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Streptococcus thermophilus ve Lactobaclllus bulgaricus’ lm
Tek ve Karisik Kiiltitrlerinin Proteolitik ve Laktik Asit
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Gliserofosfat’in S. thermophilus
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‘6ZET
Sther'mophnlus ve Lbulgaricus’un taktik

asit tretimleri ve proteolitik ektiviteleri skim- .
milk besiverinde tek ve karigik kiiltirler halin-’

de saptanmlstlr Si.thermophilus, Lbulgarlcusa
kiyasla daha az miktarda metabolik driiler o-
lugturmustur, § - disodyum gliserofosfat tek ve

karisik kiiltir halindeki S.thermophilus'un pro-

teolitik aktivitesini yitkseltmis, ancak Iak‘toz en-
zimi aukt'lwtesmw etlilememistir,

'SUMMARY 7

. Proteolitic. Activity. and Lactis Acid Produc-
tion. of single and Mixed Cuttures of Libulgari-
cus and S. themnophlbus 1. Effect of § - disodium
glycerorphosphate on S.thenmophilus.

"Proteclitic and lactic acid produding ‘acti-
vitigs of single and mixed cultures of L.buigari-
cus and S.thermophilus determined, S.thermop-
hilus showed less metabolic act{i\}ity than
L. bulgamous Proteoimc activity of S.thermo-
ph!lus was ‘became higher by disodium glyce-
rophosphat but [actose enzym ac'tlhnty wasn't
effected. - ‘ L

GiRls o o -

Fermente st mamiillerinde starter kiiltiir-
1er] tarafmc_lan' olugturulan asit ile proteolitik
aktivite onemll sayiimaktadir. S.thermophilus
veL.bulgartcus yogurt ve Isvigre peynirlerinin
vaprmnda kullanilmaktadirlar (8, 12},

Lactobzcillus'lar Streptococcus'larla kryas-
landiginda genellikle daha fazla protease ve
lactase aktivitesi gbstermektedirler. Lactobacil-
lus siit. proteinini protease enzimi file parcala-
makta,.clusan serbest amino asitler streptococ-
cus’lan stlimile ederek hizh {remelerini: sag-
lamaktad:r. Streptococcus’larin lreme sonucu
olusturduklar laktik asit, ortamin pH'smi dii-

slirerek Lactebaeillus’larin {iremesini- tesv:k et-

mektedir (2, 5).

Homofermantatif laktik stneptococcus lar. .
tarafindan olusturulan laktik asit miltar, besi-
yerindeki degisik setlbest amino asitlerin var- .
hgina ve besiyerinin tampon ozellik goster-..
mesine (buffer). badlwir (13).

‘Starter killtiirlérinde gorillen  proteinase’
negatif veya az asit olugturan bakterilerin me-"

~ tabolik ‘aktivitelerini artirmak amacryla bir gok

mutagen maddeler ve mutasyor'_x: teknolojisi uy-.
gulanmaktadir (3, 7, 9, 10, 14) . Mutajenik mad-.

. deler bakterilerin genlerlnde degiﬁlmlere yol.-

acarlar (1, 6).

Aleman {1977) bakterilerin iizerinde miuta:

" jenik etkisi olap gok sayida kimyasal madde-

lerin bulundudu ve kimyasal mutajenlerm etki
bigimleri farkh oldugunu- gdstermektedir. Bun-
larin bir kismu  (Taban “Analoglar) ,- normal ta-
banlarm werine DNA yapisina girebilmektedir-:
ler, bazilan DNA ‘daki tabanlan degigtiritler.
Bazi kimyasal mutajenler DNA dan taban-
fart g.ider]-rler. : '

MATERYAL ve YGNTEM

Kiltirler : Sthermophllus wve L. bulgaricus .
un saf kiltirteri AB.D. Cornell Universitesin-
den’ saglanmmgtir, : o

Kiltirler % 11 NFM {nonfat. skimmilK)
besiyerinde 37°C da 3 ardlsﬂk transfer ile ak-
-tiftestirildikten sonra stok kiltirler hazirlan-
mugtir, Stok kiltirlerin hazirlanmas: % 15 gli-

_serin ve % 11 NFM besiyerinde gergeklestiril- .
. migtir. Bakteriler bu besiyerine % 10 oramnda. .

inokiile . edilip —20°C de muhafaza -edilmisgler: )
dir. Benemeden dnce kiiltiirler dondurucudan’
cikartilp 30°C de 16 saat tutulmus ve--% 1
oraninda % 11 NFM besiyerinde 37°C de tig
ardisik transffﬂ He tekrar awktiﬂes,tirilmi;sﬁr.

