus tiirlerine 6zgii
hedef gen boélgesi ¢ogaltilmistir. L. bulgaricus tiirlerini belirlemek amaciyla delF188 ve
delR1042 primerleri kullanilarak L. bulgaricus tiirlerine 6zgl hedef gen bolgesi ¢cogaltilmistir.
PCR iiriinlerini kontrol etmek amaciyla %1 agaroz jeli ile TBE tamponu kullanilarak jel
elektroforez islemi uygulanmistir. Ozgii primerler ile kontrol edilen izolatlardan 96 L.
bulgaricus ile 105 S. thermophilus tiirleri pozitif sonu¢ vermistir. Ozgii primerler ile pozitif
sonug veren izolatlarindan farkli suslar1 belirlemek amaciyla GTGS primeri kullanilarak RAPD
profilleri belirlenmistir. RAPD-PCR ile 34 S. thermophilus susu ile 45 L. bulgaricus susu farkli
olarak belirlenmigtir. RAPD-PCR teknigi ile fakli suslar segilerek takiben 16S PCR islemi
uygulanmistir. 16S rRNA PCR ile her bir bakteri tiirline 6zgii olan 16S bolgesi ¢ogaltilmaktadir.
16S bolgesi ¢ogaltilan izolatlar sekans analizi yapilmistir. Sekanslama isleminden sonra S.
thermophilus ve L. bulgaricus oldugu belirlenen Kkiiltiirler sus seviyesinde ayrim
gerceklestirilmek amaciyla MLST teknigi kullanilmistir. S. thermophilus ve L. bulgaricus
suslarinda 3’er MLST bolgesi (rpoB, recA ve pyrG) ampilifiye edilmis ve suslar tiplendirilmeye
calisilmistir. S. thermophilus izolatlarmin allel tipleri belirlenmistir ve pyrG gen bolgesi ile 5

farkl1 allel tipi, recA gen bolgesinin 4 farkli allel tipi ve pro-B gen bolgesi 4 farkl allel tipi
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ortaya ¢ikmistir. L. bulgaricus suslar1 MLST tiplendirmesinde ilgili veri tabaninda yeterli
MLST verisi olmadigr icin tiplendirme islemi gen bolgelerinin sekanslari ile olusturulan

filogenetik dendogram ile ger¢eklestirilmistir.

Genotipik olarak suslara ayrilan 34 S. thermophilus ve 45 L. bulgaricus suslarinin
bagslatici kiiltiir olarak kullanilmasi icin teknolojik 6zellikleri aragtirilmistir. Yogurt baslatici
kiiltiirlerde aranan en 6nemli 6zelliklerden biri siitiin asitliginin daha kisa siirede diistirmesidir.
Yogurt asitliginin yavas diigmesi fermentasyon siiresini uzatmaktadir. Bu tez kasaminda
tanimlanan izolatlarin % laktik asit dretim aktiviteleri ve pH gelistirme aktiviteleri
incelenmistir. izole edilen suslarda ilk olarak asit gelistirme 6zelligi arastirilmistir. Skim Milk
Besiyeri igerisine inokiile edilen suslar 10 saat boyunca 2 saat araliklarla pH degerleri
Olciilmiistir. Calismaya gore S. thermophilus suslart 4. Saate kadar ApH degerinde artis
gorilmektedir ve 4. saatin sonunda suslarin ApH degerinde azalma goriilmektedir. S.
thermophilus suslarinda 2.saat, 4. saat, 6. saat, 8. saat ve 10. saatte en yiiksek ApH degerleri
sirastyla 1.74, 2.42, 2.42, 2.21 ve 1.79 olarak dl¢iilmiistiir. L. bulgaricus suslarinda ise 6.saate
kadar ApH degerinde artis goriilmektedir ve 6. saatin sonunda suslarin ApH degerinde azalma
gorilmektedir. L. bulgaricus suslarinda 2.saat, 4. saat, 6. saat, 8. saat ve 10. saatlerde en yiiksek

ApH degerleri sirasiyla 1.15, 2.33, 2.54, 2.49 ve 2.12 olarak dl¢iilmiistiir.

