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OZET

GELENEKSEL PEYNIRLERDEN iZOLE EDILMIiS LAKTIK ASIT
BAKTERILERININ BAZI PROBIYOTIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI
VE BEYAZ PEYNIR URETIiMINDE KULLANIMI

Tunar Bakan S. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida

Miihendisligi Programm Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2021

Amac: Probiyotikler, belirli miktarlarda tiiketildiginde konake¢1 sagligi iizerinde olumlu
etkilere neden olan mikrobiyel gida katkilaridir. Son yillarda geleneksel fermente gidalarin
florasinda bulunan mikroorganizmalarin probiyotik potansiyeli dnem kazanmistir. Bu tez
calismasinda, geleneksel yoOntemlerle iiretilmis beyaz peynir Orneklerinden laktik asit
bakterilerinin izolasyonu ve probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Ayrica

istenilen probiyotik 6zelliklere sahip izolat ile beyaz peynir liretimi planlanmustir.

Materyal ve Yontem: Laktik asit bakterisi izolasyonu ig¢in, ¢ig siit ile iiretilmis yedi adet
beyaz peynir 6rnegi kullanilmistir. Sonrasinda saflastirilmis izolatlarin baslica probiyotik
oOzellikleri (aside ve safra tuzuna tolerans) belirlenmistir. Ardindan, segilen direngli 15 izolat
icin simiille mide bagirsak ortaminda canlilik, antimikrobiyal 6zellik, antibiyotik direng,
adezyon oOzellikleri tespit edilmistir. Secilen 5 izolat i¢in diger probiyotik kriterlerden
konjuge linoleik asit {iretimi, ekzapolisakkarit tiretimi, kolestrol azaltici etki ve bagirsak
hiicrelerine tutunma Gzellikleri de incelenmigstir. Yiksek canlilik, hidrofobisite,
antimikrobiyal Ozellige sahip segili izolat ile beyaz peynir iiretimleri gergeklestirilmis,

mikrobiyolojik ve kimyasal 6zellikleri belirlenmistir.

Bulgular: Calismanin sonunda, 64 izolat saflastirilmis ve laktik asit bakterisi olarak 6n
tanimlamas1 yapilmustir. izolatlar biiyiik oranda safra tuzuna tolerans gdstermistir. Ancak
mide asidinde (pH 2,5) 6nemli 6l¢iide canlilik kaybi goézlemlenmistir.15 adet izolat en 1yi
asit ve safra tuzu tolerans1 gostermistir. Bu izolatlarin ¢cogu (14/15),simiile mide bagirsak
gecisi sonrasinda 10° kob/ml iizerinde canlilik ile istenilen probiyotik kriterini saglamustir.

[zolatlarm tiimii% 4 ve % 6,5 tuzkonsantrasyonlarinda 15 °C ve 45 °C sicakliklarda ve pH



9,6’da 1iy1 biiylime ozellikleri gostermistir. Degisen diizeylerde otoaggregasyon (%85,8-
%1,71), ve yiizey hidrofobisite (%0,64-35,55) ozelikleri belirlenmistir. Patojenler igerisinde
en fazla Listeria monocytogenes bakterisi inhibe edilmistir.S16 kodlu izolatin ticari peynir
kiiltiir ile birlikte kullanildig1 beyaz peynir liretiminde, kontole gore probiyotik peynirin
kimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerinin 6nemli diizeyde degisiklik gostermedigi
bulgulanmastir.

Sonug¢: Fermente siit {irlinii olan geleneksel yontemle iiretilmis beyaz peynir probiyotik
potansiyeli yiiksek laktik asit bakterileri igermektedir.Baslica probiyotik 6zelliklerin yant
sira farkli fonksiyonlari(konjuge linoelik asit iiretme, kolestrol azatici, vb.)ile 6ne ¢ikan
izolatlar ileride endiistriyel probiyotik peynir ve siit iiriinlerinde kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir.

Anahtar Kelimeler:Probiyotik,Beyaz peynir, Laktik asit bakterisi, Antimikrobiyal.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME PROBIOTIC PROPERTIES OF LACTIC ACID
BACTERIA ISOLATED FROM TRADITIONAL CHEESES AND UTIiLiZATiON
IN WHITE CHEESE PRODUCTION

Tunar Bakan S. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School Of Natural And
Applied Sciences, Food Engineering Program, Master's Thesis, Aydin, 2021

Objective: Probiotics are microbial food supplements that cause positive effects on host
health when consumed in certain amounts. In recent years, the probiotic potential of
microorganisms in the flora of traditional fermented foods has gained importance. In this
thesis, it was aimed to isolate lactic acid bacteria from white cheese samples produced by
traditional methods and to investigate their probiotic properties. In addition, it was planned

to produce white cheese with the isolate having the desired probiotic properties.

Materials and Methods: Seven white cheese samples produced with raw milk were used
for the isolation of lactic acid bacteria. Afterwards, the main probiotic properties (acid and
bile salt tolerance) of the purified isolates were determined. Then, viability in the simulated
gastrointestinal environment, antimicrobial properties, antibiotic resistance and adhesion
properties were determined for 15 selected resistant isolates. Conjugated linoleic acid
production, exopolysaccharide production, cholesterol-reducing effect and adhesion to
intestinal cells were also investigated for the 5 selected isolates. Lab-scale white cheese
production was performed with isolate selected by several probiotic criteria (high viability,
hydrophobicity, antimicrobial properties).Then, microbiological and chemical properties of

the cheese were determined.

Results: At the end of the study, 64 isolates were purified and pre-identified as lactic acid
bacteria. The isolates were largely bile salt tolerant. However, significant loss of viability
was observed in gastric acid (pH 2,5). 15 isolates showed the best acid and bile salt
tolerance. Most of these isolates (14/15) met the desired probiotic criteria of viability above
105cfu/ml after simulated gastrointestinal transit. All of the isolates showed good growth

xii



characteristics at 4% and 6.5% salt concentrations at temperatures of 15 °C and 45 °C and
pH 9,6. Variable degrees of auto-aggregation (85.8%-1.71%), and surface hydrophobicity
(0,64-35,55%) were determined. Listeria monocytogenes was the most inhibited among
pathogens. It was found that the chemical and microbiological properties of probiotic cheese
produced by commercial cheese starter and probiotic culture (S16) were not significantly

changed compared to the control.

Conclusion: Traditionally produced white cheese, which is a fermented milk product,
contained lactic acid bacteria with high probiotic potential. It was concluded that the
isolates, which stand out with their different functions (producing conjugated linoelic acid,
reducing cholesterol, etc.) in addition to their main probiotic properties, can be used in

industrial probiotic cheese and dairy products in the future.

Keywords:Probiotic, White cheese, Lactic acid bacterium, Antimicrobial.
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1. GIRIS

Probiyotik kiiltiirler, dogal bagirsak mikroforasin1 olumlu yonde degistirerek insan ve
hayvan sagligi tizerinde yararli etkiler birakan tek veya kanigik kiiltiirler olarak
bilinmektedir.Gastrointestinal mukozada mevcut olan tiim koruyucu mekanizmalara ragmen
insanlar, zaman zaman bakteri ve viriisleri de igeren enterik patojenlere maruz
kalmaktadirlar. Gastrointestinal sistem kompleks mikroorganizma topluluguna sahip olup,
sistemde mikroorganizma dagilimi da farklilik gostermektedir (Neish,2002;Montaltovd.,
2009).0zellikle, bagirsakta bulunan mikroorganizmalar konakcryla etkilesime girerek,
patojenler tarafindan kolonilesmeyi 6nleme, besinsel bilesikleri par¢alama, besin maddeleri
iiretme ve normal mukoza bagisikligini gelistirme ve siirdiirme gibi ¢esitli islevlere katkida
bulunurlar. Mide asiditesi, etkili bagirsak motilitesi, bagirsak proteolitik enzimleriyle
bakterilerin tahrip edilmesi, bagirsakta iiretilen immiinoglobulin A (IgA)'nin genis salinimi
gibi mekanizmalar ile etkili bir bagisiklik sistemi sayesinde bakteri-konak¢1 dengesi
saglanmaktadir. Bu kontrol mekanizmalar1 degistiginde, kommensal bakteri sayist diiserek
patojen Ozellikler gosteren bakteri sayisinda artis olabilir, bu da bagirsak hastaliklarinin
baslangici ve ilerlemesi ile sonuglanmaktadir(Flore ve Santoliquido, 2009).Zaman igerisinde
pek ¢ok bilimsel ¢aligmada, probiyotik mikroorganizmalarin bagirsak florasini dengelemesi
ve bagirsak sagligina c¢ok cesitli saglik faydalarininoldugu bildirilmistir(Romario vd.,
2020).Giinlimiizde, sadece gida alaninda degil tip alaninda, veterinerlik, eczacilik, vb.
alanlarda probiyotiklerin arastirilmasi ve kullanilmasi 6nem kazanmigtir. Gida alaninda
yogurt, siit gibi siit {irtinleri ilk uygulanan probiyotik gidalar olmustur.Bu iirlinlerde
kullanilan probiyotik mikroorganizmalar baslica Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsine

ait bakteriler olup daha ¢ok insan kaynakli oldugu gézlemlenmistir (Uymaz, 2010).

Son yillarda, fermente siit iiriinlerinin iiretiminde, farkli kaynaklardan izole edilmis ve
farkli saglik etkilerine sahip probiyotik 6zellikli LAB’ nin arastirilmasi 6nem kazanmaktadir.
Endiistride sinirlt say1 ve tipte probiyotik bakteri kullanimi bilinmekte ve bu nedenle
geleneksel fermente gidalarin farkli probiyotik bakterilerin segilmesi i¢in uygun kaynaklar
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica fermente gidalardan elde edilen probiyotik ozellikli
bakterilerin gida tiretim proseslerine ve gida ortamina daha iyi uyum saglayabilecegi 6nemli

avantaj olusturabilir. Siit ve siit iriinleri, yine benzer kaynaklardan elde edilmis yeni



probiyotik bakterilerin bagirsak sistemine taginmasi i¢in uygun ortam saylayabilen gida
maddeleridir. Yogurt ve peynir gibi siit iiriinleri probiyotik kiiltlirlerin canlilifinin ve/veya

gelisiminin desteklenmesinde pozitif rol oynayabilmektedir.

Gastrointestinal ~ sistemde enterik patojenler, sistemde var olan bakteri
popiilasyonunun tstiinde bir yogunlukta niifuz ederek enfeksiyon olustururlar (Sekirov vd.,
2021). Bu nedenle probiyotik Ozellik gosteren bakterilerin bagirsak mukozasina
tutunabilmesi ve kolonize olabilmesi ©Onem tasimaktadir. Dolayist ile probiyotik
mikroorganizma se¢imi yapilirken bagirsaklara tutunma yetenegi yiiksek olan

mikroorganizmalar tercih edilmektedir (Rinkinen vd., 2003;Mufioz-quezada vd., 2012).

Probiyotik siit iirlinleri igerisinde yogurt, kefir ve siit temelli gida iirlinleri probiyotik
gida iiretiminde ilk yillardan beri en fazla uygulama alan1 bulmustur. Ancak,dondurma,
peynir cesitleri gibi farkli siit riinleri i¢in de artan toplumsal ve bilimsel ilgi oldugu
goriilmektedir. Diinyada ve iilkemizde ¢ok g¢esitli peynir iiretimi olmakla birlikte bu
peynirlerin probiyotik {iriin gelistirilmesi i¢in kullanimi1 konusu da 6nem kazanmaya devam
etmektedir. Beyaz peynir iilkemizde geleneksel ve endiistiiriyel yontemlerle tretilen ve
siklikla tiiketilen ekonomik degeri en yiiksek peynir cesitlerinden biridir. Probiyotik beyaz
peynir iretimi ile ilgili smirh sayida c¢alisma olmakla birlikte bu peynirlerde kullanilan
probiyotik suslarin insan kaynakli oldugu bilinmektedir.Ulkemizde ve diinyada probiyotik
Ozellik gosteren suslarin segimi ile ilgili ¢ok sayida c¢alisma yapilmaktadir (Bao vd.,
2010;Ehsani vd., 2018;Terpou vd., 2018;Ruiz-moyano vd., 2019;Margalho vd., 2021).

Bu tez caligmasinin amaci, ¢ig siit kullanilarak geleneksel yontemlerle iiretilen beyaz
peynirlerden izole edilen LAB’ninin vitro kosullarda baslica probiyotik dzellikleri yan1 sira
KLA fiiretimi, kolestrol azaltma gibi diger farkli probiyotik 6zelliklerin arastirilmasi ile
beyaz peynir lretiminde kullanim potansiyelinin degerlendirilmesidir. Boylece, farkl
amaglarla spesifik probiyotik kiiltiirlerinin beyaz peynir iiretimi i¢in dizayn edilmesi 6n

goriilmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1.Probiyotiklerin Tanimi, Tarihcesi ve Giiniimiizdeki Durumu

Probiyotik terimi Latince “pro” ve “bios” koklerinden tiiretilmistir ve “canlt igin”
anlami tagimaktadir. Zaman igerisinde arastirmacilar tarafindan probiyotikler farkli sekilde

tamimlanmislardir (Toole vd., 2017).

Probiyotikler ile ilgili olarak ilk ¢aligmalar 19 y.y’da baglamaktadir. Nobel 6diillii Rus
bilim adami Ellie Metchnikoff o zamanlar Bulgarianbacillus olarak bilinen yogurt
bakterisinin saglik {izerine olumlu etkileri oldugunu iddia etmesi bu konunun
sekillenmesinde 6nemli bir rol oynamistir. Ellie Metchnikoff (1907), Bulgar koyliilerinin
uzun, saglikli yasamlariin fermente siit iiriinleri tiiketmelerinin bir sonucu oldugunu 6ne
siirmilis ve daha sonra yogurdun, bagirsagi diger bakterilerin zararli etkilerinden korumak
icin gerekli organizmalart igerdigini savunmustur(Ashraf ve Shah, 2011). Probiyotik terimi
Lilley ve Stillwell tarafindan “Bir protozoa tarafindan sentezlenen, bir diger protozoanin
gelisimini tesvik eden bilesikler’olarak ilk 1965 yilinda tanimlanmigtir (Toolevd.,
2020).Shirota daha sonraki yillarda Lactobacillus casei izolat:1 ile probiyotik fermente siiti
ticarilestirmistir(Ashrafve Shah, 2011). Fuller (1989), probiyotikleri “konak¢i hayvanin
bagirsak mikrobiyal dengesini gelistirerek faydali bir sekilde etkileyen canli mikrobiyal
besin takviyesi” olarak tanimlamistir(Mohammed ve Con., 2021). DSO (Diinya Saglhk
Orgiiti) ve BM'in (Birlesmis Milletler), FAO (Gida ve Tarim Orgiitii) tarafindan
gelistirilen en yaygin kullanilan tanim, “probiyotikler, yeterli miktarda tiiketildiginde
sagliga yararl olan canli mikroorganizmalardir” seklindedir(WHO, 2002).

Giliniimiizde ise yapilan bilimsel c¢alismalar ve belirlenen yeni kullanim alanlariyla
probiyotikler, “kalitatif ya da kantitatif olarak bagirsak yapisimi etkileyen veya immun
sistemini degistirerek olumlu etkiler gosteren, insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilen canl

mikroorganizma preparatlari” olarak tanimlanmaktadir (Alp, 2018).
Probiyotik bakteriler canlilar i¢in;
I. Patojenik 6zellik gostermemeli,

ii. Toksin Uretmemeli,



iii. Aktarilabilir antibiyotik direng genleri igermemeli,
iv. Diisiik pH ve safra tuzlarindan etkilenmeden bagirsak hiicrelerine tutunabilmeli,
v. Kolonize ve metabolize olabilmeli,

tretim ve depolama sirasinda canliligini ve aktivitesini koruyabilmelidir (Ruiz-
Moyano vd. 2019; Toole vd., 2020)
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Sekil 2.1. Zaman igerisinde probiyotik kavramini sekillendiren 6nemli ¢alismalar (Toole vd., 2020).




Probiyotiklerin Saghk Etkileri

Son yillarda farkli aragtirmalarda probiyotiklerin insanlar ve hayvanlar i¢in saglikli
beslenmenin yani sira dogal, giivenli ve mikrobiyal enfeksiyonlara karsi koruyucu bir
bariyer saglamanin yolu olarak onemini desteklemektedir (Demirvd. 2019;Kalkan, 2020).
Probiyotiklerin farkli saglik etkileri tizerindeki etki mekanizmalar1 Cizelge 2.1sunulmustur.
Artan bilimsel ¢aligmalar ve bilingli tiiketicinin ilgisicanli organizmalarin saglik iizerindeki
etkileri ve tedavisindeki roliine yonelmistir. Bilingli tiiketiciler, “iyi” veya “yararli” bakteri
terimine ve bunlarin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde veya Onlenmesinde faydali

olabilecegine daha olumlu yaklasmaktadir (Rolim vd., 2020).

