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KOY VE KASABA YOGURTLARINDAN iZOLE EDILEN
Lactobaciilus bulgarlcus SU$LARININ METABOLIK VE
ANTIMIKROBIYAL AKTIVITELERI UZERINE BiR ARASTIRMA

STUDYING OF METABOLIC AND ANTIMICROBIAL ACTIVITES OF Lactobé&il-
lus bulgaricus STRAINS ISOLATED FROM TOWN AND VILLAGE YOGHURT

Belma ASLIM, Yavuz BEYATL!
Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiltesi Biyoloji B&liim{i, ANKARA

SZET: Tirkiye'nin farili bdigelerinden toplanan yogdun dmeklerinden 81 adet Lactobaciilus sugu izole edilmistir. [dentifikasyon testlari scnu-
cu_,' 73 adet Lactobacillus bulgaricus sugu teshis edilmigtir. Identifiye edilen suglann yiizde asitligi 0.64-2.34, proteolitik aktivitelari 0.007-1.273
mg tirosin/ml, asetaldenhit iiretimleri de 1.95-12.59 pg/ml arasinda tespit edilmigtir. Aynica suslarin inhibison etkileri Escherichia coll, Staphylo-
" coceus auraus koagulaz (+) ve (-) test bakterileri izerinde aragbirdmistir. Suslann test bakterileri fizerinde sira ile yan gapt 3.2-19 mm 3.217
mm ve 3-19.2 mm'lik inhibisyon zonlan olugturdufju belinenmigtir.

ABSTRACT: Yoghurt samples were oblained from ditferent regions of Turkay 81 Lactobacillus stralns have been isolated and identificati-
on results showed that 73 strains belong to Lactobacifius bulgaricus. Amount of total acidity, proteolytic activity and acetaldshyde preduction
by the identified strains were ranged betwaen 0.64-2.34%, 0.007-1.273 mg tirosin/ml and 1.95-12.58 pg/ml respectievely. Antimicroblal activi-
ties of the strains were applied on test bacteria Escherichia coli, Staphylococcus aureus coag. (+) and (-). The strains were inhibited test bac-
teria by the half diameter of inhibition zones ranged betwsen 3.2-18 mm, 3.2-17 mm and 3-19.2 respactievely.

Glris .
Siit endistrisinde kullanilan L.buigaricus suglannin metabolik aktiviteleri (laktik asit, asetaldehit ve pro-
teolitik aktivite) siit Urlinferinin olugmasinda dnemili rol oynarlar (ZAURARI ve ark., 1982; RASIC ve KURMAN,
1978; BOUTISTA ve ark., 1966; VEDAMUTHU, 1991), Uriiniin kalitesi bakimindan bu suglann starter olarak
seciminde metabolik aktivitelerinin belirli bir diizeyde olmasi gz éniinde tutulmaktadir.

Fermente siit (riinlerinni yapiminda starter olarak kullanilan laktik asit bakteri kiltGrlerinin, htzii asit
Uretmesi, proteolitik aktivite ve tat olusumunda etkili olan asetaldehit miktarlarinin arzulanan seviyede olmass
tercih edilir (VEDAMUTHU, 1991; SING ve CHOPRA, 1982). Bu sebepten, son yillarda laktik asit bakterilerin-
den metabolik aktivite bakimindan {istiin suglar elde edebilmek igin; genetik galigmalarina afirhk verilmigtir
(SING ve CHOPRA, 1982; KOK ve VENEMA, 1988; SING ve RANGNATHAN, 1977). Ancak, yapilan bazi ¢a-
hgmalarda yitksek metabolik aktiviteye sahip mutant suglarin zaman iginde bu ézelliklerini kaybettikleri belir-
lenmigtir (SING ve RANGANATHAN, 1978; KUIL ve ark., 1971; OBERMAN ve ark., 1983; ASLIM ve BEYAT-
LI, 19986).