Izole edilen 36 L. bulgaricus ve 31 S. thermophilus tiirlerinde % laktik asit miktar
hesaplanmistir. L. bulgaricus suslarinda % laktik asit degeri en yiiksek %0,6 ve L. bulgaricus
suslarinda % laktik asit degeri en diisiik 0,1 oldugu belirlenmistir. S. thermophilus suslarinda
ise % laktik asit degeri en yiiksek %0,38 ve S. thermophilus suslarinda ise % laktik asit degeri
en diisiik 0,21 oldugu belirlenmistir.

Yogurt baslatici kiiltiirlerde aranan diger bir 6zellik ise proteolitik aktivitedir. Yogurt
kiltlirlerinin gelisimleri esnasinda siitte bulunan proteinlere ihtiya¢ duymaktadir. Fakat siit
proteini biiyilk yapida oldugu i¢in S. thermophilus suslar1 proteini kullanamamaktadir.
L. bulgaricus ise siitte bulunan biiyiikk yapidaki proteini pargalayarak S. thermophilus’un
gelisimini tegvik etmektedir. Proteolitik aktivitenin ger¢eklesmemesi ile siitiin asitligi de
artmamaktadir. Bununla birlikte proteolitik aktivite ile tekstiiriinde de iyilesmeler
gerceklestirigi  belirlenmistir. Bu tez kapsaminda izolatlarin  proteolitik aktiviteleri
arastirllmistir ve aragtirmaya gore L. bulgaricus suslarinin en iyi proteolitik aktivite 0,547
oldugu belirlenmistir. S. thermophilus suslarinin en iyi proteolitik aktivite 0,172 oldugu
belirlenmistir. Bunun yani sira, S. thermophilus suslarinin L. bulgaricus suglara gore diistik

proteolitik aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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Siit endiistrisinde en 6nemli sorunlardan biri olan bakteriyofaj yogurt olusumu
esnasinda fermantasyon siiresinin uzamasina veya ilerleyen siirede fermantasyonun tamamen
durmasina neden olmaktadir. Tiirkiye nin farkli bolgelerinde toplam 37 tane L. bulgaricus ve
36 adet S. thermophilus suslarinda teknolojide sorun olusturan 5 farkli faja kars1 direnglilikleri
incelenmistir. Calismaya gore L. bulgaricus suslarindan 10 sus 5 faja karj1 direncli oldugu
belirlenmistir. Bunun yami swra L. bulgaricus suglarindan 7 sus 5 faja karsi direng
gostermemistir. S. thermophilus suslarinda ise 6 sus 5 faja kars1 direng gosterirken 14 sus 5 faja

kars1 direng gostermemistir.

Yogurt tiretiminde yogurt tekstiirliniin iyilestirilmesi amaciyla ¢esitli katki maddeleri
kullanilmaktadir. Fakat katki maddelerinin kullanilmasi tiiketiciler tarafindan istenilen bir
durum degildir. Son zamanlarda yapilan arastirmalarda ise LAB tarafindan iiretilen EPS’lerin
fermente triinlerin tekstiiriinii iyilestirmesinin yaninda iiretilen bu EPS saglik {izerinde de
tyilestirici etkilerinin bulundugu belirlenmistir. Bu nedenle katki maddeleri kullanmak yerine

iyi EPS {iretim {iretimine sahip yogurt kiiltiirleri kullanilarak yogurt iiretilmektedir.

