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Yogurt Yapiminda Yararlamlan L. bulga,rlcus ve
S. thermophilus’un Proteolitik Aktivitelerinin BellrlenmeSI

Uzerine Bir Aragtirma
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'Yogu-rf bakterilerimin siite agilandrktan
sonra enzimatik etkinlikleri sonucu proteinleri

parcalamalart olaymna proteoliz. adi verilir. Bu

olay sirasinda ortamda gerekli geligme " fakidr-
leri meydana geldiginden S. thermoph'i_lus‘un
gelismesi ve gogalmast hizlandirnimis olur.

Simbiyotik faaliyet gdsteren bu bakteriler i¢in
gerekli ve yararh olan proteoliz olayrmin ‘yogurt
yapiminda ancak belirli bir diizeyde meydana
g'elmesii istenir. ASPERGER, tirosin aminoasiti

|lne- aroma olusumu arasinda bir Higkinin oldu-

gunu, tirosin  igeriginin 0,05-0.1 mg/ml ol
mas: durumunda yogurtiarin istenen aromaya
sahip olabilecedini bildirmistir. 0,125 mg/ml
tirosin igeren yogurt drneklerinde ise hafif aci
tat olustugu bildirilmistir. Bundan hareketle
yogurt bakterileri otan L.bulgaricus ile S.ther-
mophilus’a ait suslarin proteolitike aktiviteleri
HULL y6ntemine gbére trosin ekvalanti lzerin-
den belirlenmeye cabigitmigtir. ‘

Arastirmada genellikle yiksek asitlik olug-
turabilen L.bulgaricus suglarmun daha fazla
proteolitik aktivite gosterdikleri  saptanmistir.
Ancak biitiin bakteri suslart igin bu dirumun
gecerli olmadigi da belirlenmigtir. 20 L. bulga-
ricus susuna ait deferlerin' 0,105-0,215 'mg
'trosm/ml simirlarr arasinda  dedistigi "gozlen-
migtir. S.thermophilus’un denemeye ahnan
20 susu igin saptanan degerler de 0,080-0,070
mg trosin/ml arasinda belirlenmis olup deger-
ferin L. bulgaricus’a sit dederlerden gok dilsiik
oldugu anlasitmigtir.

ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen iiber die Einfliissa der bei
der Joghurt - Her . stellung verfendeten L. bul-
garicus unhd S. thermophilus auf die proteoh-
tische Aktlwtaten .

.Nach der I=mpfu‘ng von Joghurt - Bakterien
werden die Milchproteinen durch dig enzima-

tische Aktivititen der Mikroorganismen zer

setzt, Dl-ese enmmatlsche Wl.nkung wnrd als
Proteolise genannt. Unter der nbestummten Be-
dingungen bei der P_rotelsohse wachsen - und
vermehrerr sich S. .thermoﬁhi‘lus._:i-m Medium
ganz - schnetl. Nun es w_i-rd gewlinscht,. diese
Serzetzungen bis eine bestimmte Grenze zu
erweitern. Nach ASPERGER gibt es eine Be;m-
echung zwischen Tyrosm Aminos3ure und Aro-
mabildung im  Joghurt. . Danach ist das
gewlinscht Aromgs bei Joghurt verwirklicht,
wenn der Tyrosingehalt zwishen 0,05-0,1 mg/
m! ist, Es ist nach der bisherigen Untersuc-
hungen deutlich beschrieben, dass das Aroma
ganz leicht bitterlich ist, wenn der Tyrosin-
gehalt 0,125 mg/m! ist. Aus diesem Grund
wurde die proteolifische Enzymaktivititen von

L.bulgaricus und S, thermophilus nach der

HULL - Methode d:h. nach dem Tyrosmgeha[t
oder Equwalentswert bestimmt,

‘In diesem Versuch wurde allgemein fest
gestellt, dass die L.bulgaricus noch mehr pro-
teolitische Enzymaktivitdt als andere Mikroor
ganismenarten hat. Nun ist es klar beobachtet,

