ORIGINAL ARTICLE

U A\ . _ SELCUK UNIVERSITESI
SELCUK UNIVERSITESI SUFEFD (2015), 41: 83-88 FEN FAKULTESI
BILIMSEL DERC FR FEN DERGISI

KOORDINATORLUGU

TiCARI YOGURT ORNEKLERINDEN CANLI LAKTIiK ASIT BAKTERILERININ
IZOLASYONU VE SAYIMI*

Yusuf DURAK?, Ahmet UYSAL?%, Mustafa Onur ALADAG?, Duygu AKIN?®

! Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Kampiis, Konya, Tiirkiye
2 Selguk Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksek Okulu, T1bbi Laboratuar Béliimii,
Kampiis Konya, Tiirkiye
¥ Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi, Anatomi Béliimii, Konya Tiirkiye
e-posta: ahuysal@selcuk.edu.tr

(Gelis:01 Haziran 2015, Diizeltme: 14 Agustos 2015; Kabul: 02 Eylil 2015)

Ozet: Bu caligmada, marketlerde satilan gesitli markalara ait yogurt drneklerinin canl laktik asit bakteri
yogunlugu arastirildi. Yogurt ornekleri satin alindi ve laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve sayimi yapildi.
Yogurt kiilttrii bakterilerinden Streptococcus salivarius subsp. thermophilus’ un sayiminda Terzaghi ve Sandine
(1975), tarafindan &nerilen M 17 agar (Oxoid) kullanild. inokiile edilen plaklar 37°C’de 48 saat inkiibe edildi ve
saymmlar koloni olusturan birim (kob)/g olarak belirtildi. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus’un
sayiminda ise de Man Rogosa Sharp Agar (MRS agar, Oxoid) kullanildi1. Plaklar 37°C’de 72 saat inkiibe edildi
ve sayimlar kob/g olarak belirtildi. izole edilen kolonilerin mikroskobik ve makroskobik incelemeleri yapildi.
Yogurt 6rneklerinin 1 gramundaki laktik streptokoklarmn sayisi en diisiik 10° ve en yiiksek 10° kob olarak sayildi.
Laktobasillerin 1 g yogurttaki kob sayilari en diisiik 10° ve en yiiksek 10® olarak belirlendi. Yogurt kiiltiiriinii
olusturan bu bakterilerin birbirine oraninin 1/1 oranina yakin oldugu goriildii. Dort yogurt markasinda, bir hafta
ara ile yeniden alinan ve incelenen 6rneklerde yapilan iki sayimda da laktobasillere rastlanmadi. Bu markaya ait
yogurt Orneklerindeki laktobasillerin inhibe olmasi nedeni ile yogurt standardina uygun olmadiklari, diger
orneklerde belirlenen toplam canli laktik asit bakteri sayilarinin ise yogurt standartlarindaki sayilara yakin
degerde oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Ticari yogurtlar; Streptococcus salivarius subsp. thermophilus; Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus; yogurt kalitesi; bakteri sayimi.

'Bu ¢alisma, 2009 Ulusal Biyoteknoloji Kongresi’nde poster bildiri olarak sunulmus ve sadece dzeti
yayimlanmustir.
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ISOLATION AND COUNTING OF LIVING LACTIC ACID BACTERIA FROM
COMMERCIAL YOGHURT SAMPLES

Abstract: In this study, intensity of live lactic acid bacteria in yoghurt samples of various brands sold on the
market were investigated. Yoghurt samples were purchased and the isolation and enumeration of lactic acid
bacteria were performed. M17 agar (Oxoid) advised by Terzaghi and Sandine (1975) was used to enumeration of
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus yoghurt culture bacteria. Inoculated plates were incubated at 37°C
for 48 h and counts were expressed as colony performing unit (cfu)/g. Also de Man Rogosa Sharp Agar (MRS
agar, Oxoid) was used for enumeration of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Plates were incubated at
37°C for 72 h and counts were expressed as cfu/g. Microscopic and macroscopic investigations of colonies
which were isolated were done.

The numbers of lactic streptococci in 1 g of yoghurt samples were counted as minimum 10° and maximum 10°
cfu. The cfu numbers of lactobacilli in 1 g of yoghurt were determined as the lowest 10° and the highest 10°. It
was seen that the ratio of these bacteria, forming yoghurt culture, were found to be close to 1/1. In both
enumerations in the examined samples lactobacilli were not found in four brands of yoghurt which were re-taken
for a week. It was concluded that, due to the inhibition of lactobacilli in examined samples, four brands of
yoghurt were not suitable according to yoghurt standards and the total numbers of live lactic acid bacteria
identified in other samples were close to the number of standard yogurt values.