Bu tez kapsaminda L. bulgaricus suslarinda en yiiksek EPS iiretimi 859 pg/107 kob
olarak belirlenirken, en diisiik iiretimi 73 pg/10” kob oldugu tespit edilmistir. S. thermophilus
suslarindaki en yiiksek EPS eldesi 575 pg/10” kob ve en diisiik EPS eldesi 9 ng/10” kob oldugu
belirlenmistir. Elde edilen EPS’lerin monosakkarit kompozisyonu HPLC ile belirlenmistir.
Calismaya gore suslarda glikoz, galaktoz ve fruktoz monosakkaritler oldugu belirlenmistir. 26
adet L. bulgaricus susunda 17 susta glikoz, galaktoz ve fruktoz oldugu tespit edilmistir. 21 adet
S. thermophilus suslarinda ise 2 susta glikoz, galaktoz ve fruktoz oldugu tespit edilmistir.
Bununla birlikte diger suslarin hepsinde galaktoz ve bazilarinda ise glikoz ve galaktoz oldugu

belirlenmistir.

Elde edilen sonuclar literatiir ile karsilastirildiginda izolatlarindan L. bulgaricus
suslarindan; B12Y71, B16Y78, B12Y70, B12Y68, B16Y75, B25Y28, B38YY17, B16Y77,
B25Y35, B52Y61, B52Y64, B25Y26, B38Y21, B38Y22, B25Y34, B25Y38, B69Y56 ve
B52Y65 suslarinin pH gelistirme, % laktik asit miktari, proteolitik aktivitesi ve EPS iiretim
miktar1 degerlendirildiginde yogurt iiretiminde kullanim olanagmin yiiksek oldugu
sOylenebilir. Bunun yami sira B69Y53, B69Y54, B23Y57, B52Y61, B25Y27, B25Y31,
B25Y32, B25Y34, B25Y35 ve B38Y17 suslarida faj direncliligi gosterdigi icin faj
enfeksiyonlar1 ile karsilasilan sorunlarda belirlenen L. bulgaricus suslari kullanilabilir. S.
thermophilus suslarinda ise B44Y§, B69Y39, B16Y73, B69Y48, B24Y23, B69Y40, B52Y11,
B61Y1, B38Y14 ve B61Y2 suslarinin pH gelistirme, % laktik asit miktar1, proteolitik aktivitesi

ve EPS iiretim miktar1 degerlendirildiginde yogurt iiretiminde kullanim olanaginin yiiksek
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oldugu soylenebilir. Fakat tez calismasinda OPA metodu ile gercgeklestirilen proteolitik
aktivitede S. thermophilus suslarmin proteolitik aktivitelerinin daha diisiikk oldugu tespit
edilmistir. Bunun yam sira S. thermophilus suslarindan B61Y3, B61Y4, B61YS5, B61Y6,
B69S44 ve B69Y48 suslarinin kullanilan fajlara kars1 direngliligi oldugu belirlenmistir. Yogurt
iretiminde karsilagilan faj enfeksiyonlarinda belirlenen bu S. thermophilus suslar

kullanilabilir.
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EKLER

Ek-1. Kullanilan Kimyasallar

Fenolftalein
Ingredientler Miktar (g/L)
Fenolftalein (Sigma) MW 318,32 10
%50 etanol 1 litreye tamamla
0.1 N NaOH
ingredientler Miktar (g/L)
NaOH (Merck) MW 40 4
Saf Su 1 litreye tamamla

0.32 mM Sodyum Fosfat Buffer (pH 7,2)

Ingredientler Miktar (g/L)
NaxHPO4.7H.0 MW 268,03 0.0849
Saf Su 1 litreye tamamla

0.75 M Triklorasetik Asit (TCA)

Ingredientler Miktar (g/L)
TCA (Merck) MW 163.38 122.54
Saf Su 1 litreye tamamla

100 mM Sodyum Tetraborat

Ingredientler Miktar (g/L)
Sodyum Tetraborat (Merck) MW
20.122
201.22

1 litreye tamamla
Saf Su
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%20 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Ingredientler Miktar (%)
SDS 20
Saf Su 100 ml ye tamamla

o-Fitalaldehit

Ingredientler Miktar (mg/ml)
OPA 40
Metanol 1 ml
OPA Reagent
) Miktar (Dahiya &
Ingredientler
Speck)
100 mM Sodyum
Y 25 ml
Tetraborat
2.5 ml
%20 SDS
1 ml
OPA
100 pl

-mercaptoetanol

50 ml ye tamamla
Saf Su

Fenol:Kloroform:izoamil Alkol Kullanilarak DNA Izolasyonuunda kullanilan

kimyasallar.

