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Studies On The Production Of Yoghurt Cultures

Summary: The study was carried out to provide yoghurt cultures
which were required by yoghurt producers.

Of total 149 yoghurt samples examined by organolepticall and under
microscope, 57 (Ankara 42, Istanbul 10, Eskisehir 2, Denizli 2 and Antalya
1) containing similar number of cocci and rods and having desirable flavour
and sufficient aroma were chosen for the studies.

121 Streptococcus thermophilus and 94 Lactobacillus bulgaricus strains
were dentified from the samples. 20 strains of each species were selected and
tested in the production of yoghurt under laboratory and dairy conditions.

The results indicated that the strains can be preserved best by lyophilisa-
lion after adding 1.5 %, sodium glutamate to culture cultivated in skim milk
(20 % SNF) containing 8 9%, sucrose and freezing —40°C.,

It was found that lyophilysed single and mixed strains can be used Jor the
production at least 6 months under the condition of dairies in Turkey.

(Recetved on April 24, 1978)

Ozet: Arastirma, yogurt imalathanelerinin, yogurt kiiltirii gereksinme-
lerine cevap verebilmek amacwla vapilmistr.
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149 yogurt numwinesinden hos lezzet ve uygun aromada olan ve bakteri-
yoskopide yakin sapda kok ve gomalklar: kapsadiklar, tespit edilen Ankara’-
dan 42, Istanbul’dan 10, Eskigehir’den 2, Denizli’den 2 ve Afyon’dan 1 adet
olmak iizere 57 yogurt numunesi denemeye alindi. Bu numunelerden 94 Lacto-
bacillus bulgaricus ve 121 Streptococcus thermophilus susu idantifiye edild:.
En aktif olan 20 ser adedi segilerek laboratuvar ve vmalathane kogullarinda,
vogurt yaprminda denendi.

Suslarin dayamkl hale getirilmesinde en iyi netice %, 8 sakkaroz lLap-
sayan, % 20 kuru maddeli konsantre sit ortaminda iretilen kiiltirlere %5 1.5
sodyum glutamat ilavesiyle ve ~40°C de dondurulduktan sonra liyofilizasyonu
ile elde edildi. Boylelikle hazirlanar tek ve miks liyofilize kiiltirlerin en az
altr ay siireyle imalathane kogullaninda yogurt kiiltiri hazirlamak amaciyla
kullamlabilecegi sap.and:.

Giris

Yogurt, iki laktik bakterinin, Streptococcus thermophilus ve Lacto-
bacillus bulgaricus’un miigterek aktiviteleri ile olugan fermante siit
irinadir (5, 6, 7, 14, 15).

Yogurdun striiktiiv ve kivamina, lezzet ve aromasina, iireimde
kullamlan siitiin kalite ve birlegimi, standardizasyonu, siit yag: ve yag-
siz kuru maddelerin, mineral maddeclerin, uygulanan mekanik isglem-
lerin, inkiibasyon 1sis1 ve siiresinin, koagiilasyondan sonraki iglemlerin
yamnda, 6zellikle kullanilan kiltiirin durumu bityiik olgiide ctkili
olmaktadir (3, 14, 15).

Yogurt mayasim olusturan bu iki mikroorganizmanin aktivi-
teleri, safliklar1 ve birbirine oranlan tcknolojide biiylik dnem tagir
(5, 6, 7, 14, 15). Yogurtta her iki mikroorganizma sinergetik olarak
yasarlar (6, 9, 15). Inkiibasyon aninda 6nce Lactobacillus bulgaricus’lar
geligirler. Bu mikroorganizma kazeini hidrolize ederck Streptococcus
thermophilus’lar igin gelisme faktori olarak bilinen valine, histidine,
glycine gibi bazi serbest amino asitleri olugtururlar. Geligen serbest
amino asitler ve siitiin pH s1 Streptococcus thermophilus’larin hizla ire-
melerine olanak saglar. Ortanun pH s1 5.5’un altina diger. Titre edi-
lebilir asitlik takriben 9 0.6 oldugu zaman Streptococcus thermophilus’
larin Lactobacillus bulgaricus’lara orani 41 civarindadir (7). Fazla mik-
tarda olusan amino asitler streptokoklarm tremelerini yavaslatir ve
Lactobacillus bulgaricus’lar siiratle gelismeye devam ederler. Zira ortam
bu anda, bu mikroorganizmanin geligmesi igin clveriglidir. Asitlik
40 S.H. (%, 0.9 laktik asit) oldugunda her iki mikroorganizmanin bir-
birine oran: 1/1 olur. Bu anda inkiibasyona son verip, mikroorganiz-
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malarim daha fazla geligmelerini énlemek igin yogurdu sogutmak ge-
rekir. Boylelikle, titketim aninda uygun asitlikte (%, 1.00-1.25 lak-
tik asit veya takriben 45-50 S.H.) bir iiriin elde edilmis olur (14,15).