Fermente st Griinlerinin Gretiminde geligen patolen ve kontammat mikroorganizmalar, Orniiniin tat ve
kalitesini bozmaktadir. Sit teknolojisinde kullanilan laktik asit bakterilerinin gida drinlerindeki patojen ve kon-
taminant bakterilere karg! antagonistik etkileri olup, bu bakterilerin geligimini inhibe ederler. Laktik asit bakteri-
lerinin metabolik Uriinlerine karg! hassas olan kontaminant ve patojen bakterilere E.cofi, S.aureus, Salmonelia
typhimurium ve Listeria monocytogenes bakterileri rnek verilebilir (SCHAACK ve MARTHA, 1988; MUHAM-
MED ve YOUNIS, 1980; JAY, 1992).

Mutasyon galigmalars ile {stln metabolik aklivitelera sahip SU§Iar|n elde edilmesi hem iglemin glgligi
hem de Ustiin suslarin stabil kalmayigindan dolay! gok elverigli olmamaktadir. Ancak, dodal izolattlar arasin-
dan Gstlin dzelliklere sahip suglarin segimi daha kalicr ve pratik bir ¢6zim olabilmektedir.

Bu aragtirmada Turkiye'nin farkii bolgelerinden saglanan yogurt érneklerinden L.bulgaricus suglan izo-
le edilerek, Oistiin metabolik aktivite ve yliksek inhibisyon etkisi gosteren suglarin seleksiyonuna ¢aligilrmigtir.

Bu aragtirma Gazi Universitesi Aragtirma fonu (FEF-05/83-15) tarafindan desteklenmigtir.
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MATARYAL VE METOT

Izolasyon ve identifikasyon

Yogurt érnekleri, Marmara, Ig Anadolu, Ege, Dogu Anadolu, Giiney Dogu Anadolu, Karadeniz ve Akde-
niz bolgelerindeki kdy ve kasabalardan toplanmigtir. Omeklerin diliisyonlan 10 ile 107'e kadar yaptarak,
MRS agar besi orfamindan 81 adet Lactobacillus susu izole edilmigtir (DE MAN ve ark., 1960). [zolatlanin
gram reaksiyonlarina, litmuslu siitte etki durumlarina 15,45 ve 50°C'de geligmelerine, %2, %4 NaCl iceren be-
si ortaminda Gremelerine, katalaz reaksiyonlarina, eskulin ve arjinin hidrolizine bakilmigtir. Ayrica galaktoz,
sorboz, fruktoz, mannitol, sakkaroz, arabinoz, salisin, raffinoz, mellibiyoz, ksiloz, riboz, gekerlerinin testleri uy-
gulanmigtir (BUNCHANAN ve GIBBONS, 1974; HOLDEMAN ve MOORE, 1975). Identifikasyon testleri sonu-
cunda 73 adet Lactobaciflus bulgaricus sugu belirlenmigtir.

Metabolik Uriinlerin Tespiti
Proteolitik Aktiviteleri
Suglarn proteclitik aktiviteleri, %10'luk steril skim milk besi ortaminda 41 °C'de 24 saat gsligtirildikten
sonra tirosin amino asidi esas alinarak belilenmigtir. Proteolitik aktivitelerin tespiti spektrofotometreds (Milton-
" roy Spectronik 20} 650 nm dalga boyunda yaptimigtir (CITTI ve ark., 1963).

Laktik Asit Uretimleri

Suglann olugturdudu titre edilebilir asit miktarlan % olarak laktik asit cinsinden tespit edilmigtir. Aktif
sugtar 10 ml'ik %10%uk steril skim milk besi ortarnina agilanmig, 41°C'de 24 saat geligtirimigtir. Orneklerin lak-
tik asit miktarlar 0.1 N NaOH titrasyonu ile tespit edilmigtir (HARRIGON ve Mc CANCE, 1976).

Asetaldehit Uretimleri
73 adet L. bulgaricus sugu %10'luk steril skim milk besi ortaminda 41°C'de 24 saat gelistirildikten son-
ra,-her birinin asetaldehit Uretim miktarlan iyot titrasyonu ile tespit edilmigtir (LINDSAY ve DAY, 1965).

inhibisyon Etkileri

L. bulgaricus suglannin Eschericihia coli NRRLB 704 nolu, Staphylococcus aureus 4-64 nolu koagulaz
negatif ve S.aureus 4-43 nolu koagulaz pozitif test bekterileri Uzerindeki inhibisyon etkileri agar difflizyon yén-
temine gbre belilenmigtir (REINHEIMER ve ark., 1990). Test bakterilerinin aktiflestirimesinde nutrient broth,
agar diffizyon yénteminde de nutrient agar kullamlmigtir {Sekil 1).