Ingredientler Miktar
TE(Tris EDTA) 450 uL
%10 SDS 50 uL
Proteinaz K 2 uL
Fenol:kloroform:izoamil alkol 0,5 mL
5m sodyum asetat 50 uL
izopropanol I mL
%70 etanol 0.5 mL
Distile su 100 L
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Ek-2. izolat Kaynag ve Izolat Kodlar

.S. thermophilus Suslarin Izolat Kaynag1 ve Izolat Kodlart

Mensei Ornek Tipi Izolat Kodu Izolat Bolgesi
Inek Yogurt B61Y1 Trabzon
Inek Yogurt B61Y2 Trabzon
Inek Yogurt B61Y3 Trabzon
Inek Yogurt Bo61Y4 Trabzon
Inek Yogurt B61Y5 Trabzon
Inek Yogurt B61Y6 Trabzon
Inek Yogurt B61Y7 Trabzon
Inek Yogurt B44Y8 Malatya
Inek Yogurt B44Y9 Malatya

Manda Yogurt B52Y11 Ordu
Inek Siit B52S12 Ordu
Manda Yogurt B52Y13 Ordu
Inek Yogurt B38Y 14 Kayseri
Inek Yogurt B38Y15 Kayseri
Inek Yogurt B38Y16 Kayseri
Inek Yogurt B24Y23 Erzincan
Keci Yogurt B25Y24 Erzurum
Manda Stit B25S25 Erzurum
Koyun Yogurt B69Y39 Bayburt
Koyun Yogurt B69Y40 Bayburt
Koyun Yogurt B69Y41 Bayburt
Koyun Yogurt B69Y42 Bayburt
Koyun Yogurt B69Y43 Bayburt
Inek Siit B69S44 Bayburt
Inek Yogurt B69Y45 Bayburt
Koyun Yogurt B69Y46 Bayburt
Manda Yogurt B69Y47 Bayburt
Manda Yogurt B69Y48 Bayburt
Manda Yogurt B69Y49 Bayburt
Manda Yogurt B69Y50 Bayburt
Koyun Yogurt B69Y51 Bayburt
Koyun Yogurt B69Y52 Bayburt
Inek Yogurt B16Y73 Bursa
Inek Yogurt B16Y74 Bursa
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L. delbrueckii subsp. bulgaricus Suslarin Izolat Kaynag1 ve 1zolat Kodlar1

Mensei Ornek Tipi Izolat Kodu Izolat Bolgesi
Inek Yogurt B44Y10 Malatya
Inek Yogurt B38Y17 Kayseri
Inek Yogurt B38Y18 Kayseri
Inek Yogurt B38Y19 Kayseri
Inek Yogurt B38Y20 Kayseri
Inek Yogurt B38Y21 Kayseri
Inek Yogurt B38Y22 Kayseri
Inek Yogurt B25Y26 Erzurum
Inek Yogurt B25Y27 Erzurum

Koyun Yogurt B25Y28 Erzurum

Koyun Yogurt B25Y29 Erzurum

Manda Yogurt B25Y30 Erzurum

Manda Yogurt B25Y31 Erzurum
Keci Yogurt B25Y32 Erzurum
Keci Yogurt B25Y33 Erzurum
Keci Yogurt B25Y34 Erzurum
Keci Yogurt B25Y35 Erzurum

Manda Yogurt B25Y36 Erzurum

Manda Yogurt B25Y37 Erzurum

Manda Yogurt B25Y38 Erzurum
Inek Yogurt B69Y53 Bayburt
Inek Yogurt B69Y 54 Bayburt