Yogurdu olusturan mikroorganizmalardan Lactobacillus bulgari-
cus 15°C’de geligmeyen, 23-53°C’lerde ¢ok iyi geligerek ortami kuv-
vetli asit yapan, yuvarlak uglu, kalin qubuklar halinde, genellikle uzun
zincirler tegkil eden, hareketsiz, Gram (4-), homofermantatif laktik
bir bakteridir. Turnusollu siitte sirasiyla asit, kuvvetli pihti ve rediik-
styon olusturar. Siiti 37°C’de koagiilc eder, gaz yagmaz. Glukoz,
galaktoz ve laktozu fermante eder, sakkaroza vurmaz. Siitte sekil-
lendirdigi final asitlik 9, 1.6 laktik asittir. Mikroaerofiliktir. Strepto-
coccus thermophylus ise 20--50°C’ler arasinda irer. En iyi geliyme 37-
40°C’lerde olur. Termorezistandir. 65°C’de 30 dakikahik pastérizas-
yona dayamir. Diplokok veya uzun zincirli streptokoklar seklinde-
dir. Gram (4) tir. NaCl’e ¢ok duyarhdir. 9, 2 NaCl kapsayan siitte
geligmez. Turnusollu siitte sirasiyla asit, kcagiilasyon ve rediiksiyen
olusturur. Glukez, laktoz, sakkaroz ve friiktozu fermante eder. Siittc
sekillendirdigi asitlik takriben 9, 0.6 dir. Her iki mikroorganizma
mikroaerofiliktir ve asit ortamlara (pH: 4.0-4.5) iyi dayanirlar (2,
4, 15).

Arzulanan aroma ve lezzette bir yogurt elde edilmesinde, kul-
lanilan  kiiltiir biiyiik 6l¢iide ctkilidir. Imalathaneler, kisa zamanda
kontamine olarak bozulan yogurt mayalarni, yeni, aktif ve saf kiil-
tirlerle degistirmek zorundadirlar. Yurdumuzda bu gereksinmeye
cevap verebilecek bir kurulusun bulunmayist nedeniyle, bu caliyma
yogurt imalathanclerinin bu ihtiyacim kargilayabilmek amaciyla ya-
pilmig ve Etlik Veteriner Arastirma ve Kontrol Enstitiisii Endiistriyel
Mikrobiyoloji Laboratuvarinin bir laktik kiiltiir hazirlama merkezi ha-
linc getirilmesi digliniilmiigtiir.

Materyal ve Metodlar

Tiiketime sunulan ve tiketicinin begenisini kazanmig 1/2 veya
I kg. hik ambalajlar halindeki 149 yogurt numunesi ana materyal ola-
rak kullamlmigtir. Bunlann i¢inden hog lezzet ve uygun aromada olan
ve bakteriyoskopide yakin sayida kok ve gomaklari kapsadiklari tes-
pit edilen (5, 15), Ankara orijinli 42, Istanbul orijinli 10, Eskisehir
orijinli 2, Denizli orijinli 2, Afyon orijinli 1 adet olmak iizere toplam
57 yogurt numunesi, yogurt kiiltiiriinii olusturan mikroorganizmalarin
idantifikasyonu igin denemeye alindi.
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Metotlar:

Baktertyoskop: - Dorner ve arkadaglarinin siit iirtinleri icin &ner-
dikleri 6zel metilen mavisi boyama metodu uyguland: (6).

Izolasyon : Once, Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermoph-
ilus’larin  predominant olmalarinmi temin amaciyla Litmus Milk besi
yeri (1, 12) kullamldi. Yogurt numunelerinden yapilan ckimler 50 ve
37°C’lerde, koagulasyon sckillenene kadar inkiibe edildi. Bu iglem
tckrarlanarak pasajlar yapildi.