Keywords: Commercial yoghurts; Streptococcus salivarius subsp. thermophilus; Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus; quality of yoghurt; bacteria enumeration

1. Giris

Siit ve siit tirtinleri ile ilgili ¢aligmalarin ge¢misi insanlik tarihi kadar eskidir. Giiniimiizden 4500
yil Oncesine ait bir Mezopotamya miihriinde, bereket tanricasinin Oniinde bir keginin sagilist
gosterilmektedir. Kutsal kitaplarda da siit sigir1 ile siit, yag, peynir ve siit iiriinlerinin ekonomiye olan
katkilarindan s6z eden 150’ye yakin genel referansa rastlanmaktadir. Siit eski Misir ve Hindistan’da
dini merasimlerde kullanilirken, baz {ilkelerde de ilag¢ yerine kullanilmistir. Orta Asya’da Kirgizlarin,
Arabistan’da bedevilerin ve Afrika’da Bantus’larin temel gida maddelerinin siit ve siit lirtinleri oldugu
bilinmektedir. Siit¢iiliiglin ¢ok eski gecmisi olmasina ragmen, gelismesi oldukca ge¢ ve yavasg
olmustur. Kimya, biyoloji, fizyoloji, bakteriyoloji, zooloji, beslenme ve insan saglig1 gibi bir¢ok bilim
dallarinda goriilen gelismeler, siit endiistrisinin de gelismesine katki saglamistir. Pastor’iin 1850’lerin
sonlarina dogru yayinladig: “Laktik Asit Fermentasyonu” adli ¢aligmasi, siit teknolojisinin gelismesine
ivme kazandirmigtir (Konar 1998).

Siit, insanlar i¢in oldugu kadar, mikroorganizmalar i¢in de ¢ok dnemli bir besin kaynagidir.
Saglikli hayvanlardan hijyenik sartlarda ve uygun bir sagim teknigi ile elde edilen ¢ig siit, ¢cok az
sayida mikroorganizma barindirir. Mikroorganizmalar siite iki yol ile bulagirlar: 1. Sagimdan 6nce
hastalikli hayvanin meme bezlerinden (Orn: Tiiberkiiloz ve Malta hummas: etkeni bakteriler); 2.
Sagimdan sonra ortamdan bulasma (Orn: Salmonella ve Staphylococcus cinsi bakteriler).
Mikroorganizmalar siit igerisinde hizla ¢ogalirlar. Bir damla kesilmis siitte 50 milyon kadar bakteri
hiicresi bulunur. Siitte hem yararli hem de zararli mikroorganizmalar bulunabilir. Bunlar; bakteriler,
kiifler, mayalar ve bakteriyofajlardir. Siitte en ¢ok bulunan bakteriler, laktozu parcalayabilen ve
eksimeye neden olanlardir. Asitlik belirli bir sinir1 asarsa siit hemen kesilir. Bunlarin bir grubu laktozu
yalniz laktik aside doniistiirdiigii i¢in homofermentatif, diger bir grubu ise laktik asit ile birlikte aset
aldehit, alkol ve gazlar1 meydana getirdigi i¢in heterofermentatif olarak adlandirilirlar (Konar 1998;
Tekingen ve ark., 2002).

Yogurt, Tiirk Standartlar Enstitiisii’niin 1330 sayili standardinda “¢ig siit veya pastorize siit
standartlarina uygun, tercihen homojenize edilmis siitlerin Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus’un etkisiyle laktik asit fermentasyonu
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sonucu elde edilen ve yogurt kiiltiirlerini canli olarak i¢eren fermente bir siit lriiniidiir” seklinde
tanimlanmustir (Konar 1998; Tekinsen ve ark., 2002; Durak ve ark., 2008).