-dass jede. L. bulgaricus - Arten keine - solche

Wirkungen gezelgt. Von denen 20 L. bulgari-
cus - Arten hatten einen Tyrosingehalt 0.105-
0,215 mg/ml. Dagegen wurde festgestellt, der
Tyrosingehalt fiir 20 S, thermophilus  Arien

. zwischen’ 0,008 - 0,070 mg/ml und v:el Wemger

als L, bulgarlcus ist,

1. Giris

Yogurt yapimi sirasinda; siitiin yogurt kil

tiriyle asilanmast sonrasi Gncelikle S. ther

mophilus gelisir ve ortem. pH'sing 55'e kadar
distrir. Daha sonra kosullar uygun oldugun-
da L.bulgaricus hizla gogalarak siit proteinle-
rinden kazeini, salgrladigi proteolitik enzimle-
rin etkist ile pargalayarak dipeptit, peptit ve
amino asitlerin agida ¢rkmasmi saglar, Bu olay
sirasinda S. thermophilus i¢in gerekli gelisme
faktorieri ortami da temin edildiginden gelisme
ve ¢odalmasi hizlandirdms olur. KURMANN
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(1967), SHANKAR ve DAVIS (1977, 1978),
SHARPE (1979) Boylelikle yogurtta arzulanan

seviyede asitlik, tat ve aroma olusumu saglan-

mis olur. Yaptlar caligmalar her iki tir bakteri
arasindakj "kar.?.llrk-h' etkilesim ve yardimlagma-
nin bunlar arasindaki simbiyotik yasamdan kay-
naklandigini ortaya koymustur, ACCOLAS ve
ark. (1977}, DESMAZEAUD ve ark. (1978),
GHLILAND (1986), MOON ve REINBOLD
{1976). Nitekim SHANKAR ve DAVIES (1977),
MOON ve . REINBOLD (1976), MOCOUOT ve
HUREL (1970), ACCOLAS ve ark. (1977) pro-
teolitik aktivitesi yitksek olan L. bulgaricus'un
kazeinden valinin yanisira glisir, 19sin, iZoldsin,
histidin, sistin, trosin, metionin, glutamik asit,
aspartik asit gibi donemli amino asitlerin orte
ya ctkmasmin 8. thermophilus'un iyi gelisme-
sini sagladigim belirtmislerdir.

Bu bilgilerden de anlagilacag gibi prote-
olitik aktivite Lak: ve Str. tirii  bakterilerin
etkinlikleni sonucu bir tanéftan proteonin ami-
no asitlere -kadar'-parr;a-lanma-smz diger taraftan
da ortamda birlikte olduklari mikroorganizma-
larin gelisme ve gogalmalarim tegvik etmek-
tedirler, GILLILAND (1986}, MOON wve REIN-
BOLD (1978), SHANKAR ve DAVIES (1977). Bu
da ancak proteoliz olayryla rgerc,\akle$me=kted|r

iste bakterilerin enzimatik etkinlikleri sonucu

proteinlerin  bir dizi ara kademelerden sonra
-amino asitlere kadar - pargalanmasi durumura
Proteoliz ad verilir DEETH ve TAMIME (1981).

- Bakterilerin yagsamlarine slirdirmeleri icin
gerekli olan proteoliz elayimin yedurt yapimin-
da ancak belirli dilzeyde meydana gelmesi is-
tenir. Clinkdi kaliteli yodurt elde -etmede bu
durumure Snemi fazladir. Nitekim KURMANN
(1967) vodurtta kuvvetli bir protecliz istenme-
digini fakat 8.thermophylus Uzerinde uyarici
bir etki yaratan amino asitleri Szellikle valini
agida ¢rkaracak diizeyde bir proteolizin genekh
olduguna duk;kan cekmistir.