BULGULAR

Izole edilen ve identifikasyon testleri sonucu L. bulgaricus olarak teshis edilen suglarn, yizde asitlikleri
aragtinldijinda maksimum laktik asit Gretimi B90, L (%2.34) susunda, en duguk asit tretimi de B89,L (%0.64)
susunda tespit edilmigtir (Cizelge 1).

identifiye edilen suglanin proteolitik aktivite degerleri 0.007-1.273 mg tir./m! arasinda belirienmis ve bu-
lunan degerler Cizelge t'de gbsterilmigtir. Suglann asetaldehit Gretme miktarlan incelendiginde en yiksek
12.59 pg/ml asetaldehit Greten B94,L susu ile, en distik 1.95 pg/ml asetaldehlt Greten B76,L susu belirflenmig-
tir (Cizelge 1).

Izolatlarin inhibisyon etkileri aragtinldiginda, tim suslann E. coli ve S.aureus koag. (-) test bakterilerin-
de inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmigtir. S. aureus koag. (+) test bakterisinde de B89,L, BSO,L ve B122,L
suglan harig, tim suglarnn inhibisyon etkilerinin oldu§u gdzlenmigtir. E.cofide 3.2-19 mm'lik, S.aureus koag.
(+Yde 3.2-17 mm'lik, S.aureus koag. (+)'de de 3-19.2 mm'lik yan ¢apinda inhibisyon zonlan bellrlenmlgtlr (Ci-
zolge 2).
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Sekil 1. S.aureus koag. (-) test bakterisi iizerinde B47,L. ve B49,L suslarimin olugturdugu inhibisyon zonlari.

TARTISMA

Laktik asit bakterilerinin olugturdugu laktik asit sGtiin pihtilasmasinda &nemli etkisi olmakla birlikte, yo-
gurdun asidik, keskin ve hoga giden tat kazanmasini saglayarak yodurt aromasina énemii katkida bulunur
(ATAMER ve SEZGIN 1987; TEKINSEN ve ATASEVER, 1994).

ASHOUR ve ark., (1985), steril skim milk'e %2 oraninda asiladiklar L. bulgaricus ve S.thermophilus
suglarinin yizde asitligini %0.73-0.86 arasinda tespit etmislerdir. YU ve ark., (1985)'de izole ettikleri L. bulga-
ricus CH-2 sugunun % titre edilebilir asitligini 0.78 olarak bulmuglardir. SING ve CHOPRA (1982), titre edilebi-
lir asitligini %0.86 olarak belirledikleri L. bulgaricus susuna, uyguladiklan mutasyon sonucu en yiksek %1.02
asit Gretebilen mutant sus tespit edebilmiglerdir.

Bu galismada dogal kaynaklarimizdan izole edilen L. bulgaricus suglaninin yizde asithgi %0.64-2.34
arasinda belirienirken, litaratiir sonuglan ile kiyaslama yaptldiginda, bu suslann daha fazla miktar da asit (re-
tebildikleri dikkat ¢ekmistir.

SING ve CHOPRA (1982} L. bulgaricus susunun proteolitik aktivitesint 0.35 mg tir./mt olarak belirler-
ken, mutasyon uyguladiktan sonra, ayn sugdan maksimum 0.62 mg tir./ml proteolitik akliviteye sahip mutant
sug elde edebilmistir. Yapilan bagka bir ¢alismada da L.bulgaricus suglarinin proteolitik aktivitesi 61-144 g
tir./ml olarak beliienmistir (RAJAGOPAL ve SANDINE, 1990}. Bu aragtirmada ise, 0.007 mg tir./ml (B97,L) gi-
bi diigiik proteolitik aktiviteye sahip suslarin yan sira, 1.273, 0.424, 0.386 mg tir./ml (B90,L, B79,L, B116,L)
gibi yiiksek miktarlarda proteolitik aktiviteye sahip suglarda belidenmigtir.