Caligmamizda, ticari yogurt 6rneklerindeki canli bakterilerin kiiltiirii, izolasyonlar1 ve sayimlari
yapilarak, yogurdun icerdigi laktik asit bakterileri yoniinden kalitesinin belirlenmesi amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot

Konya Il merkezindeki hipermarketlerde satilan 16 farkli markadan Yogurt drnekleri satin alindi.
Kullamlincaya kadar buzdolabinda + 4°C’de saklandi. Orneklerin diliisyonu icin % 0.9 ik steril
serum fizyolojik, laktik asit bakterilerinin incelenmesi i¢in, de Man Rogosa Sharpe (MRS, Oxoid)
Agar ve M17 Agar besiyerleri kullanildi (Anonim 1982).

Yogurt kiiltiirii bakterilerinden Streptococcus salivarius subsp. thermophilus’un izolasyonu ve
sayimi i¢in Terzaghi ve Sandine (1975), tarafindan onerilen M17 besiyeri kullanildi. 48.25 g toz
halindeki besiyeri 950 ml distile su icerisinde siispanse edildi ve kaynama derecesine kadar 1sitild1.
Otoklav’da 121°C’de 15 dakika steril edildi. 50°C’ye sogutulduktan sonra 50 ml steril laktoz
soliisyonu (% 10 w/v) ilave edildi. Besiyeri ¢ok hizli bir sekilde steril 9 cm ¢apindaki petri kutularina
25’er ml olarak dagitildi. Her yogurt 6érneginden 10 gram tartilarak 90 ml steril SF bulunan erlenmayer
icerisinde homojenize edildi. Buradan alian 10 ml’lik siispansiyon (1:10 g/ml), onar katli ilerletilen
seri diliisyonlar halinde 10®° oramina kadar seyreltildi. Her diliisyon tiipiinden alinan 0.1 ml’lik
sispansiyonlar iki paralelli olarak M17 Agar besiyeri plaklarinin yiizeyine cam baget yardim ile
homojen bir sekilde dagitildi. Plaklar 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. 24 ve 48 saat sonra plaklar
incelendi. Plaklarda gelisen kolonilerden gram boyama ve katalaz testi yapildi. Gram (+) ve katalaz (-)
olanlar Streptococcus salivarius subsp. thermophilus olarak dogrulandi (Sekil 1) (Terzaghi ve
Sandine, 1975).
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Sekil 1. Gram pozitif Streptokoklar

Yogurt kiiltiirli bakterilerinden Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus un sayiminda ise MRS
Agar (Oxoid) kullanildi. 62 g toz halindeki besiyeri 1000 ml distile su igerisinde siispanse edildi.
Besiyeri homojen hale gelinceye kadar kaynatildi. 121°C’de 15 dakika steril edildi. 45-50°C sicaklikta
iken 9 cm c¢apindaki steril petri kutularina 15°er ml olarak dagitildi. Katilagsan bu alt tabakaya her
diliisyon tiiptinden alinan 0.1 ml’lik siispansiyonlar iki parelli olarak cam baget yardimi ile homojen
bir sekilde dagitildi. Geri kalan besiyeri eritilerek, her bir ekilmis plagin iizerine 10’ar ml olarak ilave
edildi. Kath ekim tarzindaki bu plaklar 37°C’de 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
plaklar incelendi. Ureme gosteren kolonilerden gram boyama yapilarak Lactobacillus delbrueckii
subsp.bulgaricus’un on tanis1 gergeklestirildi (Sekil 2) (Terzaghi ve Sandine, 1975).
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Sekil 2. Gram pozitif Laktobasiller

3. Arastirma Sonuclar: ve Tartisma

Inkiibasyon siiresi sonunda M17 Agar besiyeri iizerinde gelisen 3-4 mm ¢apindaki laktoz (+)
normal streptokok kolonileri (Sekil 3a), 1 mm’den daha kiiglik ¢aptaki laktoz (-) mutant streptokok
kolonileri ve laktik streptokoklara 6zgli olan faj plaklar1 (Sekil 3b) ayr1 ayri sayilarak diliisyon

yiizdeleri ile ¢arpildi ve 1 g yogurttaki sayilari belirlendi (Tablo 1).