Arastirmeda bu yilizden her iki tlr bakte-
rinin proteolitik aktivitesini belirlemek ve yo
gurt yapimuna en uygun olanlari segmek amac-
lanmusgtir, '

2. LiTERATUn (')ZETI

Proteoliz olayi yo@ur.t olugumu sirasinda
belirli seviyede meydana geldiginde ve yodur-
dun yapr ve kivarmnin diizeldigi, asit Uretimi-
nin, S.tharmophilus'un geligimi tegvik edildigi
igin arthigi, sindirilebilme dzelliginin Snemli
derecede. godaldigi bildirilmistir, (DEETH ve
TAM!iM!E (1881) Asiri proteoliz durumunda ise
yapHY yu-mu$ad1§:_ kivamun cabuk bozuldugu,
aci - tadin olustugu belirlenmistir. RENZ ve
PUHAN (1975) yogurttaki bu acthigin L.bulga-
ricus’un proteolitik aktivitesi sonucu meydana
geldigini ortaya koymusglardir. Bundan dolay
ASPERGER (1973}, GROUX [‘1973] yogurt iil-
tiriindn elde edll‘meSE sirasinda diigiik prote-
olitik aktivite gosteren L.bulgaricus suglarimin

.secilmesi geregimi vurgulamislar. §. thermop-

hilus'un ektivitesinin daha disik oldugunu sap-
tamiglardir. KHANA ve SING (1978) L.bulga-
ricus'un tek basina faaliyeti sonucu, ortamda
daha fazla amino asit. meydana geldigi halde
her ki bakterinin birlikte asibanmasi sonucu
bu miktarin daha du$-uk dizeyde kaldigin; sap-
tamiglardir. Bu duruma S. thermophilus'un or-
tamdaki, bu amino asitlerin bir kismi kullanmis
clabilecedi neden olarak gosterilmigtir.

MILLER ve KANDLER (1967), RASIC ve
KURMANN (1978) proteoliz olaymin bakteri
tirll ve susuna gore degistidini belirtmigler-
dir, Aymt arastiricilar bu ylizden orta derecede
proteolitik aktif sus veya bakterilerin se¢imi

min, laktik asit ve aminoasit dretimi fle aroma

olusumunu etkileme ySniinden Oremli oldugu-
nu agiklamigtardir. ’

ASPERGER (1973) trosin aminoasiti ile
aroma olusumu arasinda bir iliskinin oldugunu,

~ trosin dgeriginin 0,05 mg/ml — 0,100 mg/m:

olmasi durumunda yogurtlera aroma yoniinden
tam pusan verildigini bildirmistir. Yogurt &mek
lerinde 0,125 mg/ml ve yukéar degerde trosin
aminoasidi behrlenmesu durumunda aci tadin
olugmaya basladi§r belirtitmistir. Bu poktadan

“hareket ederek bakter tir ve suglart ile yo-

gurtlardaki proteolitik aktivite seviyesinin

CHULL yoOntemine gore, trosin ekivalenti {ize-

rinden saptanmasi Gnerilmisgtir,
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“3.. MATERYAL ve YONTEM
3.1. MATERYAL

L. bulgaricus ve S.thermophilus's ait 20
ser sug, lzmir ve gevresi ilerden temin edilen
yagurtlardan izole edilen ve tanimi yapllan su$
lar arasmdan secilmigtir. .

3.2. YONTEM

HULL yénteminden yararlamlm[$’c|r HADI,
(1982}.

3.2.1. Bakteri Xiiltiilerinin Hazirlanmas:

Bunun igin % 10 yadsiz siit tozundan ha-
zirlanan siitler tiiplere 5’er ml konulmus, otol
lavda sterilize edilmistir, Daha sonra % 1 ora
minda her bir bakteri killtirliyle asilanmis, uy-
gun inkiibasyon sicakliklarinda 36 saat birakil-
muslardir, Siirenin sonunda tiipler hemen buz
dolabina alinmistir.

3.2.2. Proteolitik Aktivite Belirlenmesi
3.22.1. Gergkli Gozeltilerin Hazirlanmasi

a) Triklor Asetik Asit (TCA) = 0,72 (N)
normalitede hazirlanmistir. ‘

b} Na,C0;, Na/P,0, g¢lzeltisi = 75 gr
NaC0;, 10 gr Na,P,0O, tartilmig, saf suyla 500
ml'ye tamamianmistir.