Probiyotikler yeterli miktarlarda (>6 log cfu/g) tiiketildiginde konak¢iya olumlu saglik
etkileri saglayabilen canli mikroorganizmalar olarak kabul edilir. (WHO,2002).Bazi
arastirmalar,belirli bakteri suslariin yiiksek popiilasyon oranlarinda besinlerdeki
bozulmayi, patojenik bakterilere antagonizma ile veya bakteriyosin {iretimiyle
azaltlabilirligini desteklemektedir (Woraprayote vd., 2016; Ullah vd., 2017).Probiyotiklerin
varlig1 birgok saglik yarari ile iligkilidir. Giiniimiizde, ¢cogu probiyotik bakteri tiirleri
Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsiolarak bilinmektedir (Prasad vd., 2000) Probiyotikleri
karakterize etmek i¢in kullanilan fonksiyonel 6zelliklerden biri kolestrol azaltma etkileri ile
ilgilidir. (Park vd., 2007;Xie vd., 2015). Antimikrobiyal etkileri ile iliskili de pek ¢ok saglik
faydas1 patojenlerin engellenmesi ile saglanabilir. Probiyotiklerin patojenler lizerine etki
mekanizmasinda 6rnegin; laktik asit, asetik asit, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler gibi

antimikrobiyal bilesikleri rol oynamaktadir.
Probiyotiklerin insan saghig agisindan sagladigi faydalar su sekilde siralanabilir;
e (Gidalarla alinan toksik maddelerin viicuttan atilmasi,
e Kabizlik sorununun ve agiz kokusu sorununun giderilmesi,

e Bagirsaklardaki zararli bakterileri kontrol altina alip, bagisiklik sistemini

giiclendirerek direncinin artmasi,

e Antibiyotik kullanimi nedeniyle dogal florasi bozulan bagirsak dengesinin

diizeltilmesi,
¢ B grubu ve K vitamini {iretimi ve emilimi,

e Kalsiyumun Dbagirsaklardan emilimini artirip; kemik erimesinin (0Steoporoz)

onlenmesi,



e Zararl1 bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin yavaslatilmasi,

e Vajinal floray1 dengede tutarak, vajinal enfeksiyonlara sebep olan patojen

mikroorganizmalarin (Candida) gelisimini baskilanmast,

e Idrar yolu enfeksiyonlarina ve seyahatlerde ishale sebep olan E.coli bakterisinin

gelisiminin engellemesi,
e Alerji belirtilerinin azaltmasi,
e Cildin goriiniimiiniin iyilesmesi,

e Sindirim  kanalinda baz1 gerekli enzimleri {reterek sindirime katkida
bulunurlar.Laktoz ve protein sindirimini kolaylastirmada etkilidirler (Gomes vd.,
2009).

Cizelge 2.1. Probiyotikler i¢in One siiriilen etki mekanizmalari(Dogan, 2011;Sameer vd.

2020)

Saghga Olan Faydah Alanlar One Siiriilen Mekanizma(lar)
Laktoz intoleransinin indirgenmesi Bakteriyal galaktosidazin laktoz iizerine etki etmesi
Barsak florasina olumlu etkisi Toksik metobolit iretiminin azaltilmasi yoluyla,

agir1 gelismis olan floranin aktivitesinin etkilenmesi
Antibakteriyal 6zellikler

Intestinal enfeksiyonlarinin engellenmesi Sistematik ve yasalgisal immiin cevap simiilasyonu
Barsak kosullarinin patojenlerin gelismesine imkan
vermeyecek sekilde degistirilmesi(pH,kisa zincirli
yag asitleri, bakteriyosinler)
Aggregasyon ve koaggregasyon yetenekleri
Intestinal mukozaya yapismak suretiyle patojenlerin
yapismasinin engellenmesi
Besinler i¢in rekabet

Immiin sistemin giiglendirilmesi Beyaz kan hiicrelerinin fagositik aktivitelerinin
arttirilmasi
IgA iiretiminin arttirtlmasi
Inta-epitel lenfositlerinin ¢ogaltilmasi

[ltihabi ve alerjik reaksiyonlarin azaltilmasi Bagigiklik sisteminin dengesinin  yeniden
diizenlenmesi
Sitokin sentezinin diizenlenmesi
Kolon kanseri riskinin azaltilmasi Mutajen baglama
Karsinojenlerin inaktif hale getirilmesi
Urogenital infeksiyonlar Urinal ve vajinal kanal hiicrelerine yapigma
Inhibitér maddelerin iiretimi (H,02 gibi)
Helicobacter pylori infeksiyonu Laktik asit tiretimi

H.pylori iireaz aktivitesinin azaltilmasi
Kan lipidlerinin diisiiriilmesi ve kalp hastaligi  Kolestrol asimilasyon
riskinin azaltilmasi Safra tuzu hidrolaz enzim aktvitesi




2.3.Bashca Probiyotik Mikroorganizmalar

Probiyotik gidalarin iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar baglica Lactobacillus
cinsine ait olmakla birlikteEnterococcus, Leuconostoc gibi diger laktik asit bakterisi tiirleri

de probiyotik siit tiriinlerinde kullanilmis oldugu bilinmektedir. (Cizelge 2.2)

Cizelge 2.2. Probiyotik peynir {iretiminde kullanilan bakterilerin tiirleri/alt tirleri

(Mortazavian ve Cruz, 2011)

Lactobacillus Bifidobacterium Digerleri (%)
L. acidophilus B. animalis Enterococcus faecalis
L. casei B. animalis ssp. lactis E. faecium
L. casei ssp. pseudoplantarum B. breve P. freudenreichii ssp. shermanii
L. casei ssp. rhamnosus B. infantis Leuconostoc paramesenteroides
L. delbrueckii ssp. bulgaricus B. lactis Lactococcus lactis
L. delbrueckii ssp. lactis B. longum Streptococcus thermophilus
L. gasseri
L. paracasei
L. plantarum
L. rhamnosus
L. salivarius

(*)Aday suslar veya probiyotikler olarak olasi potansiyel kullanim.

P = Propionibakteri.

2.3.1. Laktik Asit Bakterileri

Fermantasyon, Ozellikle laktik asit fermentasyonu ¢ok eski bir uygulama olup,
fermentasyonun mikrobiyal dogasi ilk olarak 1857'de Louis Pasteur tarafindan ortaya
cikarilmigtir(Toole  vd., 2020).  Giiniimiizde  probiyotik  olarak  tanimlanan
mikroorganizmalarin biiyiik bir boliimiinii olusturan LAB fermentasyonda o6nemli rol
oynamaktadir. LAB; Gram pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan, basil ve kok seklinde,
katalaz negatif, aerotolerant, aside dayanikli nitrat1 indirgemeyen, karbonhidratlar1 ve
yiiksek alkolleri fermente ederek baglica son {iriin olarak laktik asit {ireten bir
gruptur.insanlar, hayvanlarin gastrointestinal (GI) sistemleri ve gidalar gibi genis bir
ekolojik alanda dogal olarak bulunmaktadirlar ve heterojen bir mikroorganizma grubunu

temsil ederler. Dogal ortamlari; siit ve siit Uriinleri, fermente gidalar, taze veya ¢lirlimiis



bitkiler, insan ve hayvan bagirsak mukoza igerikleridir. Gida {liretiminde énemli teknolojik

ozellikleri yaninda konakgi icin yararli saglik etkileri de 6nemli bir husustur.

LAB cesitli cinslerden olusur ve fermentasyon son iirlinlerine gore gruplandirilir.
Homofermenterler, Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) vyolu araciligiyla homolaktik
fermentasyon kullanirlar. Laktik asit, homolaktik fermentasyon i¢in ana son {irlindiir. Laktik
asidin yani sira karbondioksit, etanol ve asetik asit iireten LAB'ne heterofermenter denir.
Bunlar pentoz-monofosfat yolunu kullanirlar. Sadece homofermentatif LAB, glikozu laktik

aside hidrolize eden anahtar enzim aldolaza sahiptir(Reis vd., 2012).

Fenotip o6zelliklerine gore: Obligat homofermentatif, fakiiltatif heterofermentatif ve
obligat olarak gruplandirilirlar. Probiyotik olarak segilecek LAB’nin yan etkileri az,
antibiyotiklere duyarli olmasi, mikroflora i¢inde kolay tanimlanabilmesi, stabil bir sus
olmasi, fajlara direngli olmasi, iirlin i¢inde canli kalabilmesi, oksijene direngli olmasi,
liyofilize preperat haline getirilebilmesi istenilen Ozelliklerdendir. Klinik etkinligin
belirlenmis olmasi, immiin sistemin diizenlenmesi, patojenlerin tutunmasinin dénlenmesi ve
yarigma yoluyla uzaklastirilmasi, gegici kolonizasyon saglanmasi i¢in mukoza yiizeyine
tutunabilmeleri diger Onemli oOzelliklerdendir. Asit, pH ve safra tuzlarina direngli
olmalidirlar. Antimikrobiyal maddeler iretebilmelidir. Gastrointestinal sistemde gecici
olarak kolonize olabilmelidir. Dogal floraya adapte olabilmeli ve normal mikroflorayi

bozmadan patojen bakterileri etkilemelidir (Reis vd., 2012 ; Bosch vd., 2014).

2.3.2. Bifidobakteriler

Lactobacillus ile birlikte Bifidobacterium suslar1 da siit ve siit {irlinlerinin
formiilasyonlarinda sagligi tesvik eden ve gelecek vadeden olarak goriilmektedir(Renes vd.,
2017).Bifidobakteriler tiamin, riboflavin, B6 vitamini ve K vitamini ve folik asit, niasin ve
piridoksin gibi vitamin ve biyoaktif molekiilleri sentezleyebilir. Bifidobakterileri i¢eren
fermente siit driinleri, serbest aminoasitler ve vitaminler agisindan zengindir. LAB,
bifidobakteriyle kiyaslandiginda, irettikleri L(+)-laktik asit ile insanlar tarafindan daha
kolay metabolize edilebilen, metabolik asidozlu kisilerde ve bebeklerde daha biiyiikk 6neme
sahiptir. Bifidobakteri igeren gida {irlinleri minerallerin iyonlagmasini kolaylastirarak
biyoyararlanimi artirabilmektedir (Mishra vd., 2005).Bifidobacterium igeren probiyotik

formiilasyonlari, diger probiyotik bakteri suslar1 ile kombinasyon halinde, tek bakteri susu



olarak, kapsiillenmis bakteri hiicreleri ve prebiyotiklerle birlikte kapsiillenmis bakteriler
olarak formiile edilebilirler. Insan bagirsaginda kolonize olabilen B. animalis, B.adolesanis,
B.bifidum, B.breve, B.infantis ve B.longumgibi tiirlerin probiyotik formiilasyonlarda
kullanildig1 goriilmektedir(Callaghan ve Sinderen, 2016).

2.3.3. Digerleri

Spor olusturan bazi Bacillus ve Clostridium tiirlerinin probiyotik suslart olumsuz
¢evre kosullart dayanikli olmasiyla da probiyotik kullanimda tercih edilmektedir. Ayrica,
son yillarda probiyotik Ozellikli maya ve kiifler ile ilgili ¢alismalarin da arttigi
goriilmektedir(Albayrak ve Duran, 2021b).

2.4.Probiyotik Mikroorganizmalarin Secim Kriterleri ve Kaynaklar:

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarda aranan 6zellikler, yillar igerisinde
degisiklik gostermis olmakla birlikte asagida baslica nitelikler siralanmistir. Ornegin ilk
yillarda probiyotiklerin insan kaynakli olmasi 6nemli bir tercih sebebi iken giinlimiizde
cesitli geleneksel fermente gidalarda kaynak olarak Onerilmektedir. Yine mide asidine ve
safra tuzuna tolerans Onemli bir nitelik olmasiyla birlikte mikroenkapsiilasyon gida
uygulamalar1 bu kriterin 6nemini azaltmaktadir. Ayrica farkli saglik etkileri hedeflenerek
spesifik probiyotik kriterleri olusturulabilinir. Asagida yaygin probiyotik Kkriterleri

siralanmustir;

e Giivenilir olmalidir, kullanildig1 insan ve hayvanda yan etki olusturmamalidir (Reis

vd., 2012).

e Stabil olmalidir; bagirsakta diisiik pH, safra tuzlari gibi olumsuz cevre kosullarina

direngli olmalidir.
e Bagirsak hiicrelerine tutunabilmeli ve kolonize olabilmelidir.
¢ Karsinojenik ve patojenik bakterilere antagonist etkili olmalidir.

e Antimikrobiyal maddeler tiretmelidir,

10



¢ Konakta hastaliklara direng artis1 gibi yararl etkiler olusturma yeteneginde olmalidir.
¢ Bagisiklik sistemini iyilestirmelidir,

e Antibiyotiklere direngli olmalidir; antibiyotige bagli diyare gelisen hastalarda
bagirsak  florasim1  diizeltmek amaciyla kullanilabileceginden, bagirsaktaki

antibiyotiklerden etkilenmemelidir.

e Minimum etkin dozlar1 bilinmediginden canli hiicrelerde biiyiikk miktarlarda

bulunabilmelidir.

¢ Endiistriyel islemlere uygun olmali, saklama kosullarinda uzun siire canli ve stabil

kalabilmelidir.

Probiyotik se¢iminde 6énemli olan bu 6zelliklerin géz 6niinde bulunduruldugu peynir

kaynakli ¢ok yakin zamanli ¢alismalar asagidaki ¢izelgede sunulmustur.(Cizelge 2.3)
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Cizelge 2.3.Geleneksel peynirlerin probiyotik mikroorganizma potansiyeli.

ProbiyotikMikroorganizma Peynir Cesidi Peyr;g;}(}llfasglhnm Baslhica Bulgular Referans
Lactobacillus plantarum, Olgunlasmis Meksika Biitiin suslarda yiiksek hidrofofilik karakter (Rivera-espinoza ve
L. pentosus, Tropikal Meksika Degisen diizeylerde miisine yapisma Melgar-Lalanne, 2013)
L. acidipiscis Peyniri Diusiik molekiiler agirlikli protein yapisindaki antimikrobiyal

madde varlig
Lactobacillus casei SJRP35, Mozerella Peyniri Italya Simiile sindirim ortaminda yiiksek canlilik (Beatriz vd., 2014)

Leuconostoc citreum SJRP44,
Lactobacillus  delbrueckii
bulgaricus SIRP57,
Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides SJIRP58

subsp.

Enterococcus faecium (58),
Enterococcus hirae, (16)
Lactococcus lactis, (5)

Lactobacillus plantarum (3),
Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus helveticus ve
Enterococcus hirae

L. paracasei
Lactobacillus
14917

plantarum  ATCC

Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus
Lactobacillus brevis,
Lactobacillus agilis
Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus Salivarus

L. plantarum.

bulgaricus

Gelencksel  [ran Iran
Peyniri

Xinjiang Peyniri Cin

Feta Tipi Peyniri

Kouzeh Peyniri Iran

Yiiksek hidrofobisite ve aggregasyon

Cogu B-galaktosidaz enzimine sahip

Ticari ilaglara kars1 direnglilik

Bazi antibiyotiklere diigiik direng géstermesi

SJRP57 en iyi probiyotik adayr ve wviriilens faktorleri
icermemis olmasi

Tiim izolatlar aside direncli

E. faecium DCG67 haricinde safra tuzuna tolerans

25 -55 % kolestrol diisiiriicii etki

Diisiik pH direnglilik

Tyi safra tuzu tolerans

Degisen diizeylerde antimikrobiyal aktivite

L. rhamnosus R4en yiiksek hidrofobisite ve otoaggregasyon
Yiiksek antioksidan 6zellik

In vivo caligmada kontrole gére uzamis yasam siiresi

L. paracasei K5 istenilen probiyotik dzelliklere sahip oldugu
ve ticari probiyotikL. plantarum 14917 daha iyi oldugu
Degisen diizeylerde antibiyotik direnci

Nar suyunda starter olarak kullaniminda uygun teknolojik
ozellikler

Lactobacillus plantarum 4 patojen bakteriye kargt inhibitor
etkisi

Giiclii antimikrobiyal aktivite ve probiyotik dzellik

E.coli’ ye kars1 inhibitor etki gésterememesi

(Ghahremani ve
Mardani, 2015)

(Azatvd., 2016)

(Plessas vd., 2017)

(Jabbarivd., 2017)
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Cizelge 2.3.Geleneksel peynirlerin probiyotik mikroorganizma potansiyeli (Devamu).