B disodyum  gliserofosfat'in  S.thermophi-
lus (zerinde etkisini incelemek amacxyla. '
B - disodyum gliserofosfat Gp (grade 1, Sigma
Chemical Co.) 1.5 gr alinarak 10 ml destile su-
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da gbzifiditkten sonra 121°C de 15 dk sterilize
yapimigtir, Gozeltiden 0,2 m!l alinarak 9.8 ml
steril % 11 NFM skimmiik besiyerine ilave e-
dﬂlmist'r (Gp nin siitteki son konsantrasyonu
% 1,9)° S.thermophilus % 1 (v/v) oramnda

besiyerine inokille edilerek, i ardigrk trans- -

ferl saglanmigtir. Glyserofosfat besiyerinde ak-
tiflestirilen S.thermophilus bakterisi tek % 1
ve karigrk kiiltir ofarak Lbulgaricus ile birlikte
% 2 (1:1] oramnda % 11 NFM skimmiltk besi-
. yerine inokiille edilerek 43°C de dedigik are-
iklaria inkitbe edilmistir, Bu siirelerin bitimin-
de, killtiirlerin olugturduklar toplam asitlik, saf
laktik asit ve proteolitik akvitite bulunmustur.

Toplam asitlik fenolftalain indikatord kul-
lanarak 0,1 N.NaOH ile titre yapilarak bulun-
mugtur, Saf laktik asit, Steinholt ve Galbert
{1960} metoduna gbre ve proteolitik aktivite
ise Miatry ve Koskikowski (1983)’e gore he-
saplanmastir,

Arastirma Sonui;lan've Tartisma :
Lbulgaricus ve S.thermophilus kiltiirierd

ile olusturulan toplam asitlik ve laktik asit mik-
tarlar1 Cizelge 1'de gdsterilmistir,

Lbulgaricus bakterisi S.thermophilus'a k-
'vasla daha yitksek diizeyde asit liretmistir, 24
saatlik inkilbasyonun bitiminden sonra olustu-
rulan yiizde asitlik L.hulgaricus kiiltiiriinde 2,67,

tur.

iki kiitthr karigik olarak kullamidiginda ve

4 saat inkilbasyon sonunda Siglilen laktlk asit

miktart tek kiltirlerden daha fazla bulunmus- .

tur ve bu durumun bu iki bakteri arasindaki
stUmuIasyonu gbstermektedir,

B disodyum gliserofosfat’ mn S.thermophi-
lus bakterisi {zerindeki asit arbirict etkisi go-

riimemistir (Cizelge 1}. Ancak bu maddenin .

S.laetis ve S.cremoris bakterilerinin asit olug-
turma yeteneklerini artinici oldudu Terzaghi ve
Sandine (1975) tarafindan belirtilmigtir. -

" Lbulgaricus tarafindan olugturulan profeo-
litlk aktivite miktari, S.thermophilus’a kiyasia
daha fazla bulunmustur, Lbulgaricis ekso ve
endo proteolitik enzimleri ile siit proteinini da-
ha fazla pargalama yetenegine sahiptir (3, 4).

Laktik starter, kilitdriilerinde protease enzimi- -

Sthermophilus kiiltiriinde ,ise 0,87 bulunmus-

nin plazmid DNA ya bagh olduju pekcok aras-
uricilar tarafindan bildirilmigtir, -
 @-disodyum gliserofosfat'm S.thermophi-
lus'un proteolitik aktivitesini belirgin bir sekil-.
de arttrdiy bulunmustur (Cizelge 2, Sekil 1).
Gp skimmilk besiyerinde aktiflegtirilen S.ther-
moephilus kiltiirl 24 saat inkiibasyon bitimin-
den sonra 0,18 mg tirosin/m! proteolitik akti
vite gostermigtir, Buna kargn aym kiltiir nor-

- mal Gp siz sitli besiyerinde 0,15 mg trosin/mi

proteolitik aktivite gostermistir, Karisik kiltiir
de de proteolitik aktivite farkh ololimiistin.
Gp'li siitte aktiflestirilen S.thermophilus ve
Lbulgaricus karisik olarak kullaniidiginda 8lgl-
len proteolitik aktivite miktan 24 saat inkithas-
yon bitiminde 0,34 mg tirosin/ml bulunmustur. '
Oysa Gp'de aktiflestiriimeyen S.thermophilus
ile Lbulgaricus’un kangk kiiltiri dym siire
sonunda 0,20 mg tirosin/ml proteolitik akihvite
gbstermistir. -

Sonug olarak Gp'in §.thermophilus’un pro-
teolitik aktivitesini yikselttifi ve bu etkinin
plazmid DNA = izerinde oldufu - s&ylenebilir.
Giinkti laktik asit bakterilerinde laktoz ve sitrat
metabolizmalan ile proteaz enzimi (retiminin
plazmid DNA {zerinde olduju kanmtlanmistir