Litmus Milk kiiltiirlerinden steril distile su ile diliisyonlar hazir-
lanarak APT Agar (1, 12), MRS Medium (13), Whey Agar (1), V-8
Medium (7) ve Tomato Juicse Yeast Lxtract Agar (12) besi yerlerine
ekimler yapildi. 37 ve 50°C’lerde 48 saat inkiibasyona birakild.

30-300 koloni kapsayan APT Agar plaklarindan birbirine ya-
kin altigar koloni segilerek Litmus Milk Besiyerine aktanldi. 37 ve
50°C’lerde inkiibe edilerek asit, koagulasyon ve rediiksiyon olusum-
lar1 takip edildi (2, 4). Bakteriyoskopi yapildi. Morfolojileri ve safhk-
lar1 kontrol edildi.

Idantifikasyon :

a— Karhonhidrat reaksiyonlari: APT Buyyondaki (1, 12) glu-
koz yerinc % 0.5 oraninda galaktoz, laktoz, sakkaroz, fruktoz ve
glukoz ilavc edilerek hazirlanan besi yerlerine izole edilen sug kiiltiir-
lerinden ekimler yapildi. Inkiibasyon sonunda Andrade indikatérii ila-
ve cdilerek degerlendirildi.

b- Siitte sekillendirdikleri final asitlik: 100 ml. steril yagsiz siite
9, S oraninda Litmus Milk kiiltiirlerinden ilave cdilerek 37°C’de 24
ve 48 saat tutularak gekillenen asitlik laktik asit cinsinden saptandi.

c— Pastorizasyona dayamkliik: Litmus Milk kiltiirler1 65°C
ye ayarlanmig ben-mari iginde 30 dakika tutulduktan sonra, bu kiil-
tirlerden tekrar Litmus Milk besi yerine ckim yapilarak canhliklar
kontrol edildi.

Teknolojik uygulama :

En ¢ok 8 S.H. asitlikte tam yagh inck sita 90°C’de 15-30 dakika
witilip 45°C’ye sogutuldu (11, 15). Elde edilen Lactobacillus bulgaricus
ve Streptococcus thermophilus suglarimn 24 saatlik Litmus Milk kiiltirlerin-
den esit miktarda ve 9, 2’ser hesabiyla siite inokiile edildi. 45°C’de,
asitlik 40 S.H.’e ulagana yani yogurt olusumuna kadar inkiibe edildi.
Termik soktan sakinmak icin (10) oda derecesinde bir saat tutulduk-
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tan sonra, laktik bakterilerin geligmelerini durdurmak amaciyla bir
gece buz dolabinda (4 4°C 3 1) hekletildi. Hazirlanan bu ana kil-
tirlerden normal siitéi 45°C’de encok {i¢ saat i¢inde yogurt haline ge-
tirebilecek aktiviteyl gosterene dek pasajlar yapilds.

En iyi lezzet ve aromayl veren ve cu yuksck aktiviteyi gosteren
suglardan hazirlanan kiltirler, bir yogurt imalathanesinde, normal
imalat kogullarinda, yogurt yapiminda denendi.

Dayanmklilik testler: :
a. Suglar tek ve miks olarak litmus milk besiyerinde ve,

- GaCO3 ilave edilmig litmus milk besi yerinde oda derecesi,
buz dolab1 (<-4°C F- 1) ve deep freez (-20°C)’de beklctildi.

¢ - Segilmig suglarin tek ve miks 24 saatlik litmus milk kiltiirleri
1.5 ve 3’er ml. olarak steril sigelerce steril odada taksim edildi.-40°C’
de dondurulduktan sonra liyofilize edildi.

d. Aym iglem CaCO3’li litmus milk kiiltiirlerinde denedi.

¢. Secilmig suglarn litmus milkteki 24 saatlik tek ve miks kiiltiir-
leri 9%, 20 kuru madde ve 9 8 sakkoroz kapsayan steril konsantre
siite 9, 4 oraninda ilave edildi. 42°C’de koagulasyon sckillenenene ka-
dar inkibe edildi. %, 1.5 sodyum glutamat ilave edilerck, steril sige-
lere, steril odada 1.5 ve 3’cr ml. taksim edildi. - 40°C’de dondurulduk-
tan sonra liyofilize cdildi (8).