¢)] Fenol ayiraci = 1 krsam fenolciocalteau
(BDH) 2 dasim saf su ile kanstriimistic, Go-
zelti kullaniimadan hemen dnce hazirlanmis:
tir.

3.2.2.2. Trosin Standart Cozeltisinin' Hazir-
lanmasit

100. myg trosin, distile suyla 100 mlve ta-
mamlanmig, daha sonra 0,02-1,0 mg/m\llsm:r-
larl arasinde gbzeltiler hazirlanarak odlgiimler
yapimigtir. Sonuglar, en kicik kareler yinte-
mine gore elde edilen standart egriden yarar-

laharak trosin ekivalenti olarak hesaplanmistir.

3.2.2.3. Deneyin Uygulanmsi

Bakteri kiiltirlerinin bulundugu tiiplere 1'er
mi saf su, 10%ar ml 0,72 NTCA konmus, agiz-
lart lastik tipa ile kapatilarak iyice karistiril-
mistir, 10 dakika dinlendirilen karigim S8 595
notu filtre kagidindan stzlimistlir. 50 ml'lik
erlenmayerlere 5'er m}  sizlntilerden konul-
mus, lzerine 10'ar ml Na,COy - Na,P,0; ¢ozel-

tisi eklenerek karigtirilmistir, Daha sonra 3'er
ml fenol ayiraci eklenery cozeltiler 4500 devir/
dakika'da 20 dakika santrifiij 'edilmiglerdir. Tip-
lerin (st kisimlarindaki berrak s Ozel Mivet
lere alinarak optik yogunluklart  dleiiimistir. .
Bu amagla 650 nm dalga boyunda ve 1 cm
15tk yolu ile olan kilvetlerde digiimler yapilmig-
tir. Bunun i¢in spekro kolorimetre kullaniimis-
tir.

4. ARASTIRMA BULGULARI

L. bulgaricus ve S.thermophilus suslarinin
proteolitik aktiviteleri fle ilgili olarak elde edi-
len sonuglar gizelgede toplu olarak ver'-ilmiis'rir.
Genelinde yiksek asitlik olusturabilen L. bulga
ricus suslarimin yitksek proteolitik aktivite gds-
terdikleri saptanmistir, Ancak  biitin bakteri
suslarl igin bu durum gegerli degildir. Ortala

" ma olarak 0,158 mg frosin/ml olan proteolitik

aktivite degerlerinin 0,105-0,215 mg trosin/ml
simrlarl arasinda dedistigi gdzlenmistir,

S. thermophilus suglarina ait  proteolitik
aktivite deferleri de aynt gizelgeden incelene-
cedj {izere 0,008-0,070 mg trosin/ml arasinda

" degismistir, Bitiin suslarin proteolitik aktivite

degerlerinin ortalamasida 0,043 mg trosin/ml
olarak hesaplanmigtir, Yine aym g¢izelge izle-
necedi iizere S.thermophilus suslarina ait pro-
teolitik aktivite L.bulgaricus’a ait dederlerden
oldukga disiik diizeyde saptanmistir {Clzelge
1].

5. TARTISMA

Arastirmada 20 L. bulgaricus susunun pro-
teolitik aktiviteleri siitte 36 saat inkilbasyon
sonunda 0,105-0,215 mg t-rosi‘n'/-nil simirlart ara-
sinda saptanmistir.