Koyun Yogurt B69Y55 Bayburt
Inek Yogurt B69Y56 Bayburt
Inek Yogurt B23Y57 Elazig
Inek Yogurt B23Y58 Elaz1g
Inek Yogurt B23Y59 Elaz1g
Inek Yogurt B23Y60 Elaz1g
Inek Yogurt B52Y61 Ordu

Manda Yogurt B52Y62 Ordu

Manda Yogurt B52Y63 Ordu

Manda Yogurt B52Y64 Ordu

Manda Yogurt B52Y65 Ordu
Inek Yogurt B12Y66 Bingol
Inek Yogurt B12Y67 Bingol
Inek Yogurt B12Y68 Bingol
Inek Yogurt B12Y69 Bingol
Inek Yogurt B12Y70 Bingol
Inek Yogurt B12Y71 Bingol
Inek Yogurt B12Y72 Bingol
Inek Yogurt B16Y75 Bursa
Inek Yogurt B16Y76 Bursa
Inek Yogurt B16Y77 Bursa
Inek Yogurt B16Y78 Bursa

Manda Yogurt B25Y79 Erzurum
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Ek-3. Yogurt Kiiltiirlerinin 16S rRNA Sekans Sonucu

B44Y8: Streptococcus thermophilus

AGAGGAGCTTGCTCTTCTTGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTTGTA
GCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAACAATGGATGACACATGTCATTTATT
TGAAAGGGGCAATTGCTCCACTACAAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTAGGTGAGGTAATGG
CTCACCTAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGGGCAACCCTGACCGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGGGTGTGAG
AGTGGAAAGTTCACACTGTGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTG
ATAAGTCTGAAGTTAAAGGCTGTGGCTCAACCATAGTTCGCTT

B25Y24: Streptococcus thermophilus

TCTTGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTTGTAGCGGGGGATAACTAT
TGGAAACGATAGCTAATACCGCATAACAATGGATGACACATGTCATTTATTTGAAAGGGGCAATTG
CTCCACTACAAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACG
ATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGGGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACA
CTGTGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGTCTGAAGTTA
AAGGCTGTGGCTCAACCATAGTTC

B69Y49: Streptococcus thermophilus

TCTTGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTTGTAGCGGGGGATAACTAT
TGGAAACGATAGCTAATACCGCATAACAATGGATGACACATGTCATTTATTTGAAAGGGGCAATTG
CTCCACTACAAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACG
ATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGGGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACA
CTGTGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGTCTGAAGTTA
AAGGCTGTGGCTCAACCATAGTTCGCTTTGGAAACTGTCAAACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTG
GAATTCCATGTGT

B69Y50: Streptococcus thermophilus

GCTTGCTCTTCTTGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTTGTAGCGGGG
GATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAACAATGGATGACACATGTCATTTATTTGAAAG
GGGCAATTGCTCCACTACAAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTAGGTGAGGTAATGGCTCACC
TAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCG
CGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGGGTGTGAGAGTGG
AAAGTTCACACTGTGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAG
TCTGAAGTTAAAGGCTG

B69Y51: Streptococcus thermophilus

TGCTCTTCTTGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTTGTAGCGGGGGAT
AACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAACAATGGATGACACATGTCATTTATTTGAAAGGGG
CAATTGCTCCACTACAAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAG
GCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
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CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGT
GAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGGGTGTGAGAGTGGAAA
GTTCACACTGTGACGGTGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGTCTGA
AGTTAAAGGCTGTGGCTCAACCATAGTTCGCTTTGGAAACTGTCAAA

B69Y52: Streptococcus thermophilus

CTTGCTCTTCTTGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTTGTAGCGGGGG
ATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAACAATGGATGACACATGTCATTTATTTGAAAGG
GGCAATTGCTCCACTACAAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCT
AGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCGC
GTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGGGTGTGAGAGTGGA
AAGTTCACACTGTGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGT
CTGAAGTTAAAGGCTGTGGCTCAACCATAGTTCGC