Probiyotik Mikroorganizma Peynir Cesidi Peyr;;}?;:;mm Bashica Bulgular Referans
Lactobacillus casei Mozarella Peyniri ~ Brezilya Tiim suslar yiiksek otoaggregasyon (Maria vd., 2019)
Lactobacillus fermentum Bazi suslar diisiik koaggregasyon ve hidrofobisite degerleri

7 Lactobacillus casei ve 6 Lactobacillus fermentum susu B-
galaktosidaz enzimine sahip
10 sus Simiile gastrointestinal ortamdacanliligi korudugu
Tiim suslar vankomisin ve kanamisin antibiyotigine direngli
L. casei SJRP38 ve L. fermentum SJRP43 yiiksek probiyotik
potansiyel
175 LAB Geleneksel Cin 4 patojen bakterileri i¢in 23 sus antimikrobiyal etki gostermesi  (Shi vd., 2019)
Lactobacillus plantarum (16), 2 Peyniri Onemli anti oksidatif kapasite
Lactobacillus paracasei (2), 5 sus antibiyotiklere karsi az direngli olmasi
Enterococcus faecium (2), 5 sus hemolatik aktivitesinin olmamasi
Lactobacillus helveticus (1),
Weissella paramesenteroides (1),
Pediococcus pentosaceus(1)
E. faecium S1113, Geleneksel Beyaz Tiirkiye Tiimizolatlar antimikrobiyal aktivite gdstermesi (Mohammed ve Con,
E. durans S104, S1121 ve S202 Peyniri 12 LAB yiiksek inhibitor etki patojenlere karsi 2021)
suslart E. faecium
(2)Lactiplantibacillus pentosus, S1113, E. durans S104, S1121 ve S202 suslar1 diisik pH ,
(1 )Loigolactobacillus coryniformis sicakliklarda (10-15 °C), ve yuksek tuz
subsp. torquens. konsantrasyonunlarinda (%6-9) adaptasyon 6zellik
Lb. curvatus, Kradi Peyniri Hindistan L.plantarum en yiiksek antimikrobiyal aktivite ve (Mushtagvd., 2021)

Lb. sake,

Lb. planatrum,
Pediococcus pentosaceous
Enterococcus faecium

hidrofobisiye 06zellik gostermistir. Kradi peynirinin simiile
mide bagirsaksindirimi sonrasinda biyoaktivite 6zellik
gostermesi
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Mohammed ve Con (2021) Samsun ilinden, 25 adet geleneksel yontemlerle tiretilmis
beyaz peynir 6rneklerinden 160 LAB’si izole etmis ve probiyotiklik 6zellikleri bakimindan
incelemislerdir.12 izolat maksimum antimikrobiyal aktivite gostermistir. Bu izolatlarin 9
tanesi Enterococcus cinsine ait tiirlerdir. 2 tanesi Lactiplantibacillus pentosus,1 tanesi
Loigolactobacillus coryniformis subsp. torquens’ tir. izolatlarin potansiyel probiyotik
ozellikleriin vitro testler ile analizlenmistir. Sonug olarak, E. faecium S1113, E. durans
S104, E. durans S1121 ve E. durans S202 suslar1 safra mide suyuna direnglilik, asit
iiretebilme yetenegi, antibiyotik direng, farkli pH ve sicakliklarda biiylime gostermistir.

Ayrica R-galaktosidaz enzimi tiretimi bulgulanmistir.

Shi vd. (2019)Kuzey Cin bolgesi’nde iretilen geleneksel peynirlerden LAB izole
etmiglerdir. 322 izolattan 175 laktik asit bakterisi probiyotiklik yoniinden karakterize
edilmistir. 23 izolatin dortten fazlasi Enterococcustiirii ve patojenik bakterilere karsi
antibakteriyal etki gostermistir.23 izolatLactobacillus(18),Enterecoccus (2),Weissella (1)
vePediococcus(2) cinslerine ait tiirler olarak tanimlanmistir Yiiksek diizeyde hidrofobisite
Ozeligine sahip olduklar1 ve hemolitik aktivitesinin olmadiklar1 bildirilmistir. Degisen

diizeylerde antioksidant 6zellik gosterdikleri de bulgulanmustir.

Mushtaq vd. (2021)Kradi peynirinden5 baskin karakterli LAB izolat elde etmislerdir.
Potansiyel probiyotik 6zellik gosteren bu izolatlardan, Lb. plantarum yiiksek hidrofobisite
ve patojen bakterilere karst antimikrobiyal 6zellik gdstermistir.Ayrica peynir numunesi
simiile edilmis gastrointestinal sindirime tabi tutularak suda ¢oziiniir peptit Oziielde
edilmistir. ABTS radikal inhibisyonunuindirgeme giicii, lipid peroksidasyon inhibisyonu, a-
glukosidaz inhibisyonu ve a-amilaz inhibisyonu dahil olmak {izere suda ¢oziiniir peptit
Ozlinlin biyoaktivite analizleri 0 ila 420 dakika sindirim araliginda sirasiyla %12,03'ten
%58,89'a, %14,85-55,72, %14,67-52,43, %15,55-57,65, %17,88-%59,33,'e 6nemli dlciide
arttig1 gozlemlenmistir.Suda ¢oziiniir peptit 6ziiniin anti-kanser ve anti-hipertansif aktivitesi,
simiile edilmis mide-bagirsak suyunda sindirimin ardindan %13,44'ten %69,39'a ve %19,75-
71,23'e degerlerinin yiikseldigi bildirilmistir.

Maria vd.(2019)Serpa peynirindenLactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve
Enterococcus cinsine ait toplam 116 LAB izolati elde etmislerdir. Yirmi sus, gastrointestinal
sistemde bulunan stres kosullarmma daha iyi tolerans gostermistir.Lactobacillus brevis
C1Lb21'i yeterli otoagregasyon kabiliyeti ve daha yiiksek hidrofobisite ozellikleri ile
vurgulanmistir. Bununla birlikte, antibiyotik direnci ve biyojenik amin iiretimi nedeniyle

sekiz sus ¢ikarilmistir. Sonug olarak, gastrointestinal gegis toleransi, bagirsaklarda kolonize
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olabilmesi i¢in, giivenlik 6zellikleri ve prebiyotik metabolizmalari géz oniine alindiginda,
Lb. brevis C1Lb21, Lb. plantarum G1Lb5 ve Lb. pentosus G4Lb7, yeni bir fonksiyonel
peynir prosesi i¢in umut verici adaylar olarak bulgulanmistir. LAB biiyiimesini destekleyici,
kisa zincirli yag asitleri tiretimini tesvik etmek icin laktiiloz prebiyotikli simbiyotik bir ticari

peynirin gelistirilmesinin insan sagligini olumlu yonde etkileyebilecegi gézlemlenmistir.

Jabbari vd. (2017)geleneksel yontemlerle iiretilmis Kouzeh peynirinden izole edilen
LAB izolatlarinin bazi patojenlere karsi antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmislerdir.
Toplamda izole edilen 56 laktik asit bakterisi morfolojik ve biyokimyasal yontemlerle
incelenmis, bunlardan 12’si biyokimyasal yontemle Lactobacillus plantarum olarak
tamimlanmis ve 11'1 de molekiiler yontemle dogrulanmustir. Bu izolatlarin antimikrobiyal
aktiviteleri analiz edilebilmesi igin kuyu difiizyon ydntemi uygulanmustir. izole edilen Lb.
plantarum, patojenik bakterilerekarsi inhibitor aktivite gostermis ve farkli inhibisyon zonlari
olusturdugu bulgulanmistir.Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis’e karsi
daha biiyiik antimikrobiyal zonlar gbzlenmistir (sirasiyla 15 = 0,3 ve 14,8 = 0,7 mm).
Escherichia coli”nin inhibisyon zonu diger patojenlerden daha kiigiiktiir ve bazi Lb.
plantarum tarafindan {iretilen antimikrobiyal bilesiklerin, direngli olan E.coli'ye Kkarsi
herhangi bir inhibitdr aktivite gostermedigi gozlemlenmistir. Antimikrobiyal aktivite 6zellik

gosterenLb. plantarum izolatlari, giiglii probiyotik 6zelliklere sahip oldugu bulgulanmustir.

Plessas vd. (2017)ticari ve geleneksel yontemlerle {iretilmis Feta tipi beyaz
peynirlerden 45 adet LAB susu izole etmisler ve diisiik pH direnci, pepsin ve pankreatin
direnci ve safra tuzlarina tolerans dahil olmak {izere bir dizi potansiyel probiyotik acisindan
in vitro analizlere tabi tutmuslardir. Referans susu Lactobacillus plantarum ATCC 14917'ye
benzer veya ondan daha iyi Ozellikler sergileyen K5 susu, daha ileri analizler igin
incelenmistir. Ik olarak, multipleks PCR analizi, yeni susun Lb. paracasei tiiriine ait
oldugunu gostermistir. Potansiyel probiyotik susun gilivenli bir sekilde kullanilmasini
saglamak i¢in yaygin antibiyotiklere kars1 duyarlilik belirlenmistir. EK olarak, L. paracasei
K5'in nar suyunun fermentasyonunda starter olarak performansi, teknolojik ozelliklerini

degerlendirmek i¢in incelenmistir.

Azat vd. (2016) geleneksel olarak fermente edilmis Xinjiang peynirinden 6 LAB susu
izole etmisler, starter kiiltiir olarak fonksiyonel vepotansiyel probiyotik 6zellikleri a¢isindan
degerlendirmislerdir. Izole edilen alti LAB susu, Lactobacillus rhamnosus (bir sus),
Lactobacillus helveticus (bir sus) ve Enterococcus hirae'den (dort sus) olugmaktadir. 6

susun tiimii asidik ve safra tuzu kosullarina tolerans gostermistir. Bunlarin arasinda, L.
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rhamnosusR4 susu daha yiiksek oranda antimikrobiyal, otoagregasyon ve hidrofobisite
gostermistir. Ek olarak, L. rhamnosus R4 susu en yiiksek seviyede serbest radikal siipiirme
aktivitesi sergilemistir(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikallerinin %53,78'i ve
hidroksil radikallerinin %45,79'u). L. rhamnosus R4 ayrica sirasiyla %50,97 ve %28,92
oraninda kolesterol ve trigliserit degradasyonu gostermistir. Bu LAB suslarinin konak émrii
tizerindeki saglig1 gelistirici etkilerini daha fazla incelemek igin in vivo model olarak
Caenorhabditis elegans kullanilmistir. Xinjiang’in fermente siit iiriinlerinden izole edilen
suslarin peynir endiistrisinde yiiksek potansiyele sahip starter kiiltiirler olarak

kullanilabilecegi bulgulanmstir.

Ghahremani ve Mardani (2015)Horamabad sehrinde geleneksel fermentasyon
yontemleri ile tiretilen peynirlerdenLAB izole etmisler ve bu suslar1 tanimlanayip probiyotik
potansiyelleri incelemislerdir. Izole edilen LAB, fenotipik ve genotipik yéntemler (PCR-
sekanslama)kullanilarak karakterize edilmis; bir sonraki asamada, kolesterol diisiiriici,
safranin hidrolizi, safra tuzunave midede asit ortama karsidirenclilik Ozellikleri analiz
edilmistir. Analizler sonucunda 88 kok ve 3 basil bulunmus: 58’i Enterococcus faecium,
16’s1 Enterococcus hirae, 5’1 Lactococcus lactis, 3’ Lactobacillus plantarum ve 9’ u
tanimsiz olarak bulgulanmistir. Tiim bakterilerkolesteroliin diisiiriicli, mide asidine tolerans,
antimikrobiyel etki gosterdigi ve bazi suslarin da safray1 hidrolize etmesi gibi probiyotiklik
ozelliklerinin  etkilioldugu gozlemlenmistir. Olgunlagsmis peynirdeki yiiksek NaCl
konsantrasyonu, LAB iizerinde olumsuz bir etkiye ve peynirde hacim kaybina neden
olmustur. Ek olarak, bu ¢alismada LAB'larin siitiin pithtilagsmasi sirasinda ortalamda log
kob/ml’sinin arttigin1 ve olgunlagmis peynirlerde de azaldigi gozlemlenmistir. Bu sebeple
arastirma taze ve pihtilasmis peynirler lizerinde gerceklestirilmistir. Analizler sonucu, E.
faecium ve L. lactis'in patojen iizerinde inhibitdr etkisi oldugunu gostermistir. Bu
bakterilerin ayn1 zamanda ¢ogu antibiyotige karsi uygun antibiyotik direncine sahip
olmasiyla birlikte diger faydasal etkileriyle siit tiriinlerine eklenerek, patojenik bakterilere

kars1 giivenligini arttirmasi beklenmektedir.

Beatriz vd. (2014) Manda Mozzeralla peynirinden izole LAB suslariniprobiyotik
ozellikleri bakimindan (farkli pH degerlerinde ve safra tuzu konsantrasyonunda stabilite,
otoagregasyon ve koagregasyon, antibiyotik ve ticari ilaglar varliginda hayatta kalma, B-
galaktosidaz tiiretimi c¢aligmasi, kodlayan genlerin varligmin degerlendirilmesi) analiz
etmiglerdir. Dort LAB susu(Lactobacillus casei SJIRP35, Leuconostoc citreum SJRP44,

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP57 ve Leuconostoc mesenteroides) MapA
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ve Mub yapisma proteinlerine tutumu ve EF-Tu uzama faktorii ile viriilans faktoriini
kodlayan genlerin varliginda antimikrobiyal (antimikrobiyal peptitler) tiretimleri agisindan
degerlendirilmistir.Suslar, MRS broth, tam ve yagsiz siitte modellenen simiile
gastrointestinal sistemde canliligini korumustur. Tim suslarin otoagregasyon ve hiicre
ylzeyi hidrofobikligi yiliksek diizeylerde ve indikator suslarla cesitli derecelerde
koagregasyonlar1 gozlemlenmistir. Tim suslar, bazi antibiyotiklere diisiik direng
gostermistir. Yalnizca SJRP44 susu, B-galaktosidaz enzimini iiretmemistir. Ayrica, SJRP57
susu, virlilans faktorlerini kodlayan herhangi bir genin varligini géstermemis; bununla
birlikte, SJRP35 susu vankomisin direnci ve kollajen genlerinin yapismasini gostermistir,

SJRP44 susu ornitin dekarboksilaz genini barindirdigi gézlemlenmistir.

2.5. Peynirde Probiyotik Mikroorganizmalarin Canlihgim Etkileyen Bashca Faktorler

Sagliga olan faydalar1 nedeniyle probiyotik mikroorganizmalar yumusak, yar1 sert ve
sert peynirler, yogurt, dondurma ve dondurulmus siitlii tatlilar dahil olmak iizere siit
iriinlerine entegre edilmistir. Kiiltiirel acidan ¢esitli ¢alismalar probiyotik gida tastyicilari
olarak fermente siit veyogurda probiyotik suslarinkonsantre edilmesinin  veya
kanistirllmasmin yiiksek kaliteli bir probiyotik iiriin eldesi i¢in Onermistir. Ancak bu
tirtinlerin tiiketilmesiyle probiyotik sayisinin standart diizeyde kalmasinin garantisi yoktur.
Peynir, canli probiyotik mikroorganizmalarin yeterli miktarda insan viicuduna alimi
iletedavi edici saglik faydalar1 saglayan bir tiir fermente siit triiniidiir (Homayouni vd.,
2018).

Peynirin tekstiirliniin yan1 sira pH, oksijen diizeyi, lipid igerigi ve depolama sartlari
probiyotik mikroorganizmalarin canliligint uzun siire korumasi bakimindan uygun bir
fermente siit Urliniidiir. Peynir lretimi ve depolanmasi boyunca probiyotiklerin hayatta
kalma oranin1 artirabildigi ve gastrointestinal sistemde de canliliklarin1 korudugu

gozlemlenmistir (Bolyston ve Vindorela, 2004).

Taze peynir ve olgunlasmis peynirde diger fermente siit liriinlerine gore probiyotik
bakterilerin canliliklarin1 daha uzun siire koruyabildiklei gozlemlenmistir. Taze peynir,(iyi
bir probiyotik tasiyicis1 olarak) insan bagirsaginda mikroorganizmalarin canliligin
korumasi agisindan ve ayrica, sagladigi endiistriyel uygulanabilirliginden dolay1

probiyotiklerin peynir teknolojisinde genis kullanimini agiklamaktadir(Homayouni vd.,
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2018).Probiyotik mikroorganizmalarin izolasyonu ile ilgili yakin zamanli ¢alismalar ¢izelge

2.4 verilmistir.

Probiyotik bakterilerin peynirde tiiketim anina kadar canliligini etkileyen faktorler
igsel ve digsal faktorler olarak ayrilabilir, 6rnegin;pH, organik asitler, hidrojen peroksit,
¢Ozlinmiis oksijen, olgunlasma ve depolama sicakliklari, sodyum kloriir, seker gibi katki
maddeleri ve antmikrobiyal koruyucular ve ucucu bilesikler igsel faktorler plarak
siiflandirilabilir. Daha teknolojik bir yaklasimla, s6z konusu faktorler, paketlemenin yani
sira formiile etme ve isleme faktorleri olmak lizere {i¢ alanda kategorize edilebilir ve
peynirde probiyotik bakterilerin canliligini etkileyen ana faktorler olarak gosterilmektedir.

