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FARKLI LAKTIK ASIT
KULTURLERIYLE URETILEN
YOGURTLARDA LAKTIK ASIT
BAKTERILERININ Aspergillus flavus
UZERINE ANTIFUNGAL ETKISI”

OzET

Bu calismada, laktik asit bakterikdltirlerinin Aspergillus flavus Gzerine antifungal etkisi
depolama suresince arastinimistir. Bu amacla, Streptococcus thermophilus +Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (A), Lactobacillus rhamnosus (B), Bifidobacterium longum (C)
ve Streptococcus thermophilus+Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus+Lactobacillus
acidophilus +Bifidobacterium sp. iceren (D) kulturler kullanilarak yogurt Gretilmis ve 15 gin
sureyle depolanmistir.

Sonug olarak, probiyotik laktik asit bakterilerinin A. flavus Uzerine depolamanin 8. giiniine
kadar etkili oldugu bulunmustur. Sirasiyla, Lactobacillus rhamnosus ve Bifidobacterium
longum’un en ylksek antifungal aktiviteyi gésterdigi saptanmigtir..
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Antifungal Effects of Various Lactic Acid Cultures on Aspergillus flavus in
Yoghurts

ABSTRACT

In this research, the effect of lactic acid bacteria on Aspergillus flavus in storage period
was investigated. For this purpose, the yoghurt was produced by using Streptococcus
thermophilus +Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (A), Lactobacillus rhamnosus
(B), Bifidobacterium longum (C) and Streptococcus thermophilus +Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus+Lactobacillus acidophilus+Bifidobacterium sp. (D) lactic cultures and
stored 15 days.

As a result, it was found that probiotic lactic acid bacteria in yoghurts effected on A. flavus
for 8 days while the best results of antifungal effect of lactic acid bacteria were obtained from
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GiRiS

Yogurt, laktik asit bakterileri ile fermente edilerek elde
edilen bir st Granuddr (Kurt, 1995). Yogdurt Gretiminde
Streptococcus salivarus subsp. thermophilus ve Lactoba-
cillus delbrueckii subsp. bulgaricus turlerininin (Riemelt ve
ark., 1996) yani sira son yillarda probiyotik yogutlarda L.
acidophilus, L. rhamnosus, L. fermentum, Bifidobakterium
bifidum, B. longum ve Str. filant'in da kullanildigi belirtiimek-
tedir (Gong, 1995; Vinderola ve ark., 2000). 35 Ulkede en
az 75 farkl gesitte yogurt Uretildigi ve bu yogurtlarda da
en az 15 farkl yogurt kultird kullanildigi belirtiimektedir
(Weber, 1996). Hijyenik kosullarda standart yéntemle Gre-
tilen yogurtlarin normal dayanma streleri buzdolabinda en
fazla 3 hafta olarak bilinmektedir. Fakat tlkemizde yogurt
yapimi ve muhafazasinda gerekli hijyenik kosullara dikkat
edilmemesi, bu surenin 2-7 gun gibi daha kisa olmasina
neden olmaktadir (Ozdemir ve ark., 1995). Yogurdun muha-
fazasi sirasinda kimyasal veya mikrobiyolojik bozulmalar
goérilmektedir. Mikrobiyolojik bozulmaya en ¢ok dusuk pH
ve sicaklikta gelisebilen kif ve mayalar neden olmaktadir
(Unlitiirk, 1998).

Kiifler, yogurt yiizeyinde geliserek beyaz veya mavi film
olustururlar. Bu gelismeye bagl olarak da kdiflerin lipo-
litik aktivitesi sonucu ransit bozulma, proteolitik aktivite
sonucu ise peynitimsi aci lezzet olusabilmektedir (Unl-
tlrk, 1998).

Uygun kosullarda uretilmeyen ve muhafaza edilmeyen
yogurtlarda en sik rastlanan kiflerin basinda, Absidia,
Alternaria, Aspergillus, Micelia, Monilia, Mucor, Peni-
cillium, Pullaria ve Rhizopus gelmektedir (Varnam ve
Sutherland, 1994; Weber, 1996).Geotrichum candidum
(Oidium lactis), yogurt kiifi veya sut kiifl olarak bilinir. Bu
kuf yogurt ylzeyinde beyaz-sarimsi film olusturarak, ransit
ve proteolitik bozulmaya neden olmaktadir (Frank, 1994;
Miiller ve Weber, 1996; Riemelt ve ark., 1996; Unl(it(irk,
1998). A. flavus ise yogurttan en ¢ok izole edilen kuf olup,
ayrica mikotoksin olusturma &zelligine sahiptir. (Varnam
ve Sutherland, 1994).