HADI (1982) izole edilerek tarmmun yap-
tigh 18 adet L. bulgaricus susuna ait proteoki-
tik aktivite degerlerini 0,13-0,79 mg trosin/ml
5 ml ortalama. 0,51 mg trosin/mi 5 m! olarak
teshit etmigtir. Arastirici Laktobasillerin daha
yitksek aktivite gdsterdiklerini ve daha ylksek
diizeyde laktik asit olugturduklarint belirlemis-
tir, CARINI ve ark, (1970), MAKSIMOVA

" 11969), BASIC ve ark. (1971) lektik asit bak-

terilerinin hemen hepsinin kazeinolitik enzim
sistemine sahip olduklarini, burdarin . {aktoba-
sillerin daha yiiksek proteolitik aktivite gbster-
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diklerini  bildirmislerdir. Aragtirma bu!gufan
bunu dogrulamakla briikte HADI'nin sonuglari-
na kryasla daha yiksek diizeyde elde edilmis-
tir, : : ’

“ 8. thermophilus sustarina ait dederler de
0,008 - 0,070 mg trosin/ml arasinda ortalama
0,043 mg trosin/ml ‘olarak hesaplanmegtir, HADI
ise 19 S. thermophilus susunun proteolitik ak-
- tivite degerlerinin 0,02-0,1 mg/5 ml arasmda
dedistigini bildirmis olup genel olarak deger
lerin birbirine yakin ve uyum iginde olduklan
gbriilmistiiy. SHCHEDU SHNOV ve ark. {1973)
L. bulgaricus’un proteolitik aktivitesinin 8. ther-
mophilus'unkinden yﬁ:kserk oldugunu bildirmig-
lerdir. Ancak sayisal bir deder belirtmedikie-
rinden bulgulariyla karsilagtirmak miimkiin ol-
mamigter.

Arastirmada her iki tlire ait saptanan pro-
teclitik -aktivite degerleri arasinda RASIC ve
KURMANN (1978) ‘HADI'nin (1982) belirttik-
lari gibi oldukga Bnemli farklliklar vardir. Bu
farkliliklar suslar arasinda daha az tesbit edil-
misgtir. Ancak proteolitik aktivite ile asitlik olu-
sumu arasinda kesin bir iliski bulunamamistir.
Ornegdin 24 sast sonunda 1151 SH. olusturan
13 nolu L. bulgaricus susu 0,175 mg trosin/mi
diizeyde proteolitik aktivite olugtururken 4 nolu
sug aynl siire sonunda 51,0 SH asitlik olug-
turmus, proteolitik aktivite de 0,215 mg trosin/
m| gibi degerler suslar arasinda en yiksek ak-
tiviteyi olusturmustur.

SONUG

Yogurt 'Ya]irmmda. kiiltlirll olusturan mik-
Eobrg-awn'iz-malann acilik olusturmayacek dizey-
de proteolitik aktif olmalarinin gerekli oldugu
ortaya konmustur, Bununla birlikte proteolitik
aktivitesi ylksek L.bulgaricus’un, yogurt yapi-
mi sirasinda serbest hale gecen aminoasitler
ile. S.thermophilus’un, gelisimini stimule et
g bilindigine goére proteolitik aktivites! yik-
sek olan tirll birlikte kullanarak $.thermophi-
jus'un gelisimi tegvik -edilmis olur. Bdylelikle
daha yiiksek aroma ve tatta, iyi kaliteli yodurt

elde edilebilir. L. buigaricus’un enzimatik etkin-

W§i sonucu ortaya Qllka_-n amino asitlerin bir
kismn €. thermophilus tarafindan kulanddigm-
dan yodurtta acilik tat algilanmayabilir,

Gizé!ge 1. L, bulgaricus ve -*'8. thermophilus
suslarina ait tesbit edilen proteolitik
aktivite degerleri (mg titrosin/ml).

Kiiltiir No. L. bulgaricus 8. thermophilus
1 0115 0,030
2 0,165 0033
3 0,200 0,008
4 _‘ 0,215- | 0,028
5 0,45 0,020
5 0170 0,045
7 0,130 0,028
8 _ 0,105 . 0,044
9 0,120 0,045
10 0,135 " 0,070
11 | 0,200 0,030
12 " 0,175 : 0,070
13 Coi2s 0,085
14 0,190 . 0,057
15 o 0,188 0,040
16 0,172 0,036
17 o020 0088
18  oM20 0,063
19 0480 . . 0,027
20 0,190 0,038
Ort. 0,158 + 0,034 0,043 + 0,018
En disik 0,105 0,008
En yiksek - 0,215 0,070
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