Bu faktorler asagida ifade edilmistir(Mortazavian veCruz, 2011).
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/ Kompozisyonal Faktorler
- pH ve asitlik

- molekiiler oksijen

- hidrojen peroksit

- tuz ve sekerler

- gida katki maddeleri

- nem igerigi

- besin zenginligi

- biiytime gelistiricileri ve inhibitorleri

- ¢Oziinmiis oksijen

- bliylime gelistiriciler

- mikroenkapsiilasyon

/

Ggunlasma ve Depolama Faktﬁrlb

- Olgunlagsma ve depolama
reaksiyonlar (glikoliz,lipoliz,
proteoliz, KL Aiiretimi,

- patojenik olmayan adventif bakteri,
yag asidi icerigi)

- Olgunlagsma ve depolama sicakligi

\_ /

-

- Sus se¢imi

\_

Starter Ozellikleri

- Probiyotik hiicrelerin hazirlanmasi

J

4 N

Ambalajlama
- Malzemenin tiirleri
- Kalinlig
- Oksijen gecirgenligi
- Paketleme kosullari

- Aktif paketleme

- J

/ Dissal Uretim Faktorleri \

- Is1l islem (haslamasicakliklar) ve
pisirme prosediir (olgunlagsmamis
olanlar)

- Siizme- inkiibasyon ve depolama

sicakliklar (kiiltiirde ve olgunlasanlar)

J

- Ogiitme (Kasar-tipler)

- Inokulasyon tipi ve metodolojisi

&Soéutma hiz

Sekil 2.2.Peynirde probiyotik bakterilerin canliligini etkileyen ana faktorler(Roy vd., 1997;

(Talbot-Walsh vd., 2018).
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Cizelge 2.4.Probiyotik mikroorganizma izolasyonu i¢in se¢ilmis ¢caligmalar.

Probiotik Mikroorganizma

Probiyotik Kriterler

izolasyon Kaynag

Referans

Lactobacillus fermentum
L. rhamnosus
Lactobacillus paracasei
LAB

Lactobacillus plantarum ATCC 14917

Lb. paracasei K5

Lb.pentosus G4Lb7 Lb. plantarum G1Lb5.
Lb. brevis C1Lb21,

Lb. plantarum Os4ve
Lb. plantarum Kor14

Lactobacillus plantarum1QB77
220 LAB

Enterococcus faecium

E. faecium, E. faecalis ve E. durans

Gastro intestinal iyi canlilik
Yiiksek aside ve safra tuzuna tolerans

Giiglii antimikrobiyal aktivite
Aside ve safra tuzuna tolerans

Aside ve safra tuzuna
antmikrobiyal etki

onemli Ol¢iide oto aggregasyon yetenegi ve
yiiksek hidrofobisite antibiyotik direngleri
biyojenik amin {iretimi

Izolatlar ~ ve  hiicresiz  siipernetantlari
patojenlere kars1 giiclii inhibisyon géstermesi
antagonistik 6zellik

Patojenlere kars1 iyi antagonistik 6zellik
Yiiksek adhezyon
Gastointestinal canlilik
Hemolatik aktivite

Antibiyotik direnglilik

Yiksek EPS  dretimi  ve
asimilasyonu

Aroma reticileri degisken asit toleranst,
hidrofobiklik, oto-agregasyon, antimikrobiyal
aktivite

direnglilik  ve

Kolestrol

Geleneksel siit ve siit Tirtinleri
Ragusano ve Pecorino Siciliano
peynirleri

Cig inek siitii

yeni dogan diskis1

Balik

Fermente gidalar(boza vb.)

Peynir (Ras, Kareish)

Feta tipi beyaz peynir

Serpa peynir

Geleneksel peynir

Tulum peynir

Geleneksel beyaz peynir

(Bao vd., 2010)
(Caggia vd.,, 2015)

(Shehata vd., 2016)

(Plessas vd., 2017)

(Ruiz-Moyano vd., 2019)

(Otdak vd., 2019)

(Margalho vd., 2021)

(Ozkan ve Demirci, 2021)

(Albayrak ve Duran, 2021a)
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Ozkan ve Demirci (2021)Tiirkiye’de geleneksel yontemlerle iiretilmis tulum
peynirlerinden izole edilen 9 adet Enterococcus faecium izolatinin probiyotiklik 6zellikleri,
fonksiyonelikleri ve giivenirliklerini analiz etmislerdir. Tiim suslarin simiile gastrik
kosullara ve safra tuzuna tolerans gosterdigi gozlemlenmistir. Izolat 1050disinda tiim
izolatlar vankomisine duyarlilik gostermistir.izolatlarin c¢ogu, yiiksek ekzopolisakkarit
tiretimi gosterirken, 12 izolatin kolesterol asimilasyon ozelligi gosterdigi bulgulanmustir.
Izolatlardan bes tanesi patojenlere gore antimikrobiyal etki gdstermislerdir. Izolat 894 te,
asal, gelE ve CylA dahil olmak iizere ii¢ viriilans geni tespit edilmis, izolat 394’te ise

virlilans cylLL,S, cylM, Hylefm, gelE ve CylA genleri belirlenmistir.

Otfdak vd. (2019)Polonya'nin farkli yoresel peynirlerinden (Oscypek ve Korycinski)
izole ettikleri 29 Lactobacillus plantarum susunu, probiyotiklik 6zellikler ve antimikrobiyal
aktivite acisindan degerlendirmislerdir. L. plantarum suslarinin, hiicresiz siipernatanlarinin

(CFS'ler), Staphylococcus aureus'a karsi inhibe edici 6zellik gosterdigi gézlemlenmistir.

2.6. Probiyotik Kaynagi Olarak Beyaz Peynir

Peynir yapimi yaklasik 8000-9000 6nce Dicle ve Firat nehirleri arasindaki “Bereketli
Hilal”’ bolgesinde ortaya ¢ikmigtir (Foxvd., 1996; Kosikowski vd., 1997). Bu bolge simdi
Tiirkiye, Irak ve Iran'm bir parcasmi olusturmaktadir. Diinyada peynir ¢esidi olarak
1000'den fazla iiretim yapilmaktadir. Tiirkiye'de bilinen peynir ¢esitleri 196 civaridir, ancak
bu peynir cesitlerinden lg¢ii; Tiirk Beyazi (orijinal adi Beyaz peynir), Kasar ve Tulum

peynirlerinin ulusal ve ekonomik pay1 yiiksektir(Y1lmaztekinvd., 2004).

Beyaz peynirkoyun, keci veya inek siitiinden veya bunlarin karigimindan 1s1l islem
gormeden iiretilen ve salamurada olgunlastirilan yumusak veya yari sert tipte bir peynir
¢esididir. Giiniimiizde ticari Beyaz peynir iretiminde ¢ig siit yerine pastorize siit de
kullanmaktadir. Ulkemizde beyaz peynir {iretiminin iliskin akis semasi Sekil 2.4

gosterilmistir.

Beyaz peynir salamura olarak yapilmakta ve salamura (12-14g/100ml) ortaminda
olgunlastirilmaktadir. Genel olarak kiibik ya da dikdortgen prizma tipik 7x7x7 ve ya 7x7x10
cm? boyutlarinda ve 350-500g agirligindadir. Geleneksel veya artisanal iiretiminde 1-3 aylar
arasinda olgunlastirilmaktadir. Geleneksel iiretimde starter kullanilmamaktadir. Siit

pastorize edilmez.
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Beyaz peynirin florasinda baslicalaktik bakteri florasinin bilesimine gelince, Lc. lactis
subsp.lactis tiirleri ve bunlarin yanisiraEnterococcus faecium, Enterococcus faecalis,
Lactobacillus casei ve Leuconostoc mesenteroides gibi baslica tiirler olup pek¢ok ¢alismada
tanimlanmustir(Celik ve Uysal , 2009).
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Klarifikasyon

.

Yag standardizasyonu

@

Pasterizasyon (72-74 C de 15-20 saniye)

&

Sogutma (30-32 °C)

-

Starter ilavesi (1-2 g/100 g mezofilik kiiltiir)

-

CaClyilavesi 20 g/100L

p-

Rennet ilavesi (28-32 °C pihtilasma i¢in 75-90 dak.)

4

Kesme (1-3 cm?®, 5-10 dak dinlenme)

3

Peynir alt1 suyunun uzaklagmasi(25-30 dak. Baskilamadan)

4

Baskilama ve sekil verme

4

Tuzlama (14-16 g/100g NaCl15-16 °C de 6-12 sa.)
Paketleme (salamura igerisinde)
Olgunlagma (12-15 °C de 30-60 giin)

Depolama (+5 °C)
Sekil 2.3. Beyaz peynir akis semasi(Yilmaztekinvd., 2004).

Probiyotik beyaz peynir ile yakin zamana kadar yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda insan
kaynakli probiyotik kiiltiirler kullanilmistir. Ancak yakin zamanlarda yapilan pek ¢ok
calismada, geleneksel beyaz peynirlerden elde edilen mikroorganizmalarin da 6nemli dlgiide

potansiyel probiyotik 6zellik gosterdigi gdzlemlenmistir. Ozellikle Enterekok cinsine ait
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bakterilerin beyaz peynirden siklikla izole edildigi ve probiyotik &zelliklere sahip olduklari
bildirilmistir(Giirsoy ve Kinik, 2005 ;Albayrak ve Duran, 2021a).
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3.1. Materyal

3.1.1.Peynir Ornekleri

3. MATERYAL VE YONTEM

Probiyotik 6zellikli LAB izolasyonu i¢in,¢ig siit kullanilarak geleneksel yontemlerle

tiretilmis 6 farkli beyaz peynir 6rnegi ve 1 adet isletme kosullarinda tiretilmis beyaz peynir
ornegi (KP kodlu) kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Peynir ornekleri ve ozellikleri.

No Siitiin Cesidi Kaynak Kod Numarasi Olgunlagsma Zamani

1 Koyun siitii Tire siit kooperatifi KP 24 ay
2 Inek siitii Diyarbakir SB 2-3 ay
3 Inek siitii Manisa/Alasehir P 2-3ay
4 Kegi siitii Manisa/Alasehir KEP 2-3ay
5 Koyun siitii Manisa/Alagehir KOP 2-3ay
6 Koyun siitii Manisa/Alasehir CBA 2-3ay
7 Koyun siitii Manisa/Alagehir ST 9ay

3.1.2. Laboratuvar Olcekli Peynir Uretiminde Kullamlan Cig Siit, Starter Kiiltiir ve

Peynir Mayasi

Laboratuvar 6lgekli peynir iiretim denemelerinde kullanilmak iizere ¢ig inek siitii Tire

sit Kooperatifi’'nden temin edilmistir. Peynir starter kiiltiirleri

NFC DOSH 602

(Lactococcus lactis ssp. lactis ve St. thermophilus)direkt kullanima uygun liyofilize formda

NFC Gida ve Kimya izmir’ den temin edilmistir. Mayasan Gida San. ve Ticari A.S> den

50cc olarak saglanan peynir mayasi peynir iiretimlerinde kullanilmistir.
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Cizelge 3.2.Inek Siitii 6rneklerinin kimyasalozellikleri.

No Siit pH Laktit asit (%) Yag (%) Kuru Madde (%)
S1 Tire Siit Kooperatifi 6,45+0,01  0,27+0,00 3,45+0,07 12,04+0,16
S2 Tire Siit Kooperatifi 6,48+0,01 0,2540,00 3,75+0,07 11,64+0,14

3.1.3. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar, besiyerleri iriin kodlar1 ile birlikte EK-

1°desunulmustur.

3.2.Yontem

3.2.1.Peynir Orneklerinin Asitlik Ozelliklerinin Belirlenmesi:

3.2.1.1. Potansiyometrik Yontem

Peynir Orneklerinin asitlik 6zellikleri potansiyometrik ve titrasyon yontemleri ile
belirlenmistir.Bu amacgla, Henna Edge marka pH metre kullanilarak Sl¢limler yapilmustir.
2,5 g tartilan beyaz peynir 6rnekleri20 ml distile su ilave edilerek homojen hale getirilmis,

cthazin elektrodu igerisine daldirilarak pH degerleri ol¢tilmiistiir.

3.2.1.2. Titrasyon Yontemi

Erlenmayere 10 g peynir 6rnegi tartilmig ve iizerine 105 ml distile saf su ilave
edilmistir.Ardindan, baget yardimiyla peynir 6rneklerinin ezilmesi saglanmistir. Elde edilen
karisim iyice karigtirildiktan sonra huniye yerlestirilerek kaba filtre kagidiyla siiziilmiistiir.
Siizlintiiden pipetle 25 ml alinarak (2,5g peynir igermektedir) erlene bosaltilmis ve {izerine
2-3 damla fenolfitaleyn ¢o6zeltisi ilave edilmistir. Biiret kullanilarak 0,1 N NaOH

cozeltisiyle 30 saniye boyunca kaybolmayan agik pembe renk olusana kadar titrasyon
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yapilmustir. Sarfedilen NaOH hacminden % Laktik asit degeri asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmistir:

.. NxF+Ex(V1-V2)
%L aktik asit= *1

00 (1)

N:Kullanilan NaOH’1n normalitesi (0,1 N)

F: 0,1 N NaOH faktorii (Gergek normalite =Y aklagik normalite x Faktor)
E: Laktik asit miliekivalent agirlik (0,09 mEq/L)

V1:Titrasyonda peynir igin sarf edilen NaOH miktar1 (ml)

V2: Titrasyonda saf su i¢in sarf edilen NaOH miktar1 (ml)

M: peynir miktari (g)

3.2.3. Geleneksel Peynirlerden LAB izolasyonu

3.2.3.1. izolasyon ve Saflastirma

LAB gelencksel peynir 6rneklerinden%0,1 (A/H)’likpeptonlu su kullanilarak seri
diliisyon hazirlanarak uygun olan diliisyonlarindan kat1 besiyerine ekim yapilmigtir. Kati
besiyerinde sayimlar yapilmis ve degisik morfolojiye sahip koloniler izole edilmistir.
Izolasyon icin, dokme plaka metodu ile MRS agar besi ortaminda 37°C de 48 saat oksijensiz
kosullarda inkiibasyonlar yapilmistir. Bu amacla, peynir 6rneginden 10 g tartilmis ve
tizerine 90 ml peptonlu su ilave edilerek havan igerisinde homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenat 10 olmakla birlikte, bu diliisyondan 1 ml almip 9 ml’lik peptonlu diliisyon
stvisina transfer edilerek 1072 diliisyon hazirlanmistir. Ardindan, seri seyreltme islemiyle
hazirlanms 1073,10%,10° ve 10° diliisyonlarindan 1ml alimarak bos steril petri kaplarina
aktarilmistir. Uzerine dokme plaka ydntemine uygun sekilde MRS agar ilave edilmistir.
Besi ortami katilastiktan sonra 37°C’de 48 sa oksijensiz kosullarda inkiibe edilmis ve
inkiibasyon sonrasi, 30-300 koloni bulunduran petriler LAB sayiminda kullanilmistir.

Petrilerde biiyiiyen kolonilerden MRS siv1 besi ortamina aktarilip, 37°C’de 24 saat inkiibe
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edilmistir. Stv1 besi ortamindaki pasajlama islemi en az 3 kez olacak sekilde kiiltlirler aktif

hale gelene kadar tekrarlanmistir.

Ardindan, kiiltiirler ¢izgi plaka yontemiyle ile saflastirilmistir.Saflastirma islemine tek
tip koloni morfolojisi elde edilene kadar devam edilmistir. Petrilerdeki benzer kolonilerden
tek koloni alinarak gece boyu biyiitilmis ve Gram boyama yontemi ile
boyanmistir.Ardindan, hiicre morfolojileri 151k mikroskop ile incelenmistir. Cizgi plakadaki
koloni goriintiisii ve Gram boyamadaki hiicre morfolojisi ile saf bakteri oldugu dogrulanan
izolatlara katalaz testi uygulanmstir. Bu sekilde Gram pozitif (+) , katalaz negatif (-) 6zellik

gosteren izolatlar 6n tanimlama olarak LAB seklinde degerlendirilmistir.

3.2.3.2. Morfolojik inceleme ve On Tamimlama

3.2.3.2.1.Basit Boyama

Izolatlarin saflik kontrolii i¢in basit boyama teknigi kullanilarak 151k mikroskobunda
incelenmistir. Bu amagla, taze aktif kiltiirler lamel iizerine 6ze yardimiyla aktarilarak bir
stire kurumaya birakilmis ve daha sonra 2-3 kez aleve maruz birakilarak fiksasyon islemi
gerceklestirilmistir. Uzerine metilen mavisi ilave edilmisve 1-2 dakika kadar bekledikten
sonra fazla boya saf su ile uzaklastirilmistir. Pamuklu havlu {izerine alinarak kurumaya
birakilmistir. Isik mikroskobu ile saf homojen olarak belirlenen izolatlar katalaz testi igin

hazirlanmistir.