Soauglarx

1-- Litmus milk’teki yogurt kiltirlerinin 37°C’deki  pasajlarin-
da streptokoklann, 50°C’dcki pasajiarinda ise laktobasillerin hakim
olduklan goraldi.

2. Izolasyon ¢aligmalarinda kullamlan besi yerlerinden en iyi
gelismenin ve en viitksek populasyonun APT Agar’da goriilmesi tize-
rine, ¢aliymada bu best yeri kullanildr.

3.57 yogurt numunesinin 37°C’deki pasajlarindan 342 strep-
tokok ve 50°C’deki pasajlarindan 342 laktchasil susu ayrildi. Bun-
lardan 15°C’de trcmemeleri, karbonhidrat fermantasyonlars, sekil-
lendirdikleri final asitlik, 65°C’de 30 dakikalik 1sittmaya direngleri goz
oniine almarak 121 Streptococcus  thermophilus ve 94 Lactobacilins bulga-
ricus susu saf olarak idantifive edildi.
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4. Bunlardan 9, 2’ser hesabiyla ve 9%, 4 nispetinde siite ilave cdil-
diginde, engok Uglinci pasajda, 45°C’de, 3 saattc yogurdu olugtura-
bilecek sekilde yiiksek aktivite gosteren ve teknolojik denemelerde en
iyi lezzet ve aromay: veren 20 Lactobactllus bulgaricus ve 20 Streptococcus
thermophilus susu segildi.

5—- Dayaniklibk testlerinde:

a- Aynlan suglarin Litmus Milk ve CaCO3’lh litmus milk kiil-
tiirlerinin oda derecesi, buzdolab1 ve deep freez’de muhafazas: so-
nunda 1-3 ay i¢inde aktivitelerini yitirdikleri saptands.

b-— Litmus milk ve CaCO3%l1 litmus milk kiiltiirlerinin liyofili-
zasyonu ile elde edilen toz kiiltiirlerin aktivitelerinin tiglincii aydan
itibaren zayifladiklar, altinci ayda aktivitelerini tamamen yitirdikleri
goriildii. Ozellikle Lactobacillus bulgaricus’larn altinc ay sonunda can-
hihklarnt tamamen kaybettikleri saptandi.

c~ Sakkarozlu konsantre siit kiiltiirlerine sodyum glutamat ila-
vesiyle hazirlanan liyofilize kiiltiirlerin alti ay sonunda aktivitclerini

koruduklan ve en ge¢ altinci pasaj sonunda aktif yogurt mayas: haline
haline geldikleri saptandir.

6— Secilmis miks suslarin taze litmus milk kiltirlerinin imalat-
hane kosullarinda kolaylikla yogurt mayas: haline getirilebilecegi
goriildi.

7- Konsantre siit ile hazirlanmg liyofilize kiiltirlerin alti ay
sonunda dahi, imalatbane kogullarinda aktif hale getirilebilerek yogurt
mayas1 olugturduklan saptandir.

Tartigsma

Yogurdu olugturan mikroorganizmalarin, literatiirde belirtilen
(2, 4, 15) morfolojik ve kiiltiirel karakterleri, karbonhidrat reaksiyon-
lar, siitte gekillendiridiklerifinal asitlik, pastorizasyona direngleri idan-
tifiye ettigimiz Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus sus-
lar1 ile mutlak bir uyum gostermektedir.

Ayrilan aktif suglarla yapilan tcknolojik denemeler baganl: so-
nuglar vermistir. Bu nedenle, miks suglarn taze litmus milk kiltiirleri
rahathikla yogurt kiiltirii olarak kullamlabilmektedir.

Dayanikh kiiltiir hazirlanmasinda, uygulanan yéntemlerden yal-
nizca sakkaroz kapsayan 9, 20 kuru maddeli konsantre siit kiiltiiriine
sodyum glutamat ilavesiyle yapilan liyofilizasyon, bagarili sonug ver-
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migtir. Bu durum Gavin’in bulgulanni (8) dogrulamaktadir. Bildi-
rilen yontemle hazirlanan kiiltiirler imalathane kogullarinda kolay-
likla aktive edilebilmekte ve yogurt mayas: haline getirilebilmektedir.
Ayrica bu kiltiirler en az alu ay siireyle kolayca saklanabilme 6zeligi-
ne sahiptir.

Uretilen bu kiiltirler, yogurt imalathanelerinin hizmetine sunul-

mugtur.
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