Konuile ilgili olarak yapilan arastirmalardan da anlasilacag
lizere Ulkemizde piyasada satilan yogurtlarda kif gelisimine
sik rastlanmaktadir. Akytz ve Coskun (1990), Van piyasa-
sinda satilan yogurtlarda yaptiklari incelemede maya-kuf
sayilarini ortalama 2,8x10° /g bulmuslardir. Erkmen ve ark.
(1994), Gaziantep yoéresinde satilan paketli ve paketsiz
yogurtlarinda yaptiklar calismada kGf-maya sayisi agisin-
dan %64 ‘Unun standartlara uymadigini belirlemislerdir.
Dayisioglu ve ark. (1996) Van yéresinde satisa sunulan
yogurtlarda ortalama kiif-maya sayilarini 2.2x10° /g olarak
bulmuslardir. Konu ile ilgili yapilan baska aragtirmalarda ise;
Ibrahim ve ark. (1989) Misir'da yaptiklan arastirmada ticari
yogurt 6rneklerindeki maya-kiif sayilarini 1,9x106-2,3x10%/g
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bulmuslardir. Jordano ve ark. (1989) ispanya’da piyasada
satilan 20 yogurt 6rneginin 7’sinde aflatoksin Ureten A.
flavus susu belirlemiglerdir.

Yogurtlarda kif gelisimin énlemek amaci ile Glkemizde
halen antifungal maddelerden yararlaniimaktadir. Paket-
leme sirasinda, yuzeye antifungal maddeler belirli oranlarda
puskurtuldukten sonra ambalaj kapatiimaktadir.

Laktik asit bakterilerinin basta fermente st Grtinleri olmak
lzere diger fermente gidalarda 6zeliikle Escherichia. coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella, Listeria monocytoge-
nes gibi patojen bakterilerin gelisimleri Gizerine antibakteri-
yal etkileri oldugu bilinmektedir (Jay, 1992). Son yillarda,
laktik asit bakterilerine ait bazi tirlerin antifungal etkilerinin
de oldugu belirlenmistir (Batish ve ark. 1990; Batish ve ark.
1997). Konu ile ilgili calismalarin biytk bir cogunlugu daha
cok laboratuvar kosullarinda laktik asit bakterilerinin anti-
fungal etkileri seklinde yogunlasmistir. Roy ve ark. (1996),
A. flavus, A. parasiticus ve Fusarium’a ait suglar Gzerine,
Lactococcus lactis subsp. lactis CHD-28.3. susunun anti-
fungal etkisi Gzerine calismalar yapmislardir. Lactococcus
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis’in antifungal 6zelligi
ile ilgili bir calisma yapmislardir. Corsetti ve ark. (1997)
Lactobacillus sanfrancisco CB1 susunun, Penicillium ve
Aspergillus kufleri Uizerine antifungal etkisi oldugunu yap-
tiklar calismada bulmuslardir. Laitila ve ark. (1997), Lacto-
bacillus plantarum’un bazi suslarinin Fusarium’ lar Gzerine
antifungal etki gosterdiklerini belirlemiglerdir. Alander ve
ark. (1997), Cavdar ekmegi Gretiminde, laktik asit bakterileri
ile birlikte propiyonik asit bakterilerini starter kultir olarak
kullanmislar, ve sonugta Penicillium chrysogenum kifunin
ekmekte gelisemedigini gozlemislerdir. Probiyotik laktik asit
bakterileri arasinda yer alan Lactobacillus acidophilus CH5
susunun uUrettigi acidosin ile yapilan diger bir calismada ise,
Penicillium, Cladaosporium ve Alternaria Uzerine acidosi-
nin etkisi arastinimis ve peynirden izole edilen Penicillium
susu en duyarli sus olarak bulunmustur (Plockova ve ark.,
1997a). Plockova ve ark. (1997b), yaptiklar ¢calismada, L.
acidophilus’ un Penicillium, Mucor ve Fusarium Uzerine
antifungal etkisini gbzlemisler ve L. Acidophilus’a en duyarli
susun ise Fusarium’ a ait oldugunu belirtmislerdir.