3.2.3.2.2. Katalaz Testi

Katalaz, birgok organizma tarafindan iretilen bir enzimdir. Bakterilerin katalaz
pozitif/negatif olma durumu siniflandirmada 6nemli bir kriterdir. Enzimin, hidrojen
peroksiti pargalayarak su ve oksijene doniistiiriirmesi ile gaz kabarciklar1 gozlenmektedir.
LAB, katalaz negatif olarak bilinmektedir. Bu nedenle, katalaz durumunu dogrulamak igin
izolatlara katalaz testi yapilmistir. Bu amagla, 37 °C'de MRS siv1 besiyerinde gece boyu

biiyiitiillen taze izolatlardan 20 pl cam lam iizerine alinip es hacimde % 5 (H/H) hidrojen

27



peroksit ilave edilmistir. Katalaz negatif olarak gozlemlenen izolatlar uzun siireli kullanim
icin stok kiiltiirleri hazirlanmistir. Asagidaki formiilde hidrojen peroksitin su ve oksijene

parcalanmasi gosterilmistir;

2 H,0, - 2 H,0 + 0, (1)

3.2.3.3.3.Gram Boyama

LAB Gram pozitif (+) ve sporsuz bakterilerdir. Kok veya ¢ubuk seklinde olabilirler.
Gram boyama igin Once gece boyu MRS sivi besiyeri igerisinde bilyitilmis taze
izolatlardan 15 pl mikroskop lami iizerine alinmistir. Alev yaninda kuruduktan sonra, 1-2 sn
aleve maruz birakilarak hiicrelerin lama fiksasyonu saglanmistir. Uzerine kristal mor
soliisyonu (EK-2)1 dakika boyunca uygulanmis boyanin fazlasi saf su ile uzaklastirilmistir.
Ardindan preperat {izerine iyot ¢ozeltisi (EK-2) 1 dakika boyunca uygulanmistir. Fazla iyot
saf su ile uzaklastirildiktan sonra% 96’lik alkol ile 5-10 sn boyunca muamele edilmistir.
Sonrasinda preperatin {izeri tamamen kaplayacak sekilde safranin soliisyonu(EK-2) ile 30 sn
boyunca boyama yapilmistir. Boyanin fazlasi saf su ile yikandiktan sonra,isik mikroskop
goriintiisii mavi mor renk Gram (+) Ozellik, pembe renk ise Gram (-) 6zellik olarak

degerlendirilmistir.

3.2.4.izolatlarin Uzun Siireli Muhafazasi

Gram pozitif (+), katalaz negatif (-) gosteren saflagtirilmis izolatlarin ileriki
deneylerde kullanilmak iizere stok kiiltiirleri hazirlanmistir. Bu amagla, gece boyu MRS sivi
besiyerinde biiyiitiilmiis kiiltiirlerden 500 pl alinarak steril ependorf tiiplerine transfer
edilmistir. Uzerine %40(H/H) gliserol bulunduran MRS siv1 besi yeri ilave edilerek son
gliserol konsantrasyonu %20(H/H)olarak ayarlanmistir. Hazirlanan gliserol stoklaruzun siire

kullanim i¢in -20 °C ve -80 “C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.5. Aside ve Safra Tuzuna Tolerans Ozelliklerine Gore On Eleme

Gram pozitif (+) , katalaz negatif (-) saflastirilmis ve hiicre morfolojisi belirlenmis
izolatlar baslica probiyotik kriterler icerisinde yer alan aside ve safra tuzuna tolerans

Ozellikleri bakimindan test edilmis ve buna gére 6n elemeler yapilmustir.

3.2.5.1.izolatlarin Aside Toleransi

Izolatlarin asit toleranslar1 Argyri vd.(2013) ’nin belirttigi sekilde kiigiik
modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir. 2 ml MRS siv1 besiyerinde 37° C de gece boyu
biiyiitiilmiis izolatlar 5000g’de 10 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra tizerindekKi
slipernatant uzaklastirilmis ve elde edilen pellet esit hacimde fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(PBS; pH 7,4)(EK-4)ile siispanse edilmistir. Ardindan,tekrar 5000g°de 10 dakika boyunca
santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiis ve iki kez PBS ileyikama yapilmistir. Sonunda elde
edilen pellet, mide asidini temsil eden pH 2,5 olarak1M HCI ile ayarlanmis PBS igerisinde
siispanse edilmistir. Hazirlanan siispansiyon midede kalma sicakligi ve siiresini temsil eden
37°C’de 180 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Orneklerden baslangic aninda (t1) ve
180’inci dakikada (t2)plaka yontemi ile canli sayim yapilmustir. izolatlarin asit toleranslari

logaritmik azalma olarak asagidaki sekilde ifade edilmistir(Albayrak ve Duran, 2021a).
Log Azalma =Log(kob/ml);; — Log(kob/ml), 2
Log (kob/ml)u: Baslangigtaki logaritmik canli sayist

Log (kob/ml)i2:3 sa sonundaki logaritmik canli sayisi

3.2.5.2. izolatlarin Safra Tuzuna Toleransi

Izolatlarin safra toleranslar1 Vinderola ve Reinheimer (2003)’e gore kiigiik
degisikliklerle belirlenmistir.2 ml MRS siv1 besiyerinde 37°C de gece boyu biiyiitiilmiis
izolatlar farkli konsantrasyonlarda% 0,3,% 1 (A /H) safra igceren MRS sivi besiyerine %1
oraninda inokiile edilmistir. Kiiltiirler 37 °C'de 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. Kontrol
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grubunun(safra ilavesiz) ve test Orneklerinin 600nm absorbans degerleri Olglilmiis ve

asagidaki sekilde safra tuzuna tolerans orani ile belirlenmistir(Albayrak ve Duran, 2021a).
Safra tuzu toleransi orant = (A geneyser) /(A kontrot) (3)

A deneysel:Safra ilaveli MRS igerisinde 4 sa inkiibe edilen izolatlarin 600 nm’de

absorbans degeri

A kontrol:Safra igermeyen MRS icerisinde 4 sa inkiibe edilen izolatlarin 600 nm’de

absorbans degeri

Peynir izolatlarinin aside ve safra tuzuna tolerans sonuclarina gore 6n eleme islemi
gerceklestirilmistir. Safra ve aside karsi dayanikliklarina goére segilen (15 adet) izolatlarin
baslica probiyotik 0Ozellikleri bakimindan degerlendirilmek {izere diger analizleri

gerceklestirilmistir.

3.3.Bashica Probiyotik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

3.3.1. izolatlarin Simiile Mide ve Pankreatik Sularina Toleransi

Izolatlarin simiile mide ve pankreatik sularma toleranst Maria vd. (2019)’ya gore kiiciik
degisiklikler ile belirlenmistir. Stoktan agilan kiiltiirler en az iki kere pasajlandiktan sonra
aktif hale getirilmistir. Son pasajlama isleminde kiiltirler 10 ml MRS siv1 besiyerine %1
oraninda inokiile edilerek biiyiitiilmistiir. 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Steril falkon
tiiplerine aktarilan izolatlar, 2500 g’de 10 dakika boyunca santrifiijjedildikten sonra
tizerindeki slipernatant uzaklastirilmis ve elde edilen pellet esit hacimde PBS; pH 7,4 ile
stispanse edilmistir. Yikama islemi 2 kez tekrar edilmistir. Ve hiicrelerden 1ml alinip PBS
icerisinde siispansiyonu hazirlanmistir. Diger taraftan,pH; 3,05 ayarlanmis PBS ortamina
pepsin enzimi (0,3 g/100 ml) ilavesi ile simiile mide ortami hazirlanmig ve filtre (0,45 pm
gozenek capli )yardimi ile steril edilmistir.Hazirlanan simiile mide ortami 9’ar ml steril
tiiplere aktarilmistir. PBS igerisine siispanse edilmis olan izolatlardan 1 ml alinarak 9 ml’lik
simiile mide suyuna aktarilmis ve 37°C ‘de 4 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir.
Simiile mide gegisi sonrast 100 ul 6rnek alinarak canli LAB sayimi yapilmistir. Simiile
mide ortamindan gegen izolatlarin canli sayimi igin seri diliisyonlart MRS agar besiyerine

ekilip 37 °C'de 4 sa inkiibe edilmistir.
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Simiile bagirsak ortamu igin pankreatin (0,1 g/100 ml) enzimi ve safra tuzu (0,15
9/100 ml) tartilarak tizerine 100 ml PBS (pH; 7,45) ilave edilmistir. Soliisyon steril filtreden
(0,45 pum) gegirildikten sonra 9’ ar ml steril tiiplere aktarilmistir. Ardindan mide suyunda
inkiibe edilen izolatlardan 1 ml bagirsak ortamina aktarilarak 37°C’de 6 sa boyunca inkiibe
edilmistir. Simiile mide ve bagirsak ortamindan gecen izolatlarin canli sayimi igin seri
dilisyonlart MRS agar besiyerine ekilip ve 37 °C'de 48 sainkiibe edilmistir.Canli sayilari

logaritmik olarak ifade edilmistir.

3.3.2. Safra Tuzu Hidrolizi

Izolatlarin safra tuzu hidrolizi Argyri vd. (2013)’de tarif edildigi sekilde
belirlenmistir. MRS agar igerisine % 0,5 (A/H) taurodeoksikolik asit ilave edilerek
hazirlanan ortam test besiyeri olarak kullanilmistir. Gece boyu biiyiitiilen izolatlardan 10 pl
MRS agar iizerine spot yontemi ile aktarilmis ve 37 °C'de anaerobik kosullarda 48 sa
inkiibeedilmistir. Hidroliz etkisi, MRS agar tizerinde hiicrelerin etrafindaki safra asit varlig
ile ¢okelmeler, koloni morfolojisinde farklilagsmalar veya kolonilerin etrafinda opak bir zon
olusturmas1 gibi gozlemler ile degerlendirilmistir. Taurodeoksikolik asit ilave edilmeyen

MRS agar besiyerlerindeki spot izolat biiylime goriintiileri kontol olarak kullanilmistir.

3.3.3.Hidrofobisite Testi

Izolatlarin hidrofobisite &zelligi ksilen, kloroform ve etilasetat hirokarbonlar:
kullanilarak belirlenmistir(Albayrak ve Duran, 2021a). Gece boyu biiyiitiilmiis izolatlar
5000g’de 10 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra iizerindeki silipernatant
uzaklastirilmis ve elde edilen pellet esit hacimde PBS; pH 7,4 igerisine siispanse
edilmistir.Elde edilen pellet 3 ml PBS igerisinde son hiicre konsantrasyonu yaklasik
108kob/ml olacak sekilde ayarlanmgtir. Ayri tiiplerde bulunan 1ml ksilen, 1ml kloroform ve
Iml etilasetat iizerine 3 ml hiicre siispansiyonu eklenip ve 1 dakikalik vorteksleme
asamasindan sonra 37 °C’de 1 sa boyunca inkiibe edilmistir. Yiizde hidrofobisite (H %)
degeri, UV spektrofotometrik yontemi kullanilarak asagidaki ifade kullanilarak

hesaplanmustir.

31



Absgg
Absgq

H%=(1- )x 100 4)

Absto: Hiicre siispansiyonun baglangi¢ anindaki 600nm’deki absorbans degeri,

Absti: Sulu fazin inkiibasyon sonrasinda 600nm’deki absorbans degeri .

3.3.4.0toagregasyon Testi

Gece boyu biyiitiilmiis 2 ml hacimdeki izolatlar 5000g’de 10 dakika boyunca santrifiij
edildikten sonra iizerindeki siipernatant uzaklastirilmis ve elde edilen pellet esit hacimde 2
kez PBS; pH 7,4 ile yikandiktan sonra 3 ml hacimde siispanse edilmistir. 3 ml hiicre
stispansiyonu 1 dakikalik vorteksleme asamasindan sonra 37 °C’de 2 sa boyunca inkiibe
edilmistir. Otoaggregasyon yiizdesi, UV spektrofotometrik yontemi kullanilarak asagidaki
denklem kullanilarak hesaplanmistir (Albayrak ve Duran, 2021a):

AbStO

Otoaggregasyon % = (1 — i

)x 100 ()

Absto: Hiicre siispansiyonun baslangi¢ anindaki 600nm’deki absorbans degeri

Absti: Sulu fazin 1 sa inkiibasyon sonrasinda 600nm’deki absorbans degeri

3.3.5.Antimikrobiyal Aktivitenin Degerlendirilmesi

Izolatlarin patojen bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivitesi Argyri vd. (2013)’de
tanimlanan sekilde kiiciik degisiklerle birlikte Agar-Kuyu diflizyon yontemi ile
gerceklestirilmistir.E.coli  O157H7 NRRL B- 23588, Bacillus cereus ATCC
11778veListeria monocytogenes ATCC 7644 suslari test organizmalar olarak kullanilmigtir.
Gece boyu 37 °C ‘de Nutrient broth s1v1 besiyerinde biiyiitiilen patojenlerden 100 pl alinarak
Miieller Hilton Agar iizerine L baget yardimiyla yayma islemi yapilmistir. Patojenlerin
hiicre yogunlugu yaklasik 10® kob/ml ayarlannmustir. Ardindan, agar iizerinde steril 1000 pl
kapasiteli pipet ucu kullanilarak 5 mm ¢apinda kuyular agilmistir.Potansiyel probiyotik
suslar gece boyunca MRS igerisinde biiyiitiildiikten sonra, santrifiijleme islemiyle 5000 g’de
15 dakika siipernatantlariayrilmistir. Sonrasinda, 50 pl hiicre bulundurmayan LAB

siipernatantlar1 Smm ¢apinda agilan kuyulara pipetlenip 37°C’de 24 sa inkiibe edilmistir.
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Kuyucuk ¢evresinde biiylimeden bagimsiz olarak olusan seffaf inhibisyon zonlarinin

caplart mm cinsinden olgiiliip degerlendirilmistir.

3.3.6.Antibiyotik Direnci

Izolatlarin antibiyotik direnci, Kazancigil vd. (2019)’in ydntemi gdz Oniinde
bulunduralarak agar disk diflizyon teknigi ilebelirlenmistir. LAB suslar1 bir gece dncesinden
MRS sivibesiyerinde biiyiitiilmistiir. Antibiyotik direncini degerlendirmek i¢in 100 ul
aktive edilmis taze kiiltiirler MRS agar iizerine yayma plaka yontemi kullanarak yayilmistir.
Ardindan, 6 mm c¢apinda ticari antibiyotik diskler (Bioanalyse) herbir petri iizerine 3-4
olarak yerlestirilmistir. LAB izolatlarinin, vankomisin (30 pg / disk), gentamisin (10 pg /
disk), penisilin(10 pg / disk),kloramfenikol (30 pg/disc),eritromisin (15 pg/disk),
streptomisin (10 pg/disk) ve tetrasiklin(30 pg/disk) gibi antibiyotiklere kars1 duyarliliklar
degerlendirilmistir. 37 °C'de 24 sainkiibasyondan sonra, inhibisyon zonlarinin ¢api (mm)
Ol¢iilmiistiir. Sonuglar belirtilen zon ¢aplarini dikkate alinarak duyarli, orta derecede duyarl
ve direncli olarak degerlendirilmistir. inhibisyon zon ¢ap1 10 ila 35 mm arasinda ise duyarl
(S), 10 mm'den kii¢iik orta duyarli (I) olaraktanimlanilmigtir. Ayrica, inhibisyon zonu
yoklugu da direngli (R) olarak kabul edilmistir(Kazancigil vd., 2019).

3.4. Fizyolojik ve Biyokimyasal Karakterizasyon

3.4.1.Farkh Tuz Konsantranyonlarinda Biiyiime Testi

Bir gece dncesinden kiiltiirlenen izolatlar 5 ml farkli konsantrasyonlarda NaCl igeren
MRS siv1 besiyerine (EK-3)% 1 oraninda aktarilmistir. Izolatlarin gelisimi % 4, % 6,5 ve %
10’luk tuz konsantrasyonlarinda test edilmistir. 37°C’de 7 giin inkiibe edilerek, renk
degisiminin mordan sartya doniisiimii ve bulaniklik artmasi hiicre biiyiimesinin kanit1 olarak

tespit edilmisgtir.
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3.4.2. Farkh Sicakliklarda Biiyiime Testi

Bir gece boyunca kiiltirlenmis izolatlar 5 ml modifiye MRS siv1 besiyeri (EK-3)
iceren tiiplere % 1 oraninda aktarilmistir. Hiicreler inokiile edildikten sonra 15°C ve 45°C'de
7 giin boyunca inkiibe edilmistir. Bu sicakliklarin herhangi birinde hiicre biiylimesi tespit

edildiginde kiiltiirlerin renginde mordan sartya dogru degisim ve bulaniklikgdzlemlenmistir.