Yapilan ¢esitli aragtirmalarda yogurdun tat olusumunda asetaldehit dretiminin énemli rol oynadi), ase-
taldehit tretim miktarinin tir ve suglara goére farkliik gdsterdigi ve S.thermophilus bakterilerinden daha gok
L.bulgaricus bakterilerinin asetaldehit Grettigi sonucuna variimigtir (HAMDAN ve ark., 1971; TZANETAKI ve
MASTROJIONNAKI, 1988 MANCA DE NADRA ve ark., 1988). Calismamizdaki izolatlann 1.95-12.59 pg/ml
arasinda asetaldehit (rettifii tespit edilirken, HAMDAN ve ark., (1971), 45°C'de 7 saat inklibasyon sonunda
L.bulgaricus kiiltirlerinin en fazla 10 ppm asetaldehit Grettigini belilemiglerdir. ASHOUR ve ark., (1985)'da
steril skim milke %2 oraninda agiladiklan L.buigaricus suglarinin 42°C'de 3-3.5 saat inkiibasyon socnunda 1.5-
1.9 ppm arasinda asetaldehit Grettiini saptamiglardir. Bagka bir aragtirmada da, 17 adet L. bulgaricus sugu-
nun asetaidehit Gretimi 6.7-15 ppm arasinda bulunmustur ZAURARI ve DESMAZEAUD, 1991).
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Birgok aragtinci insan saghgi ve yodurdun kalitesi bakimindan, yogurita kontaminant bakterilerin clma-
masi gerektigini ve bu kontaminant bakterilere kargi yogurt bakterilerinin antagonistik etkisinin oldugunu bildir-
miglerdir (FRANK ve MARTH; 1977; REDDY ve ark., 1984; JAY, 1992). REDDY ve arkadaslan (1984) L. bul-
garicus ve L.acidophilusun antimikrobiyal aktivitelerini incelediklerinde, L. bufgaricus'un DDS14 sugunun bi-
tin test mikroorganizmalannda yilksek inhibisyon olusturdugunu, S.aureus'da 9-12 mm'lik E.cofide de 5-8
mm'lik inhibisyon zonu meydana getirdidini tespit etmiglerdir. ABDEL BAR ve ark., (1987) L.bulgaricus'un
S.aureus'da 28.5 mm'lik inhibisyon zonu olusturdugunu ve bu bakterilerin antimikrobiyal aktivitesinin 100°C'de
de 18 giin stabil kaldigini tespit etmiglerdir. Bagka aragtirmacilarda 91 adet laktik asit bakterisinin E. colj,
S.aureus, Salmonella typhimurium ve Pseudomonas fluorescens test bakterileri Gzerindeki inhibisyon etkisini
inceledilderinde, en yiiksek antimikrobiyal aktivitevi L.bulgaricus ve L.acidophilus killtiierinde gozlemiglerdir
{LIN ve ark., 1986).

Bu aragtirmada bitiin suglarin test bakterileri tizerinde inhibisyon etkisinin oldugu belirdenirken, bu etki-
nin S.aureus koag. (+) test bakterisinde biraz daha zayif oldugju tespit edilmigtir. B89,L, B90,L. ve B122, L gibi
bazi suglann diger iki test bakteride inhibisyon etki gdsteritken, S.aureus koag. (+) test bakterisinde inhibis-
yon zonu olugturmadigi belirlenmigtir.

Cahgmamizda dogal izolatlanmizin inhibisyon etkilerinin diger aragtinicilarin denemede kullandiklan
izolatlardan daha fazla oldugu sonucuna vanimigtir. _

Yapilan bu galigmada, dogal kaynakli yojurtlanmizdan izole edilen L. bulgaricus'un bazi suglan diger
aragtincitarin mutasyon ile elde ettikleri mutant suglar ve starter olarak kullanifan bazi suglara kiyasla daha
yiiksek metabolik aktivite gosterdikleri belirlenmistir. [zolatlanmiz iginde metabolik aktiviteye sahip baz) sugla-
rin starter olarak endlstriye kazandirnima imkanlar aragtirilacaktir.
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