Yine Plockova ve ark. (2001), tarafindan L. rhamnosus ve
L. reuteri’nin Fusarium, Aspergillus ve Penicillium Uzerine
antifungal etkilerini aragtinlmis ve sonucta her iki laktik bak-
terisinin séz konusu kuf suslar Gzerine antifungal etkileri
olduklari belirlenmistir.

Bu calismada laktik asit bakterilerinin antifungal etkilerinin
incelenmesi amaglanmistir. Calismada, test mikroorganiz-
masi olarak A. flavus secilmis ve 4 farkli starter kultur ile
(probiyotik ve non-probiyotik) yogurt Uretilerek s6z konusu
laktik klttrlerin antifungal etkisi arastirimistir.




MATERYAL VE YONTEM

Arastirmada materyal olarak kullanilan inek siitii C.U.Z.F.
Déner Sermaye Isletmesinden temin edilmistir. pH degeri
6.59+0.02, asitlik derecesi 7.92+1.02 °SH, kurumadde
orani % 13.75+0.13, yag orani % 2.88+0.10, protein
orani % 3.99%0.51, laktoz orani % 6.40+0.48 olan ¢ig
sutler yogurda islenmistir.

Projede kullanilan Yogurt kiltdrleri liyofilize olarak Wiesby
ve Ezal Firmas’'ndan, A. flavus susu TUBITAK dan, besiyer-
leri ise Merck ve Oxoid Firmalarindan temin edilmistir.

Cig sit, vakum altinda kuru madde artinmi yapildiktan
sonra90=+1°C’ de 5 dakika Isil iglem uygulanarak 44+1°C
sogutulmustur. Sttler 4 esit partiye ayrilarak ml'sinde 107
kob laktik asit bakterisi iceren kulttrlerden her birine %2
oraninda ilave edilmistir. Sonra her bir parti iki gruba ayri-
larak, birer tanesine 10° organizma /ml olacak sekilde kuf
sporu inokule edilmistir. 200g ik kaplara dolum yapilarak,
42+1°C’ de, pH 4.7 ye dislnceye kadar inklibe edilmis-
tir. Oda sicakliginda sogutulan érnekler 4+1°C de 15 gin
depolanmistir.

Her bir deneme 2 tekerrirli olarak gerceklestirilmistir.
Yogurtlar 15 giin sire ile buzdolabinda depolanmis ve
depolamanin 1. 8. ve 15. glinlerinde yogurtlarin kif (Krei-
sel ve Schauer, 1987) ve laktik asit bakterilerinin sayimlari
(Baumgart, 1993) ile birlikte pH degerleri ve toplam aerob
mezofilik bakteri sayimlari (Temiz, 1996), yapiimistir. Sttlere
ilave edilen laktik asit kiltGrleri ve kuf ile yogurtlarin kodlari
Gizelge 1’de verilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Yogurt Uretiminde kullanilan farkli laktik kdlttrlerinden
elde edilen yogurtlarin (probiyotik ve non-probiyotik)
depolama suresince Aspergillus flavus Uzerine antifungal
etkilerinin belirlenmesi amaci ile érneklerde kuf sayimlari
gerceklestirilmistir.

Cizelge 1: Yogurt Uretimi Deneme Plani
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Kuf sporu inokulasyonu yapilmayan A1, B1, C1 ve D1
Orneklerinin hi¢ birinde depolama slresi boyunca kiif geli-
simine rastlanmamistir. Diger A2, B2, C2 ve D2 6rneklerine
ise 10%/g A. flavus sporu inokule edilmis ve tiim érneklerde
8. glinde kif sayisinda azalma gézlenmistir.