3.4.3. Glikozdan Gaz Olusturma Testi

Homofermentatif izolatlar1 tanimlamak ic¢in, glikozdan CO2 iiretimi testi
uygulanmistir. Bu amagla, modifiye MRS(sitrat harig)besiyeri (EK-3) hazirlanmis ve
Durham tiipleri kullanilmistir. Bir gece Oncesinden kiiltirlenmis izolatlardan, 8 ml test
ortamma%]1 oraninda yani 80 pL aktarilmistir. 37 °C'de inkiibasyon siireci boyunca,

Durham tiiplerinde gaz birikimi, glikozdan COz2 iiretiminin gergeklestigini gostermistir.

3.4.4.Arjinin Hidroliz Testi

Bu test LAB izolatlarinin arjinaz enzimiyle temel aminoasitlerden arjinini hidrolize
ederek amonyak olusturmasini belirlemek amaciyla yapilmistir. Arjinden amonyak
olusumunu saptamak i¢in Arjininli MRS sivi besiyeri ve Nessler reaktifi (EK-4)
kullanilmistir (Yavuzdurmaz, 2007).Bu amagla, MRS sivi besiyerine % 0,3 oraninda L-
arjinin monohidroklorit ilave edilmis ve pH 6 olarak ayarlanmistir. 5’er ml besiyeri agzi
kapakl tiiplere dagitildiktan sonra 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Arjininli MRS
sv1 besiyerine aseptik kosullarda aktif kiiltiirlerden %1 oraninda inokiilasyon yapilarak 37
°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucu 40 p1 ml kiiltiir lamiizerinealinarak40
ul Nessler reaktifi ilave edilmistir. Sonug olarak arjinin dehidrolaz enzimi i¢ermeyen
suglarda renk sartya, arjinin dehidrolaz enzimine sahip olanlarda ise renk kirmizi kiremit

turuncuya donmiistiir.
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3.4.5. Karbonhidrat Fermentasyon Testi

Izolatlarn karbonhidrat fermentasyon testi farkli sekerler ile 96 kuyulu mikrotitre
plaka kullanilarak gerceklesirilmistir(Bulut, 2003).5 ml MRS siv1 besiyeri igerisine % 1
oraninda inokiile edilmis ve 37 °C'de 24 sa inkiibe edilmistir. Gece boyu biiyiitilen LAB
izolatlari, 5000g’de 10 dakika boyunca santrifiijlenmisve siipernatantlar1 uzaklagtirilmigtir.
Hiicreler modifiye MRS s1v1 besiyeri (glikoz icermeyen ve pH indikatorii bromokresol mor
iceren) ile yikanip, ayni besiyeri icerisinde yeniden siispanse edilmistir. Karbonhidrat
fermentasyonu i¢in farkli sekerler(D-glikoz, ksiloz, laktoz, maltoz, mannitol, mannoz, riboz,
selebiyoz, siikroz ) kullamilmistir. Sekerlerden 1 g alinarak % 10’luk soliisyonlar
hazirlanmis ve (0,22 pm, Millipore)filtre ile sterilize edilmistir. Seker soliisyonlarindan 40
ul alimarak her bir kuyucuga pipetlenmis, ilizerine 160 pl siispanse edilmis LAB
izolatlariilave edilmistir. Boylece %2 seker konsantrasyonlari elde edilmistir.96 plakalar
37°C' de 24 sa inkiibe edilmstir. inkiibasyondan sonra, renginin mordan sarrya donmesi ve
bulaniklikligin artmasiyla seker fermantasyonunungergeklestigi gozlemlenmistir. Glikozun
fermentasyonu pozitif kontrol, seker bulundurmayan MRS siv1 besi yeri isenegatif kontrol

olarak kullanilmustir.

3.5..izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA ile Tanimlanmasi

Farkli peynir orneklerinden toplam 64 tane bakteri izolati elde edilmistir. Baslica
probiyotiklik 6zelliklerine gore 6n eleme yapilan 15 izolattan potansiyel probiyotik 6zellik
gosteren 5 izolatin molekiiler tanimlamalar1 16S rRNA dizi analizi ile gergeklestirilmistir.

Bu analizler, Atlas Biyoteknoloji Sirketinde hizmet alimu ile gergeklestirilmistir.
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3.6. Diger Probiyotik Ozellikler
3.6.1. HT-29 Hiicre Hattina Tutunma

Izolatlarm bagirsak hiicerelerine yapisma o6zelligi Li vd. (2017)gdz oniine almarak
insan bagirsak adenokarsioma hiicre hattt HT-29 ile incelenmistir. Hiicreler DMEM
ortaminda (4,00 mM L-Glutamin, 4500 mg/L Glikoz, Sodyum Piriivat igeren)ve % 10
inaktive edilmis fetal buzagi serumu ilavesi ile biyiitiilmiistiir. Hiicreler -196 °C’den
canlandirilarak, 3 hafta boyunca biyiitiildiikten sonra hiicreleri 48 sa boyunca %380
konfluent olunca, tutunma deneyi i¢in HT-29 hiicreleri antibiyotik igermeyen ortam
icerisine 2 ml ilave edilerek kiiltiirlenmistir. Ayr1 bir sekilde biiyiitiilmiis LAB hiicereleri
PBS(pH;7,27) ile iki kez yikanip hiicre siispanse edilmistir.12 kuyucuklu plaka 500 pl
besiyeri eklenmistir.48 saat sonrasinda besiyeri ¢ekilip, Capricorn PBS ile 2 kez yikandi.
Hiicreler konsantrasyonu 1,5 x 108kob/ml olarak antibiyotik icermeyen DMEM igerisinde
siispanse edilmistir. Uzerine 10 pl LAB 102 kob/ml besi ortami ilave edilerek% 5 COz2
igerisinde37 © C'de 2 saat inkiibe edilmistir.Olusan tekli tabaka, PBS ile 5 kez yikanarak ve
ardindan hiicrelere yapisan bakteriler Triton-100X ile elde edilmistir. Ardindan, 10.000 g 'de
5 dakika boyunca santrifiijlenerek, PBS icerisinde siispanse edildikten sonra olarak seri
seyreltilip MRS plakalarinda biyiitilmiistiir. Bakterilerin canli sayimlar1 37 °C'de 48 saat
inkiibasyondan sonra belirlenmistir(Livd.,2017). izolatlarm HT-29 hiicre hattina tutunma

orani agagidaki denklem kullanilarak belirlenmistir;
B
% Adezyon = (B—l) x 100 (6)
0

Bo: Baslangig bakteri sayis1 kob / mL
B1:2 sa sonundaki bakteri sayis1 kob / mL

HT-29 hiicre hattina baglanan baktrerilerin gorsel olarak incelenebilmesi i¢in bazi
islemler uygulanmistir. Tek tabakadaki HT-29 hiicreleri 3 mL PBS(PBS; pH 7,4)ile iki kez
yikandi. 2 mL DMEM ile 12 kuyucuklu plakaya aktarildi ve 37 °C'de 2 sa inkiibe
edildi.inkiibasyondan sonra monoleyar tabaka da yapismayan bakterileri uzaklastirmak igin
bes kez steril PBS (pH 7.4) ile yikanmistir. 10° CFU/ml serumsuz DMEM iginde 1 mL
siispanse edildi ve 2 saat boyunca 37°C'de inkiibe edildi. LAB hiicreleri 3 mL metanol ile

sabitlendi ve oda sicakliginda 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Metanol
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uzaklastirildiktan sonra hiicrelere 3 mL giemsa boyasi (PBS i¢inde giemsa'nin 1/20 oraninda
seyreltilmig)eklenerek boyanmis ve 20 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Boyanin fazlasi distile su ile uzaklastinnlmistir. Plakalar kuruduktan sonra inverted

mikroskobu ile incelenmistir (Sharma ve Singh, 2017).

3.6.2.KLA Uretim Testi

Izolatlarn KLA iiretimi UV spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir (Torlak
,2016).2000 ug / mL LA ve farklikonsantrasyonlarda O, 5, 20 veya 40 mg / ml Tween
80ilave edilmistir. MRS s1vi1 besiyerine 100 pg /ml olarak ilave edilmistir(EK-5). Gece boyu
biiyiitillen izolatlar% 2 (H/H) oraninda inokiile edilmis ve 37°C'de 24 sainkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra,&rneklerden 1 ml almip 6000 g’de 2 dakika boyunca santrifiijlenmistir
Ardindan, siipernatantlara ilk olarak 2 ml izopropanol ilave edilerek vortekslenmis ve daha
sonra 3 ml hekzan ilave edilerek 3 dakika boyunca vortekslenmistir.Final ¢ozeltisi, 3 dakika
boyunca 6000 g'da santrifiijlenmis ve siipernatantlar KLA analizinde kullanilmistir.
Absorbanslar 233 nm dalga boyunda UV spektrofotometrede oSlgiilerek elde edilmistir
(Torlak,2016)

3.6.3.Ekzapolisakkarit Olusturma Ozelligi

Kiiltiirlerin EPS dretimleri Razack vd. (2013) g6z Oniine alinarak kiiciik
degisikliklerle belirlenmistir. Gece boyu biyiitilen LAB izolatlari5 ml’lik sivi besi
ortamlarina ikiser paralelli olarak %2 oraninda inokiile edilmis, 37 °C’de aerobik kosullarda
48 sa inkiibe edilmistir.Bu amagla MRS besiyeri igerisindeki %2 glikoz yerine %10
oraninda siikroz ilavesi yapilarak deneylerde kullanilmistir.(EK-3) Inkiibasyon sonunda
bakteri hiicre ylizeylerindeki yapismis EPS’yi ayirmak i¢in 100 °C su banyosunda 15 dakika
bekletilmistir. Ardindan siipernatantalar santrifiij (6000 g’de 10 dakika) islemiyle ayrilmis
ve iki kat hacim %96’ lik soguk etanol ile 4 °C’de 24 sa bekletilerek EPS’ler ¢oktiirtilmiistiir.
Sonrasinda santrifiij islemiyle sivi kisim uzaklastirilmis ve olusan pellet 100 °C’ tamamen
kuruyana kadar bekletilmistir. Bakterilerin EPS {iretme 6zellikleri, pelletin kuru agirliginin

Ol¢iilmesiyle kuru EPS agirhigi g / L olarak ifade edilmistir(Razack vd., 2013).
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3.6.4. Kolestrol Asimilasyon

3.6.4.1. Kolestrol Stok Soliisyonu ve Deney Ortaminin Hazirlanmasi

Izolatlarm kolestrol asimilasyonu Tok ve Aslim (2010)géz ©Oniine almarak
belirlenmigtir. LAB izolatlart MRS igerisinde 37 °C’de gece boyu biiyiitiilmiistiir. Kolestrol
stok soliisyonu etanol iginde 10 mg/ml olarak hazirlanmistir. Kolestrol ve safra tuzu 0.45
um gozenekli filtre yardimu ile ayri steril edilmis ve otoklavlanarak steril edilen MRS broth
stv1 besiyeri ortamu ile birlestirilmistir. Deneylerde kullanilan MRS ortamindaki kolestrol
konsantrasyonu 100pg/ml, safra tuzu 0,3%(A/H) olarak ayarlanmistir. Hazirlanan kolestrol
ve safra tuzu igeren MRS besi ortami 5 ml’lik tiiplere dagitilmistir. Izolatlar kolestrol ve
safra tuzu igeren MRS besiyerine % 2 oraninda inokiile edilmis ve 37 °C’de 24 sa inkiibe

edilmistir.

3.6.4.2. Kolestrol Miktarindaki Azalma Yiizdesinin Tespiti

100pg/ml kolestrol bulunduran ancak bakteri bulundurmayan ve MRS besi ortami
kontrol olarak ve kolestrol azalma yiizdesi hesaplamarinda kullanilmak tizere deneylere
dahil edilmistir. izolatlar 5000 g’de 10 dakika boyunca santrifiijlenmis ve siipernattan 500
uLalinip asagidaki islemler gergeklestirilmistir.

Orneklerin iizerine 3 mL %95°lik etanol eklenmis ve iyice karistirilmustir. Ardindan,
tizerine 2 mL %50’lik KOH eklenmis ve iyice karistirilmistir. Bu karisim 60°C’lik su
banyosunda 15dak 1sitilmis ve sogutulmustur. Orneklerin iizerine 5 mL hekzan eklenmis ve
20 sn boyunca vortekslenmistir. Ardindan, {lizerine 3 mL distile su eklenerek tekrar
karistirllmistir. Oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek faz ayirimi saglanmistir. Hekzan
tabakasindan 2,5 ml yeni tiiplere transfer dildikten sonra, 60°C’lik su banyosunda tamamen
buharlastirilmigtir. Her bir tiipiin iizerine 4 mL o-fitalaldehit reaktifi(0,5 mg o-fitalaldehit
/ml asetik asit) eklenmis ve oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir. Ardindan, tizerine 2 ml
siilfirik asit ilave edilmistir. Vorteksleme isleminden sonra, oda sicakliginda 10 dak
bekletilmistir. Son olarak, 550 nm dalga boyundaki absorbans degerleri 6l¢iilerek agagidaki

denklemden yiizde kolestrol azalma hesaplanmustir.
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AbSsrn

Kolestrol azalma % :(100 — ) * 100 @)

Skont

Burada,

Abssm=Bakteri inokulasyonu yapilan orneklerdeki 550 nm’de Olgiilen absorbans

degeri

Abskont=Bakteri inokulasyonu yapilmamis 6rneklerdeki 550 nm’de Slgiilen absorbans

degeri
3.7. Secilmis Sus (S16) ile Beyaz Peynir Uretimi

Peynir Uretiminde Kullanilan Starter Kiiltiirler:

Direkt kullanima uygun NFC DOSH 602 peynir starter kultiirii (Lactococcus lactis
ssp. lactis veSt. thermophilus)iireticinin 6nerdigi sekilde 0,2 g tartilarak 2L siit i¢in peynir

yapiminda kullanilmastir.

Secilmis potansiyel probiyotik Sus (S16) steril yagsiz siit tozundan hazirlanmig 13
ml’lik ortama 100 ul transfer edilip 16-18 sa 37 °C’de biiyiitiilmiistiir. Yaklasik 108-10°
kob/ml aktif probiyotik kiiltiiri peynir yapiminda kullanilmistur.

Peynir Uretimi:

Deneysel peynir iiretimi Adnan Menderes Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Anabilim Dali’na ait gida kimyas: laboratuvarinda yapilmistir.Yerel
tireticilerden temin edilen siit 2 gruba ayrilarak, ayni sicaklik-zaman parametreleri ile
standart tiretim teknigi uygulanarak beyaz peynir (klasik beyaz peynir )iiretilmistir. Gruplar
klasik beyaz peynir kontrol grubu (KBK), klasik beyaz peynir deneme grubu (KBE) olarak

adlandirilmustir.

Cig siit 72 °C de 2 dakika pastorize edildikten sonra, iki gruba ayrilan siit 37°C’ye
sogutularak beyaz peynir teknelerine bosaltilmistir. Kalsiyum kloriir (CaCl2)(klasik beyaz
peynir i¢in (20 g /100 ml) , % 0,05 oraninda starter kiiltiir ve 1/15000 kuvvetinde peynir
mayasi ilave edilmistir (Hayaloglu vd., 2002;Kuleas ve Gu, 2009).

Ticari kiiltiir ilavesi yapilarak siitte pihtilagma zamani istenilen pH araligimna olana

kadar devam edildi. Siitteki pH degeri 6.10 ulastiginda peynir mayasi ilave edilmistir. Bu
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siire sonunda olusan pihtilar 2x2x2 cm boyutlarinda kesilerek, peynir alti suyundan
ayrilmasi i¢in 15 dakika kendi halinde birakildiktan sonra yaklasik 3 saat baskida (20
kg/100 kg) birakilmigtir. Siire sonunda peynir alti suyunun tamamen uzaklastirilmasindan
sonra peynir esit pargalara ayrilarak 220cc’likkavanozlara aktarilmistir. Ardindan % 13’lik
salamura ilavesi yapilarak oda sicakliginda 12-18 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra +4
°C’ye alinarak 15 giinde bir analizleri yapilmak tizere depolanmistir(Hayaloglu vd, 2002;
Kuleas ve Gu, 2009),

Salamura i¢in beyaz peynir Orneklerinin tuzlanmasinda %13(A/H)oraninda ticari
rafine tuz igeren ilave edilmistir. Peynir mayasi i¢in lilkemizde kullanilan Mayasan ticari

sirdeni kullanilmustir.
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Maya kuvveti ;
(2400x V) /(tx V) V : Alinan Siit Miktar1 ,ml
T :Pihtilagma Siiresi ,sn

V : Kullanilan Maya Miktar1 ,ml

Cig Siit (2,5 L)

4

Pastorizasyon (72 °C de 15-20 saniye)

g

Sogutma (37 °C)

-

NFC DOSH 602 peynir starter kiiltiirii (Lactococcus lactis ssp. lactis ve St. thermophilus)

-

CAClsilavesi 20 g/100L

@

Rennet (37° C pihtilagsma i¢in 60-90 dk.)