Sekil 3a. Saglikli laktik streptokok kolonilerinin mikroskopik goriiniimii (4x10)
3b. Laktik streptokoklara ait faj plaklarinin mikroskopik goriiniimii (4x10)
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Tablo 1. Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus
bakteri suslarinin ve olusan faj plaklarinin incelenen yogurt drneklerindeki dagilimlar: ve sayilari

M17 Agar MRS Agar
Ornek N | M
No Strggtrgﬁok Streggrllgk Fagpl;lggl)arl Laktobasil
(kob/g) (kob/g)
1 4.4x10° 5.5x10° 3.9x10° 1.5x108
2 1.8x10’ 3x10° %) 2.6x10’
3 7.7x10° 1.3x10° 4] 6x10°
4 2.8x10’ %) %) 6.4x10°
5 2.1x10° %) %) 6.3x10°
6 7x10° 3x10° %] %)
7 4x10° 2.1x10° %) 5.7x10’
8 2.3x10° 2.4x10° %) 4.9x10’
9 1.6x10° 1.1x10° 5] 3x10’
10 2.5x10° 1.6x10° 5] 1%
11 1.7x10° 1.8x10° 5] 1%
12 2.1x10° 2.5x10° 5] 1%
13 2.3x10° %) %) 1x10°
14 4.8x10’ 2x10’ 5] 4x10°
15 2.9x10’ 4.4x10’ %) 3.6x10°
16 2.1x10’ 5] 5] 1x10°
@: Belirlenemedi. Kob: koloni olusturan birim Pob: Plak olusturan birim

Tabakali bir sekilde hazirlanan ve ekilen MRS agar besiyeri i¢inde, inkiibasyondan sonra iireme
gosteren yogun goriiniimlii veya tiiylii gériintimlii kiigiik, opak ve beyaz renkli koloniler sayildi (Sekil
4) (Tablo 1).

Normal koloni gériiniimlii laktik streptokoklar en diisik 10° ve en yiiksek 10% kob/g olarak
belirlendi. Laktobasiller ise en diisiik 10° ve en yiiksek 10% kob/g olarak sayildi. Yogurt kiiltiiriinii
olusturan bu bakterilerin birbirine oranmin 1/1 oranma yakin oldugu gériildii. 1 nolu 6rnekte 3.9x10°
plak olusturan birim/gram (pob/g) sayida faj plaklan goriildii. 4, 5, 13, 16 nolu érneklerde mutant
streptokok kolonileri iliremedi. Diger Omneklerde iireyen mutant streptokok koloni sayilari, aym
orneklerdeki normal streptokok koloni sayilart ile benzerlik gosterdi. 6, 10, 11 ve 12 nolu érneklerden
bir hafta ara ile alinan ve ikinci kez incelenen 6neklerinden de laktobasiller izole edilemedi (Tablo 1).

Sireli ve Ozdemir (1998), yogurt Kkiiltiiriinii olusturan Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus bakteri sayilarimi meyveli yogurt
orneklerinde genel olarak 10°-10° kob/ml arasinda bulduklarimi bildirmislerdir. Bu sayilar,
calismamizda ayni tiir bakterilerin bulunan sayilar1 ile yakin degerde gorildii (Tablo 1). Giiven ve
ark.(2004), kefir mikroflorasini arastirdiklari calismalarinda, laktik asit bakterilerini 9.87x10° kob/ml
ve laktik streptokoklari 4.38x10° kob/ml olarak saptamislardir. Kefirde belirlenmis bulunan laktik asit
bakteri sayilari ile laktik streptokok sayilarinin, ¢alismamizda belirlenen laktokok ve laktobasil bakteri
sayilarina yakin olduklar belirlendi (Tablo 1). Durak ve ark.(2008), ev yapimi yogurtlarda toplam
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laktik asit bakteri sayilarim ortalama 1.89x10° kob/g olarak bulduklarini agiklamislardir. Bu saymnn,
ticari yogurt orneklerinde tespit ettigimiz sayilardan oldukea diisiik oldugu sonucuna varildi (Tablo 1).

Sekil 4. Laktobasil kolonilerinin mikroskopik goriiniimii (4x10)

Sonug olarak, ticari yogurt Orneklerinde belirlenen canli laktik asit bakteri sayilarinin yogurt
standartlarindaki sayilara yakin bulundugu, baz1 yogurt drneklerindeki laktobasillerin inhibe oldugu,
orneklerin ¢cogundan mutant streptokoklarin iiredigi ve yalmz bir 6rnekte faj plaklarinin gelistigi
degerlendirildiginde; ticari yogurtlarin laktik mikroflora yoniinden iyi durumda oldugu, mutant
streptokoklar ile inhibe olan laktobasillerin hangi faktorlerden etkilendiklerinin arastirilmasi gerektigi
sonucuna varildi (Anonim 1989; Anonim 2001).
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