Antifungal etkinin en cok gorildugl érnekler sirasi ile B2
(L. rhamnosus), C2 (Bifidobacterium longum), D2 (Str.
thermophilus, + L. delbrueckii subsp. bulgaricus + L. aci-
dophilus + Bifidobacterium spp.) ve kontrol 6rnegi olan A2
(Str. salivarus subsp. thermophilus+ L. delbrueckii subsp.
bulgaricus) olmustur (Sekil 1). Benzer galismayi Plockova
ve ark. (1997a) laboratuvar kosullarinda arastirmiglar ve L.
acidophilus’un Penicillium, Mucor ve Fusarium Uizerine anti-
fungal etkisini gézlemiglerdir. Galismada L. acidophilus’a
en duyarli susun ise Fusarium oldugunu belirtmislerdir. Yine
Plockova ve ark. (2001), tarafindan L. rhamnosus ve L. reu-
teri’nin Fusarium, Aspergillus ve Penicillium (izerine antifun-
gal etkilerini arastirmis ve sonugta her iki laktik bakterisinin
s0z konusu kif suslari Gizerine antifungal etkileri oldugunu
belirlemislerdir. Bu calismada da L. rhamnosus’un A. flavus
Uzerine antifungal etkisi, diger laktik kiltUrlere gére daha
fazla oldugu gézlenmistir.

10000

—0—A2 ——B2
—0—C2 —8-D2

1000

A
100 Y/

10

Kiif Sayis1 kob/g

1. 8. 15.
Depolama Stiresi (giin)

Sekil 1: Yogurtlarda saptanan kiif sayilar

Yogurtlar | Laktik Asit KaltGrd Kuf

Al Str. salivarus subsp. thermophilus+ L. delbrueckii subsp. bulgaricus, Yok

A2 Str. salivarus subsp. thermophilus+ L. delbrueckii subsp. bulgaricus, A. flavus
B1 L. rhamnosus Yok

B2 L. rhamnosus A. flavus
C1 B. longum Yok

Cc2 B. longum A. flavus
D1 Str. thermophilus, + L. delbrueckii subsp. bulgaricus+ L. acidophilus+ Bifidobacterium spp. Yok

D2 Str. thermophilus, + L. delbrueckii subsp. bulgaricus+ L. acidophilus+ Bifidobacterium spp. A. flavus
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Sekil 2: Yogurtlarda saptanan laktik asit bakteri sayilar
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Sekil 3: Yogurtlarda saptanan toplam aerob bakteri sayilari

Cizelge 2. Yogurtlarda Depolama Siiresince Saptanan pH degerleri (n=2)
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Yogdurt érneklerinde laktik asit bakterilerinin gelisimleri
incelendiginde; 8. glinde A1 ve A2 kontrol érneklerinde
artis goézlenirken, D1 6rnegi haric, diger B2, C1,C2 ve D2
orneklerinde az bir azalma ve D1 6rneginde ise azalma
ve artis gbzlenmemistir. Depolamanin 15. giininde ise
en fazla artisa B1, C1 ve C2 6rneklerinde rastlanirken, bu
artis hizini sirastile B2, D1, D2, A1 ve A2 Grnekleri izlemistir
(Sekil 2).

Yogdurtlarda starter kultUr olarak ilave edilen laktik kl-
tirlerin canli sayimlarinin >107/ml olmasi istenmektedir
(Weber,1996). Genelde taze yogurtlarda canli yogurt kiltur
sayilarinin 2x108-1,0x10°%/g arasinda degistigi bildiriimek-
tedir (Topal, 1995). Degisik Ulkelere ait yogurt standart-
larinda canli laktik asit bakteri sayisi belirtiimesine karsin,
Ulkemizde TS 1330 yogurt standardinda yer almamistir.
Taze yogurtlarda canli yogurt bakteri sayilari, Fransa ve
ispanya’da >5x10%/ml, isvicre ve italya’da >10%/ml, Japon-
ya'da >107/g ve Portekiz’de >108/g olarak istenmektedir
(Birollo ve ark., 2000). Arastirmada yogurt drneklerinin 1.
gunundeki laktik asit bakterileri sayimlari D1 6rnegi harig
(7,9x10%/g), >107/g olarak bulunmustur. Depolamanin 15.
gununde ise érneklerdeki laktik asit bakterileri sayilari
1,7x107/g - 2,8x10%/g arasinda bulunmustur (Sekil 2).