@

Kesme (2-2-2 cm?, 30 dak dinlenme)

3

Drenaj (25-30 dak. Baskilamadan)

4

Baskilama ve sekil verme

4

Tuzlama (%13’lik NaCl 15-16°C’de 6-12 sa.)

3

Paketleme (salamura igerisinde)

4

Olgunlagma (25°C’de 12-18 sa.)

4

Depolama (+4 C, 45 giin)

Sekil 3.1. Laboratuvar 6lgekli beyaz peynir iiretim akis semasi.
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3.8. Peynirde Yapilan Analizler

3.8.1. PH Tayini

Peynir pH tayini 2,5 g peyniri 6rnegi ile saf su behere alinmistir. Sonra karistirilarak
peynir bulamag¢ haline gelmesi saglanmistir. PH metre kalibre edildikten sonra, Karigim

behere alinarak Milwaukee Mil150 ph metre ile 6l¢tim gergeklestirilmistir.

3.8.2.Titrasyon Asitligi

Erlenmayere 2,5 g peynir 6rnegi tartirilarak ve lizerine 20 ml saf su ilave edilmis ve
baget yardimiyla peynirin ezilmesi saglanmistir. Uzerine 2-3 damla fenolfitaleyn c¢ozeltisi
ilave edilerek SH biiret ile 0,1 N NaOH c¢ozeltisiyle 30 saniye boyunca kaybolmayan agik
pembe renk olusana kadar titrasyon yapilmustir. Titrasyon bitiminde sarf edilen NaOH

miktar1 kaydedilmistir.

. . Nx*FxEx(V1-V2
%L aktik asit= r(n ) *100

N:Kullanilan NaOH’1n normalitesi (0,1N)

F:0,1 N NaOH faktori

E:laktik asit miliekivalan agirliginini (0,09 mEqg/L)

V1: titrasyondapeynir i¢in sarf edilenNaOH miktar1 (ml)
V2:titrasyonda saf su i¢in sarf edilen NaOH miktar1 (ml)

m: peynir miktar1 (g)

3.8.3.Kuru Madde Tayini

Cap1 en az 5 cm olan diiztabanl kapakli metal bir kaba 3 g peynir tartilarak ve su

banyosunda kismen kurutulur. Kap 105°C sicaklikta vakumlu etiive yerlestirilir. Yaklasik 4

42



saat sabit agirhiga gelen kadar < 100mm Hg(13,3 kPa ) basing altinda kurutulmustur.
Desikator alinan 6rnekler soguduktan sonra tartilmistir. Agirlik kayb1 % nemi vermektedir.
KM (%)=(M2-M1)/(M1-M0) x 100
Bu esitlikte;
KM: % (A/A) veya g olarak toplam kuru madde miktar1
MO: Kurutma kabi, kum ve cam ¢ubugun agirligini, g
M1: Peynir ilavesinden sonra kurutma kabi, kum ve cam ¢ubugun agirligini, g
M2:Kurutma sonrasi peynir, kurutma kabi, kum ve cam ¢ubugun agirligin, g
ifade etmektedir.

Peynirin nem miktari (%) = 100 -KM (%)

3.8.4. Yag Tayini

Biitirometre kadehcigine yaklasik 3 g peynir 6rnegi tartildiktan sonra biitirometreye
sikica yerlestirilmistir.10 ml 1,82°1ikH2SO4 ilave edildikten sonra 6zel tipa yardimiyla
biitirometre kapatilmistir. Biitirometre 65°C’deki su banyosuna konulup ve ara sira
karistirtlmigtir. Peynirler tamamen eriyince tikag ¢ikarilarak biitrometreye 1 ml amil alkol
ilave edililerek ve hafif bir sekilde ¢alkalanmistir. Biitrometrenin skalasini yaklasik % 40
degerine kadar tekrar H2SOg ilave edilerek tipayla kapatilmistir. Biitirometre dikkatli bir
sekilde alt iist edilerek iyice karistirilmistir ve 65 °C ‘deki su banyosunda bekletilmistir.
Daha sonra biitiremetreler Gerber santrifiijine dengeyi bozmamak icin karsilikli olarak
yerlestirilerek ve dakika 1000-1200 devirde 5 dakika santfiriij edilmistir. %40 ‘hik

biitrometre ilizerinde yag oranin ayrismis bir sekilde gézlemlenmistir.

3.8.5. Tuz Tayini

5 g kadar peynir tartilarak 60-70 °C sicakliktaki suyla havanda veya laboratuvar
blenderi ile iyice ezilirerek ve istteki sulu kisim bir balon jojeye alinmistir. Bu islem
peynirdeki tuzun tamamen suya ge¢mesi i¢in 5-6 kez tekrarlanmstir. Balon-jojedeki igerik

oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra saf su ile 500 ml’ye tamamlanmistir. Balon
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igerigi icerisinde siizge¢ kagidi bulunan bir huni yardimiyla bagka balona siiziilmiistiir.
Siiziintiiden 25 ml erlene alinirak iizerine birkag damla potasyum kromat ilavesinden sonra
kiremit kirmizisi renk olusuncaya kadar 0,1 N AgNOs ile titre edilmistir. Titrasyon da
harcanan AgNOs miktari kaydedilmistir. Tanik denemde 25 ml siiziintii yerine 25 ml saf su

kullanilarak gerceklestirilmis ve sarfiyat belirlenmistir.
Tuz miktart (%) = [NxFxE (V1-V2) /m ] x 100
N: Kullanilan AgNO3 normalitesi(0,1N )
F: 0,1 N AgNOs ¢ozeltisinin faktori
E: Sodyum kloriiriin mililekivalan agirig1 (0,0585)
V1: Titrasyonda peynir i¢in sarf edilen AGQNOs miktari, ml
V2: Titrasyonda saf su i¢in sarf edilen AGNO3 miktar1, ml

m: Peynir miktarini, g

3.8.6. Peynirde Mikrobiyolojik Analizler

Mikrobiyolojik analiz, peynirlerin olgunlastirilmas1 ve depolanmasi sirasinda farkli
zamanlar araliklarinda(0, 15, 30, 45.giin) gergeklestirilmistir. Her testteki canli hiicre
sayisint belirlemek igin 10 gr beyaz peynir (10 g) aseptik olarak tartilarak,90 mL steril
pepton ¢ozeltisi ile karistirilmistir. Cozelti daha sonra 9 mL fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi ile
seri seyreltilmigtir. Canli hiicre sayimlarinin sayimi: dokme plak yontemi kullanilarak 2
paralel olacak sekilde yapilmistir. Her mikrooorganizmatiir i¢in segici ortam tizerine 0,1 mL
veya 1 mL olarak uygun seyreltilerle analizler yapilmistir. Toplam aerobik mezofilik bakteri
sayis1 (TBC)Plate Count Agar besiyerinde 37 ° C'de 48 saat inkiibe edilerek koloni sayimi
gerceklestirilmigtir. Mezofilik laktik asit bakterileri MRS agar kullanilarak dokme plaka
yontemi ile 37 © C'de 48 saat boyunca inkiibe edilmistir.Stafilokoklar i¢inBaird Parker Agar
besiyerinde, (yumurta saris1 telliir ilaveli )37 °C'de 48 saat siireyle inkiibe edilerek sayim
gerceklestirilmistir. Maya ve kiifler i¢in Patates Dekstroz Agar’da 5-7giin boyunca 30 °C'de
inkiibasyon sonunda canlisayimi gerceklestirilmistir. Enterobacteriaceae, EMB Agar’da37
°C'de 24 saat inkiibe edilmis ve sayimi gerceklestirilmistir(Motalebi vd., 2018).
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4.1. Peynir Orneklerinin Kimyasal Ozellikleri ve LAB Sayim

4. BULGULAR

Peynir orneklerinin pH degerleri 4,5-5,9 araliginda ol¢lilmiistiir. LAB sayist ve asitlik

arasinda herhangi birkorelasyon goézlemlenmemistir. Peynir drneklerinin canli LAB sayisi

10* kob/g nin iizerindedir. Elde edilen sonuglar Yiiksel vd. (2021), Hayaloglu vd. (2002) ve

Oner ve Saridag (2019) ile benzerlik gostermektedir. Geleneksel peynir iiretiminde ¢ig siit

kullaniyor olmast ve spontan fermentasonla LAB florasinin gelismesi orneklerde ortaya

¢ikan LAB sayimi farkliliklarini agiklamaktadir.

Cizelge 4.1.Peynir 6rneklerinin asit 6zellikleri ve LAB flora yiikii.

Peynir Kod o % Laktik LAB Sayim

Ornekleri Numarasi Nk pH R Asit (kob/g)
Izmir/Tire KP Koyun peyniri 4,8 7.9 0,71 2,8x108
Diyarbakir SB Inek peyniri 5,2 14 1,26 1x10°
Manisa/Alasehir 1P Inek Peyniri 4.7 9,4 0,84 4x10°
Manisa/Alasehir ~ KOP Koyun peyniri 4,6 9,4 0,84 1,2x10*
Manisa/Alasehir KEP Keg¢i peyniri 45 6,9 0,62 1x104
Manisa/Alasehir ~ CBA Koyun peyniri 5,9 2,7 0,24 4x10*
Manisa/Alasehir ST Koyun peyniri 5,3 12 1,0 9x108

Sekil 4.1. Manisa kegi (a) ve inek (b) peynir drnekleri.
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4.2.LLAB Saflastirma

Saflastirma tek tip koloni elde edilene kadar c¢izgi plaka yontemi ile devam
ettirilmistir. Asagida temsili se¢ilen izolatlarin i¢in koloni morfolojisi ¢izgi plaka {izerinde

goriilmektedir(Sekil 4.1).

Sekil 4.2. Temsili izolatlarin MRS Agar besi ortaminda ¢izgi plaka goriinimii(SB15 —SB16).

4.3. Gram Boyama ve Katalaz Testi

Baslangic olarak saflastirilan 90 adet izolatdan yeterince biiylime gostermeyen ve
katalaz pozitif 6zellik gosterenler ¢alismanin diginda birakilmistir. 64 izolat Gram boyama
neticesinde 151k mikroskobunda incelendiginde mavi-mor renkte gozlemlenmis ve Gram
pozitif (+) olarak degerlendirilmistir. Ayrica bakteri hiicre morfolojileri 151k mikroskobunda
kok yada ¢ubuk seklinde gozlemlenmistir (Sekil 4.2 ve 4.3). Katalaz testi sonucu herhangi

bir gaz olusumu goézlemlenmemis ve katalaz negatif (-)olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.3. a)Temsili izolatin (kok)Gram boyama ile 151k mikroskobu goriintiisii(ST16)b)
Temsili izolatin (basil) Gram boyama ile 151k mikroskobu goriintiisii(S17)

4.4.Probiyotik On Eleme: pH ve Safra Tuzu Toleransi

Probiyotik mikroorganizmalarin aside toleransi sindirim sisteminde canli kalmasi ve
beklenilen saglik etkilerini gostermesi bakimindan en 6nemli 6zelliklerdendir. Bu nedenle,
caligmada kullanilan izolatlarin 6n elemesinde kullanilmistir. Peynir 6rneklerinden elde
edilen LAB izolatlar1 mide asitligini simiile eden pH 2,5 ortaminda degisen diizeylerde
canlilik gostermistir (Cizelge 4.2). Izolatlarin ¢ogunda (46/64) 10%kob/ml iizerinde canh

sayist elde edilmistir.

Vazquez-rodriguez vd. (2018) fermente gidalardan 17 adet LAB izole etmisler ve bazi
suslarm asidik kosullarda (pH 2)canliliklarin1 koruyamadiklarmi bildirmislerdir. Ornegin, L.
lactis ssp lactis ve L. casei gibi baz1 suslar30-45 dakikasonrasinda asidik kosullarda (pH
2)yeterince canlilik gostermemislerdir. Diger taraftan, Bifidobacterium spp. gibi bazi bakteri
suglari, biiyime hizlar1 baslangigta etkilenmis olsa dadepolamanin sonlarina dogru
canliligim korumustur. Ozellikle L. fermentum, L. acidophilus, B. lactis ve B. lactis
DSM10140 gibi suslarin biiylimesinin asit varhigindan etkilenmedigi vurgulanmustir.
Literatiirde cok sayida calismada farkli canlilik oranlarinin gbzlenmis olmasi ¢alisilan mide
asidi degeri, midede kalma siiresi, izolatin kaynag1 ve ¢esidindeki farkliliklarla agiklanabilir.

(Azat vd., 2016)
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Yapilan ilk calismalardan giiniimiize kadar in vitro asit ve safra tuzu toleransi
mikroorganizmalarin probiyotik potansiyeline sahip olup olmadigini belirlemek icin
kullanilmaktadir(Chou ve Weimer, 1999). Ciinkii probiyotikler faydali saglik etkilerini
gosterebilmeleri i¢in bagirsaga yeterince canli sayisinda ulasabilmelidir. Bu nedenle belirli

stirelerdeki asit kosullarda canliliklarini koruyabimelidir.

Cizelge 4.2.1zolatlarm mide asidinetolerans: (pH 2,5).

t=3sa
No izolat Kodu t=0sa Log Canh Log Azalma 8 Sa Sonunda
Log Canl Sayisi Canl Sayis1
Sayisi

1 ST1 10,14 * * *

2 ST2 8,48 6,00 2,48 1 x10°¢
3 ST3 9,87 6,60 3,27 4 x108
4 ST4 9,92 * * *

5 ST5 9,79 6,60 3,19 4 x108
6 ST6 10,03 * * *

7 ST7 9,70 6,48 3,22 3 x108
8 ST8 9,79 6,30 3,49 2 x108
9 ST9 9,34 o * *

10 ST10 9,34 6,30 3,04 2 x108
11 ST11 10,34 % * *

12 ST12 9,48 * * *

13 ST13 9,48 F~ * *

14 ST14 9,34 * * *

15 ST15 10,00 8,41 1,59 255 x108
16 ST16 9,51 8,63 0,88 423 x10°
17 ST 17 9,74 9,61 0,13 4060 x10°
18 ST 18 9,98 8,26 1,72 183 x106
19 ST 19 9,88 8,57 1,30 372 x10°
20 KP1 10,09 7,11 2,98 13 x106
21 KP 2 10,10 8,41 1,68 260 x108
22 KP3 10,18 7,18 3,00 15 x106
23 KP4 9,90 8,19 1,72 154 x106
24 KP9 9,60 6,00 3,60 1 x108
25 KP 10 9,48 * * *

26 KP 12 9,48 6,00 3,48 1 x108
27 KP 14 9,78 9,48 0,30 3020x0°
28 KP 16 9,78 6,48 3,30 3 x108
29 KP 19 10,12 6,00 4,12 1 x108
30 SB1 9,63 0,00 9,63 *

31 SB2 9,08 4,85 4,23 *

32 SB3 9,68 6,60 3,08 4 x10°
33 SB4 8,95 * * *

34 SB5 9,15 6,85 2,30 7 x108
35 SB6 9,41 5,30 411 *

36 SB7 9,52 5,70 3,82 *

37 SB 8 8,65 * * *

38 SB9 9,20 6,78 2,43 6 x108
39 SB10 8,51 6,48 2,03 3 x108
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Cizelge 4.2.1zolatlarin mide asidine toleransi (pH 2,5) (Devam).

. t=0 t=3 3 Sa Sonunda
No Izolat Kodu Aninda Canh Aninda Canh Log Azalma
Canhl Sayis1
Sayisi Sayisi
40 SB 11 9,20 6,70 2,51 5 x106
41 SB 12 9,68 7,65 2,03 45 x106
42 SB 13 9,34 6,90 2,44 8 x106
43 SB 15 9,26 5,95 3,30 0,9 x108
44 SB 16 9,11 7,63 1,48 43 x108
45 SB 17 9,53 7,23 2,31 16,8 x106
46 SB 18 9,20 8,26 0,94 183 x108
47 SB 21 9,08 7,04 2,04 11 x106
48 SB 22 9,99 7,85 2,15 70 x108
49 SB 26 9,41 6,00 3,41 1 x108
50 S16 9,91 7,63 2,28 43 x108
50 S17 9,87 7,04 2,83 11 x106
52 S26 9,11 6,70 2,41 5 x108
53 iP1 8,96 * * *
54 iP2 8,95 7,20 1,75 16 x106
55 ips 8,38 4 % *
56 ip 7 9,99 6,78 3,21 6 x106
57 P11 9,83 * * *
58 iP 14 9,89 7,26 2,64 18 x106
59 iP 16 10,48 i * *
60 Co 9,86 * * *
61 c10 10,51 6,30 421 2 x108
62 C11 9,83 7,18 2,66 15 x108
63 C18 9,51 7,18 2,33 15 x106
64 KOP 4 7,90 * * *

(*):1zolatlarin 10%ve 10 diliisyonlarinda bakteri kolonisi gézlemlenmemistir.