(17).
Souit
L. buiouricys ve § thermophis un tok ve
. haregh iitirlariade proleokiic Gitivite
73
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Gizelge 2. Tek ve Kangik Kiltiirlerin Proteotitikc Aktiviteler,
Kiliftiirler 4 Seat 8 Seat 12 Saat 16 Saat 20 Saat 24 Saat
Lbulgaricus 0,09 0,12 0,19 0,24 10,26 0,26
S.thermophilus 0,03 0,04 0,08 0,11 0,13 0.15
S.thermophilus*®. 0,05 0,07 010 013 - 016 0,18
Lbulgaricus | ‘ |

+ Sihermophilus. 0,06 . 0,13 0,14 0,17 0,19 0,20
Lbulgaricus

+ Sthermophilus® 008~ 047 012 03 S034. 034
* Killtiirler Gp skinu'mlk’de aktﬂﬂegt&rutp vea Gp agermeyen skimmllk beslyering ino-

kiile edilmiglerdir. .

| KAYNAKLAR
Akman, M, 1977. Bakteri- Genétié’l'Cumhl‘l- rosoqumd:in.e and ultravioclet erad.la.tmn J

. abllity to produce acetion

riyet Universitesj Yaym No: 1, Sivas.

Akuzawa, R., O, TIto, K. Yokoyama, 1984.
Two typea of interaccullar proteinase from
dairy Lactic acid bactenia Dalry Sci Abs,
46 (8). ' '
Chuang, LJ¥. F.B, Co].lins 1971. Isolation
of nit:rosa;gu»anidine induced mutants of
Streptococcus diacetilactis with enhanced

- J Dalry Sci 54: 282.

Bzzat, N, M, Elsoda, C. Boujllam.no C. Ze-
wvaca, P. Blanchard 1985. Cell wall associ-

ated proteinases in Lactobacillus helveticus,.

Lactobacillus bulgaricus and Lactobacillus
LactisDairy Sct Abs, 77 :{(11).

Hegaz, FZ., 1987, Proteolytic activity of
Lactic acid bacterla in skimmilk with spe-
cial refrences the ‘blodegradation of Caseln
fi'g,pt-:lon. Dairy Sci Abs, 49 (10).
Hollaender, A.. 1982: Genetic Engineering of
Microorganisms for chemical. Plenum Press-
New York, London.,

Khanna, S, A Kaul RK. Kuila, J. Singh,
1882, Studies on the utilization of mutants
of Streptococcus Lactis subspecies dizeet-
ylactls for preparation of fermented milk
products «Chaklay, Cultured Dairy Products
J 17 4), '24 - 25. '

Kostkowski, F.V. 1874. Cheese and Fermen—
ted Milk Foods - Bdwards Brothers Inc., Ann
Arbor, Michigan, US.A. ;

Kuila R.K. B. Ranganathan, S.M, Dutta, '

H Laxminarayana. 1971 Induction of mu-

tation In Streptococcus diacetylactis by nit-.

and diacetyl- -

10

Dairy Sel 54: 38%.

Kuila, RK. B. Ra.ngama)tha.n 1978 Ultravi-
olet light - Induced mutants of Stmpmcoc»cus
Lactis subspecies diacetylactis with enhan-

" ced acid or flavor producing ability. J. Dalry

-iSct 61: 379 -3883.°

2

12,

13.

14,

15.

16.

17;

Mistry, V.V. F.V. Kosikowskl. 1983. Appli-
cation of dialysis to measure proteases ac-
tivity in milk. J Dairy Sci 66: 687693

Sandine, E-W. 1979. Lactic Starter Culture
Technology. Pfizer Inc, New York, US.A:

Shankar, P.A., FiL, Dgvies, 1977. A note on
tha suppression of Lactobacillus bulgaricus
in ‘media containing {3-glycerophosphate and .
application of such media to selective isola-
tion of sgtreptococcus thermophilus

" yoghurt J Soc Dairy Tech 30: 28.

Sicard, N. 1882. Lack of UV -induced mu-
tation in several streptococei. Microbiology
1982. American Society for Microbiology:
Waghington D.C., US.A .

Steinholt, K. H.E. Calbert. 1860. A rapid

.colorimetric method for the determination of

Lactic acidin milk and milk products, Milch-
wissenschaft '15: 7-1%

Terzaghi, B.E:, W.E. S8andine, 1975, Improved
mediuy for Lactic Streptococel and their
bacteriophages. Applied Microbiology, 28 (6),

. 80T - 813,

Thompson, JK, M.A. Collins, 1989. A com-
parison of the plasmid profiles of strains
of Lactic Streptococel isolated from a com-
mercial mixed strain starter culture with
thoge from fermented milk. Milchwissensc-
haft, 44 (2) 65+ 69.

from -