Yogurt érneklerinde toplam aerob mezofilik bakteri sayilari
depolamanin 8. gunlnde kuf asilanmayan A1, B1 ve C1
orneklerinde artis, kif agilan érneklerden B2 ve C2, azalma,
A1 kontrol 6rnegi sabit kalirken, D1 ve D2 6rneginde yok
denecek kadar az bir azalma g6zlenmistir. Depolamanin
15. glinlinde toplam aerob mezofilik bakteri sayilar arta-
rak hemen hemen tim 6rneklerde ayni dizeye (1,1x10°-
1,8x10%g) ulasmustir (Sekil 3).

Yogurtta mikrobiyal kaliteyi belirlerken mikroorganizmalar
obligat flora (kullanilan yogurt starter kiltirleri) ve yabanci
flora (mezofilik ve psikrotrofik bakteri, patojenler, maya ve

Depolama siiresi (giin)
Yogurtlar
1 8 15
A 4.48+0.032" 4.24+0.022 4.10+0.112
B 4.66+0.03° 4.58+0.01° 4.45+0.08°
C 4.66+0.03° 4.55+0.03° 4.44+0.04°
D 4.68+0.03° 4.52+0.05° 4.37+0.02°

* : Siitunlar yukaridan asagiya dogru incelendiginde, ayni harfle gdsterilen ortalamalar LSD testine gore birbirinden farkli degildir (p=0,05).
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kufler) olmak Uzere 2 grupta incelenmektedir. Toplam
aerob mezofilik bakteri sayisi icerisinde yogurt starteri
olarak kullanilan laktik asit bakterileri de sayildidi icin,
genelde laktik asit bakterileri gelisimine bagli olarak toplam
bakteri sayim sonuglar da degismektedir. Bu nedenle de
Urlinde gelisen laktik asit bakteri sayilarinin disinda kalan
ve yabanci flora olarak adlandirilan sayim sonucu deger-
lendirmeye alinmaktadir. Toplam aerob mezofilik yabanci
flora sayisi, yogurtta fazla veya dustk asitligin yani sira,
mukoz olusmasi, istenmeyen tat, patojen varligi ve genel
kirlilik hakkinda bilgi vermesi agisindan sayim sonuglari
dikkate alinmakta ve <10%ml iyi, 10°-5,0x 10*/ml yeterli ve
>5,0x 10%/ml ise kotl kalite olarak deg@erlendiriimektedir
(Weber, 1996). Arastirmada, tum yogdurt érneklerindeki
toplam aerob mezofilik sayim sonuglar 15. gliniin sonunda
1,1x10°% 1,8x10° /g arasinda bulunmustur. Sayimlar yabanci
flora ve obligat flora olarak ayriimadig icin, laktik asit bak-
terileri sayim sonucuna bagl olarak yliksek bulundugu
distnulmektedir.

Yogurt 6rneklerinde depolama sliresince fermentasyonun
kontroli amaci ile pH degerleri élgiimus, en duslk pH
degerine 4.48 ile Str. salivarus subsp. thermophilus+ Lb
delbrueckii subsp. bulgaricus (A) yogurdunun sahip oldugu
ve depolama stresince diger yogurtlardan 6nemli dlizeyde
farkli oldugu belirlenmistir (p<0.05). Diger yogurtlarin pH
degerleri 4.66-4.68 olarak birbirlerine yakin degerler
almistir. 15 giinltik depolama slresince yogurtlarin pH
degerleri dismis ve olusan degisimin énemli dlizeyde
oldugu gérilmustir (p<0.05).

SONUC VE ONERILER

Farkl laktik asit k(ltGrG kullanilarak dretilen yogurtlarda A.
flavus Gzerine antifungal etkinin belirlenmesi ile ilgili yapilan
bu calismada s6z konusu kf Uzerine antifungal etkinin en
cok goéruldigu érnekler L. rhamnosus (B2) ve B. longum
(C2) olmustur.

Yapilan bu ¢aligmanin ayni laktik asit kdltarleri kullanilarak
yogurtlarda sorun yaratan diger kfler (izerine olan etkileri
de arastinimalidir. Béylece bu calismada antifungal etkisi
belirlenen laktik asit kltdrlerinin yogurt Gretiminde kullanil-
masi ticari uygulamalara katkilar saglayacaktir. Yogurtlarda
kuf kontaminasyonundan kaynaklanan problemler, antifun-
gal etkiye sahip starterlerin yogurtlarda starter kultdr olarak
kullaniimasiyla dogal yontemlerle énlenmis olacaktir.
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