B61Y7: Streptococcus thermophilus

GGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTTGTAGCGGGGGATAACTATTGG
AAACGATAGCTAATACCGCATAACAATGGATGACACATGTCATTTATTTGAAAGGGGCAATTGCTC
CACTACAAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATA
CATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGGGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACTG
TGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCC
CGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGTCTGA

B25Y26: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

AGTCGAGCGAGCTGAATTCAAAGATTCCTTCGGGATGATTTGTTGGACGCTAGCGGCGGATGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTAAAGACTGGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGA
TAACAACATGAATCGCATGATTCAAGTTTGAAAGGCGGCGTAAGCTGTCACTTTAGGATGAGCCCG
CGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAATGATGCGTAGCCGAGTTGAGAG
ACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGCAGTAACTGGTCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGA
AAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAATGATAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AACTGCATCGGAAACTGTCATTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGG
AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGA
GGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGC
GCTAGGTGTTGGGGACTTTCCGGTTCTCAGTGCCGCAGCAAACGCATTAAGCGCTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTGTGCTACACCTAGAGATAGG
TGGTTCCCTTCGGGGACGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAA
GAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAACCCGCGAGGGTAAGCGGATCT
CTTAAAGCTGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GAAGTCTGCAATGCCCAAAGTCGGTGGGATAACCTTTATAGGAGTCA

B25Y27: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

AGTCGAGCGAGCTGAATTCAAAGATTCCTTCGGGATGATTTGTTGGACGCTAGCGGCGGATGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTAAAGACTGGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGA
TAACAACATGAATCGCATGATTCAAGTTTGAAAGGCGGCGTAAGCTGTCACTTTAGGATGAGCCCG
CGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAATGATGCGTAGCCGAGTTGAGAG
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ACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGCAGTAACTGGTCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGA
AAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAATGATAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AACTGCATCGGAAACTGTCATTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGG
AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGA
GGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGC
GCTAGGTGTTGGGGACTTTCCGGTTCTCAGTGCCGCAGCAAACGCATTAAGCGCTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTGTGCTACACCTAGAGATAGG
TGGTTCCCTTCGGGGACGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAA
GAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAACCCGCGAGGGTAAGCGGATCT
CTTAAAGCTGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GAAGTCTGCAATGCCCAAAGTCGGTGGGATAACCTTTATAGGAGTCA

B25Y28: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

AGTCGAGCGAGCTGAATTCAAAGATTCCTTCGGGATGATTTGTTGGACGCTAGCGGCGGATGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTAAAGACTGGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGA
TAACAACATGAATCGCATGATTCAAGTTTGAAAGGCGGCGTAAGCTGTCACTTTAGGATGAGCCCG
CGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAATGATGCGTAGCCGAGTTGAGAG
ACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGCAGTAACTGGTCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGA
AAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAATGATAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AACTGCATCGGAAACTGTCATTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGG
AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGA
GGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGC
GCTAGGTGTTGGGGACTTTCCGGTTCTCAGTGCCGCAGCAAACGCATTAAGCGCTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTGTGCTACACCTAGAGATAGG
TGGTTCCCTTCGGGGACGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAA
GAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAACCCGCGAGGGTAAGCGGATCT
CTTAAAGCTGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GAAGTCTGCAATGCCCAAAGTCGGTGGGATAACCTTTATAGGAGTCA

B25Y29: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

AGTCGAGCGAGCTGAATTCAAAGATTCCTTCGGGATGATTTGTTGGACGCTAGCGGCGGATGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTAAAGACTGGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGA
TAACAACATGAATCGCATGATTCAAGTTTGAAAGGCGGCGTAAGCTGTCACTTTAGGATGAGCCCG
CGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAATGATGCGTAGCCGAGTTGAGAG
ACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGCAGTAACTGGTCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGA
AAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAATGATAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AACTGCATCGGAAACTGTCATTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGG
AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGA
GGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGC
GCTAGGTGTTGGGGACTTTCCGGTTCTCAGTGCCGCAGCAAACGCATTAAGCGCTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTGTGCTACACCTAGAGATAGG
TGGTTCCCTTCGGGGACGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
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GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAA
GAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAACCCGCGAGGGTAAGCGGATCT
CTTAAAGCTGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GAAGTCTGCAATGCCCAAAGTCGGTGGGATAACCTTTATAGGAGTCA

B23Y57: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

AGTCGAGCGAGCTGAATTCAAAGATTCCTTCGGGATGATTTGTTGGACGCTAGCGGCGGATGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTAAAGACTGGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGA
TAACAACATGAATCGCATGATTCAAGTTTGAAAGGCGGCGTAAGCTGTCACTTTAGGATGAGCCCG
CGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAATGATGCGTAGCCGAGTTGAGAG
ACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGCAGTAACTGGTCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGA
AAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAATGATAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AACTGCATCGGAAACTGTCATTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGG
AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGA
GGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGC
GCTAGGTGTTGGGGACTTTCCGGTTCTCAGTGCCGCAGCAAACGCATTAAGCGCTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTGTGCTACACCTAGAGATAGG
TGGTTCCCTTCGGGGACGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAA
GAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAACCCGCGAGGGTAAGCGGATCT
CTTAAAGCTGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GAAGTCTGCAATGCCCAAAGTCGGTGGGATAACCTTTATAGGAGTCA

B23Y58: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

AGTCGAGCGAGCTGAATTCAAAGATTCCTTCGGGATGATTTGTTGGACGCTAGCGGCGGATGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTAAAGACTGGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGA
TAACAACATGAATCGCATGATTCAAGTTTGAAAGGCGGCGTAAGCTGTCACTTTAGGATGAGCCCG
CGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAATGATGCGTAGCCGAGTTGAGAG
ACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGCAGTAACTGGTCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGA
AAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAATGATAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AACTGCATCGGAAACTGTCATTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGG
AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGA
GGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGC
GCTAGGTGTTGGGGACTTTCCGGTTCTCAGTGCCGCAGCAAACGCATTAAGCGCTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTGTGCTACACCTAGAGATAGG
TGGTTCCCTTCGGGGACGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAA
GAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAACCCGCGAGGGTAAGCGGATCT
CTTAAAGCTGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GAAGTCTGCAATGCCCAAAGTCGGTGGGATAACCTTTATAGGAGTCA

B69YS55: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

AGTCGAGCGAGCTGAATTCAAAGATTCCTTCGGGATGATTTGTTGGACGCTAGCGGCGGATGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTAAAGACTGGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGA
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TAACAACATGAATCGCATGATTCAAGTTTGAAAGGCGGCGTAAGCTGTCACTTTAGGATGAGCCCG
CGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAATGATGCGTAGCCGAGTTGAGAG
ACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGCAGTAACTGGTCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGA
AAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAATGATAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AACTGCATCGGAAACTGTCATTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGG
AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGA
GGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGC
GCTAGGTGTTGGGGACTTTCCGGTTCTCAGTGCCGCAGCAAACGCATTAAGCGCTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTGTGCTACACCTAGAGATAGG
TGGTTCCCTTCGGGGACGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAA
GAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAACCCGCGAGGGTAAGCGGATCT
CTTAAAGCTGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GAAGTCTGCAATGCCCAAAGTCGGTGGGATAACCTTTATAGGAGTCA
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OZGECMIS

11 Haziran 1995 yilinda Malatya ilinde dogdu. Ik, Orta ve Lise 6grenimini Malatya’ da
tamamladi. 2014 yilinda Bayburt Universitesi Gida Miihendisligi boliimiine baslayip 2018
yilinda lisans egitimini tamamladi. 2018 yilinda yilinda Bayburt Universitesi Gida

Miihendisligi Boliimiinde Yiiksek Lisans egitimine basladi.
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