Izolatlarin ¢ogu (53/64) %0,3’liik safra tuzu bulunan MRS ortaminda 0,60’nin
tizerinde safra tuzuna tolerans gostermistir. Hemen hemen tiim izolatlar i¢in %]1°lik safra
tuzunda %0,3’e gore daha az safra tuzu tolerans oran1 goriilmekle birlikte, bazilarindaartan
safra tuzu varliginda daha iyi biiylime gozlemlenmistir.%1’lik safra tuzu ortaminda 0,26 ile
1,12 oranlar1 arasinda degisen safra tuzu toleransi belirlenmistir (Cizelge 4.3). Safra tuzlari
dogal olarak bagirsak ortaminda bulunup bir¢ok mikroorganizma iizerine inhibe edici etkisi
olabilen maddelerdir. Bagirsaktaki safra tuzu konsantrasyonu bireyden bireye farklilik
gostermekle birlikte,pek ¢ok ¢alismada %0,3 olarak kabul edilmektedir (Prabhurajeshwar ve
Chandrakanth, 2019). Probiyotik izolatlarin beklenen saglik etkilerini géstermeleri i¢in safra

tuzuna direcli olmalar1 6nemli bir se¢im kriteridir.

Prabhurajeshwar ve Chandrakanth (2019) geleneksel siit fiiriinii olan yogurt
orneklerinden izole 32 adet LAB igin probiyotiklik 6zellikleri analiz etmislerdir. 13 adet

Lactobacillus  izolatinin ~ %0,05-2,5 oraninda safra tuzuigerisinde biiyiiyerek
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canliliklarinikoruduklarini bildirmislerdir. izolatlarin cogunda %1lsafra tuzunda 37 °C’de
18-24 sa inkiibasyon sonrasinda 0,3 degeri lizerinde optik yogunluk diizeyinde iyi biiyiime
gbozlemlenmistir. Ayn1 safra tuzu konsantrasyonu (%! safra tuzu) igin calismamizda
kullanilan izolatlarin benzer ve bazi durumlarda daha yiiksek absorbans degerleri ile iyi

safra tuzu toleransi gosterdigi anlasilmaktadir(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Izolatlarm safra tuzuna toleranst.

.. 1% Safra Tuzu %0,3 %1 Safra
izolat Kontroliin  0,3% Safra Tuzu Ortaminda SafraTuzuna  Tuzuna
No Absorbans Ortaminda
Kodu . . .. Absorbans Tolerans Tolerans
Degeri Absorbans Degeri L
Degeri Oram Oram

1 ST1 0,43 0,27 0,35 0,64 0,81
2 ST2 0,60 0,43 0,38 0,71 0,64
3 ST3 0,77 0,47 0,41 0,62 0,53
4 ST4 0,78 0,23 0,20 0,29 0,26
5 ST5 0,48 0,41 0,35 0,85 0,72
6 ST6 0,47 0,30 0,29 0,65 0,63
7 ST7 0,93 0,46 0,33 0,50 0,36
8 ST8 0,30 0,22 0,39 0,74 1,31
9 ST9 0,75 0,40 0,31 0,54 0,41
10 ST10 0,81 0,24 0,25 0,29 0,31
11 ST11 0,62 1,14 0,68 1,82 1,08
12 ST12 1,20 0,63 0,58 0,53 0,48
13 ST13 1,28 0,72 0,41 0,56 0,32
14 ST14 0,49 1,06 0,54 2,15 1,11
15 ST15 0,43 0,18 0,19 0,43 0,46
16 ST16 0,82 0,77 0,51 0,94 0,63
17 ST 17 0,59 1,11 0,67 1,86 1,12
18 ST 18 0,61 0,37 0,16 0,60 0,26
19 ST 19 1,12 0,59 0,62 0,53 0,56
20 KP 1 1,36 0,75 0,61 0,55 0,45
21 KP 2 1,21 0,69 0,63 0,57 0,52
22 KP3 1,12 0,728 0,56 0,65 0,50
23 KP 4 1,19 0,73 0,58 0,61 0,49
24 KP9 0,40 0,55 0,60 1,38 1,48
25 KP 10 1,22 0,73 0,65 0,60 0,53
26 KP 12 1,11 0,63 0,59 0,57 0,54
27 KP 14 1.2 0,83 0,77 0,68 0,63
28 KP 16 0,70 0,66 0,65 0,95 0,94
29 KP 19 1,18 0,74 0,54 0,63 0,46
30 SB1 0,62 0,66 0,59 1,06 0,95
31 SB2 0,30 0,25 0,22 0,83 0,74
32 SB3 0,92 0,75 0,82 0,81 0,89
33 SB4 0,47 0,46 0,46 0,98 0,98
34 SB5 0,82 0,74 0,73 0,90 0,89
35 SB 6 0,68 0,567 0,58 0,82 0,84
36 SB7 0,92 0,78 0,835 0,85 0,90
37 SB 8 1,06 0,88 0,94 0,84 0,89
38 SB9 0,52 0,48 0,47 0,94 0,91
39 SB10 0,54 0,28 0,28 0,52 0,52
40 SB 11 0,72 0,43 0,66 0,60 0,91
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Cizelge 4.3. Izolatlarin safra tuzuna tolerans1 (Devamu).

[0) [0) [0)
Kontrolin  0,3% Safra Tuzu 1% Safra Tuzu %0,3 safra %1 Safra

No izolat Absorbans Ortamimda Ortaminda Tuzuna Tuzuna
Kodu L .. Absorbans Tolerans Tolerans
Degeri Absorbans Degeri <.
Degeri Oram Oram
41 SB 12 0,89 0,66 0,74 0,74 0,83
42 SB 13 0,55 0,45 0,57 0,81 1,04
43 SB 15 0,58 0,50 0,40 0,86 0,69
44 SB 16 0,87 0,82 0,68 0,95 0,79
45 SB 17 1,03 0,91 0,75 0,88 0,73
46 SB 18 0,74 0,66 0,68 0,89 0,92
47 SB 21 0,91 0,69 0,71 0,75 0,78
48 SB 22 1,33 1,07 1,01 0,80 0,76
49 SB 26 0,97 0,91 0,79 0,94 0,81
50 S16 0,31 0,2 0,20 0,64 0,65
50 S17 0,42 0,18 0,34 0,38 0,82
52 S26 0,47 0,23 0,17 0,50 0,36
53 iP 1 0,33 0,49 0,36 1,50 1,10
54 P2 0,58 0,56 0,56 0,97 0,96
55 iP5 0,93 0,64 0,65 0,69 0,69
56 iP7 0,34 0,30 0,37 0,87 1,07
57 iP9 0,39 0,46 0,44 1,17 1,11
58 P11 0,60 0,52 0,48 0,87 0,79
59 iP 14 0,49 0,58 0,30 1,17 0,61
60 iP 16 0,90 0,69 0,66 0,77 0,74
61 Co 0,25 0,39 0,34 1,57 1,37
62 c 10 0,88 0,612 0,59 0,69 0,67
63 C11 0,42 0,457 0,44 1,07 1,05
64 C18 0,311 0,349 0,33 1,12 1,08
65 KOP 4 0,46 0,464 0,41 1,01 0,91

4.5. Baghca Probiyotik Ozellikler

Geleneksel yontemlerle iiretilen peynir 6rneklerinden izole edilen 64 adet izolatttan
15’inin yeterli ve daha iyi diizeyde safra ve aside tolerans gosterdigi bulgulanmistir. Bu 15

izolatin baslica diger probiyotik 6zelliklerine iligkin sonuglar asagida sunulmustur.

4.5.1. izolatlarin Simiile Mide ve Pankreatik Sularina Toleransi

Probiyotik 6zellikler arasinda, simiile edilmis gastrointestinal sindirim sistemi gegisi
secim kriterleri arasinda ¢ok biiyiik 6neme sahiptir. Asit ve safra tuzu toleransina gore
secilmis izolatlarin simiile mide ve bagirsak gecisine dayali sindirim deneyleri sonucunda
bliyiik oranda yiiksek canlilik elde edilmistir (Cizelge 4.4). Sindirim sonrasi canlilik
degerleri log (kob/ml) olarak 6,45 ile 8,87 arasinda tespit edilmistir. Sadece bir izolat i¢in
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(IP2)10%kob/mI’nin iizerinde canlilik degeri saglanmamustir.Bu izolat mide ve bagirsak
enzimlerinden digerlerine gére daha fazla etkilenmis olabilir. Ayrica baglangi¢c anindaki

canlilik degerinin diigiik olmasi da bu sonucun gozlenmesindeki diger bir neden olabilir.

Plessas vd. (2017)iki ay olgunlastirilmig Feta tipi beyaz peynirinden izole ettikleri 45
adet LAB susu igin potansiyel probiyotik oOzellikleri degerlendirmislerdir.10 adet
Lactobacillus susu (K2,K5, K6, K13, K14, K17, K21, K28, K32, K39) ve referans sus
olarak L. plantarum ATCC 14917 susunun pH 2, 3, 4’de simiile mide ve pankreatik sularina
toleransint belirlemislerdir. Secgilen 10 izolattan ikisinin mide asidine yeterince direngli
olmadig1 (6 log kob/ml altinda) gézlemlenmistir. Ayrica, K5 kodlu izolatin Lb. paracasei
olarak tanimlanan izolatin pepsin pankreatin ve safra tuzu bulunan ortamlarda istenilen
canlilik degerlerine sahip oldugu bildirilmistir. Mide suyunun pH'si, mideden bagirsaga
geciste probiyotik bakterilerin hayatta kalmasimi etkileyen ana faktorler arasinda kabul
edilmektedir. L.paracaseiK5 susu, yiiksek asit kosullarinda (pH 2) bile referans susa yakin

ve yeterli diizeydecanlilik gostermistir.

Otdak vd.( 2019) Polonya’da geleneksel yontemlerle tiretilmis Oscypek ve Korycinski
peynirlerinden 29 adet LAB izole etmislerdir. Bu izolatlardan anti-staff aktivitisine gore
sectikleri iki adet susun mide bagirsak gecisi 6zelliklerini degerlendirmislerdir. Segilen L.
plantarum suslarmin (Os4 ve Korl4) gastrik kosullarda 2 saatlik inkiibasyonundan
sonracanli bakteri sayisinin dnemli 6lgiide azaldigimi (4-5log kob/ml), sonraki 3 saatlik
bagirsak gecisinde bakteri sayisinin stabil kaldigini bildirmiglerdir. Bu ¢alisma sonucunda
elde edilen canlilik oranlar1 bizim calisma sonuglarimiza gore daha diisiik diizeydedir
(Cizelge 4.4). Bu durum caligmamizda mide bagirsak gecisi i¢in kullanilan izolatlarin 6n

eleme ile se¢ilmis olmasi ile agiklanabilir.
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Cizelge 4.4.Secili Izolatlarin simiile mide bagirsak ortaminda canlilig

_ Mide Gegisi Sonrasi Bagirsak Gegisi
No izolat Kodu 0 ﬁ;l?lfoablcn:;;hhk Canlihk Sonras1 Canhlik
log (kob/ml) log (kob/ml)
1 ST3 8,60 8,58 7,26
2 ST 16 8,95 8,48 6,45
3 ST 17 9,65 9,42 7,83
4 ST 19 8,90 8,48 7,04
5 KP 2 9,76 9,48 7,90
6 KP 4 9,18 9,48 6,48
7 KP 14 9,60 7,18 8,36
8 SB 2 9,38 7,36 6,90
9 SB 17 9,65 9,48 6,85
10 SB 22 10,04 9,48 7,32
11 S16 10,04 9,48 8,60
12 S17 9,90 9,48 8,87
13 P2 8,48 6,90 *
14 iP9 9,38 8,48 8,30
15 P 14 9,34 8,48 8,18

(*):izolatlarin 10, 10%ve 1077 diliisyonlarinda bakteri kolonisi gézlemlenmemistir.

4.5.2. Safra Tuzu Hidrolizi

Safra tuzu hidrolizi mikrobiyal detoksifikasyon olarak degerlendirildiginde probiyotik
suslar icin istenilen Ozellik olarak goriilmektedir. Bu 6zelligin probiyotiklerin bagirsakta
kalma stiresini ve genel faydali etkilerini destekledigi diisliniilmektedir. Diger taraftan
dekonjuge safta tuzlarinin insan sagligia olasi toksik etkileri olduguna dair goriisler de
bulunmaktadir (Argyri vd., 2013).Safra tuzu toleransi ile safra tuzu hidrolizi arasinda pozitif
bir iliskili olmasiyaninda safra hidrolizine sahip suslarin kullanimi ile toksik ve olasi yan

etkilerin azalmasi mumkiin olabilmektedir.

Safra tuzuna toleransh secilen izolatlarin tlimiiniin safra tuzunu hidrolize ettigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.5). Bu durum taurodeoksikolik asit igeren MRS {izerinde biiyiitiilen

izolatlarin etrafindaki ¢okelmeler ve farkli koloni morfolojisi ile anlagilmaktadir (Sekil 4.4).
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Cizelge 4.5.Secili izolatlarin safra tuzu hidrolize etme 6zellikleri.

No izolat Kodu Safra Tuzu Hidrolizi
1 SB 2 kuvvetli
2 ST3 kuvvetli
3 ST 19 kuvvetli
4 ST 16 kuvvetli
5 ST 17 kuvvetli
6 KP 2 kuvvetli
7 KP4 kuvvetli
8 KP 14 kuvvetli
9 S16 kuvvetli
10 S17 kuvvetli
11 SB 17 zayif
12 SB 22 kuvvetli
13 ip2 zayif
14 iP9 zayif
15 iP 14 zayif

Sekil 4.4.Temsili (KP 14) izolatin safra tuzu hidrolizi petri goriintiisi.

4.5.3. Hidrofobisite Testi

Mikroorganizmalarin bagirsak epitel hiicrelerine yapisma 0Ozellikleri probiyotik
seciminde oOnemli bir kriterdir. Probiyotikler iyi adezyon Ozelliklerine sahip
oldugundazararli mikroorganizmalarla daha iyi rekabet edebilirler. Hidrofobisite ozelligi
adezyonda belirleyici faktorlerden biridir. Ksilene adezyonhiicre hidrofobisitesini
gostermektedir. Diger taraftan, giiclii elektron alicist ve Lewis asit karakterli kloroforma
adezyon ve giiclii bazik karakterli ve elektron vericisi etilasetata hiicre yiizeyi polaritesi

hakkinda bilgi vermektedir.( Kos, 2003)

Probiyotik mikroorganizmalarin yiizey ozellikleri, cesitli solventlere adezyonlar1 ile
incelenmistir. En yiliksek hidrofobisite degerleri sirasiyla ST17(%35,5), S16(%35,09),
SB22(%32,56) izolatlar1 icin tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6. Secili izolatlarin Hiicre ylizey hidrofobisite 6zellikleri.

No izolat kodu Etilasetata Kloroforma Ksilene
Tutunma(%o) Tutunma(%o) Tutunma(%o)
1 SB2 42,6%0,00 82,18+0,04 1,33+0,08
2 ST3 21,58+0,01 31,34+0,01 0,64+0,02
3 ST 19 20,79+0,05 33,47+0,05 18,82+0,01
4 ST 16 36,83+0,08 46,28+0,07 25,35+0,02
5 ST 17 19,26+0,02 32,69+0,06 35,55+0,04
6 KP 2 63,87+0,27 12,37+0,01 11,33+0,03
7 KP4 26,28+0,14 32,61+0,05 33,12+0,02
8 KP 14 38,44+0,01 31,89+0,02 14,44+0,03
9 S16 31,11+0,11 50,89+0,02 35,09+0,03
10 S17 29,83+0,01 63,66+0,10 4,24+0,06
11 SB 17 44+0,04 69,68+0,02 12,6+0,03
12 SB 22 52,34+0,06 43,18+0,09 32,56+0,05
13 P2 30,24+0,03 42,51+0,02 1,99+0,09
14 iP9 22,02+0,04 25,26+0,02 7,82+0,03
15 IP 14 35,64+0,01 31,69+0,01 7,21+0,01
4.5.4.0toagregasyon
LAB degisen diizeylerde otoaggregasyon(%1,72-%85,80) ozelligi

gostermistir. Yiikksek otoaggregasyon bagirsak hiicrelerine tutunma ve kolonize olma

bakimindan istenilen bir durumdur.Asagidaki otoaggregasyon yiizdeleri 2 sa inkiibasyon

sonra elde edilen degerlerdir. Daha uzun siirelerde yapilan otoaggregasyon deneylerinde

daha yiiksek oranda ¢okelme olmasi beklenmektedir. Literatiirde, LAB izolatlar1 i¢in farkl

calismalarda daha yiiksek otoaggregasyon yiizdeleri daha uzun siirelerde (4-24 saat) yapilan

calismalarda ¢ogunlula bildirilmistir. (Carmen ve Jussi, 2008; Margalho vd., 2021)

Cizelge 4.7.Secili izolatlarin otoaggregasyon yiizdeleri.

No izolat kodu Otoagregasyon (%)
1 SB 2 8,88+0,01
2 ST3 6,74+0,02
3 ST 19 2,57+0,05
4 ST 16 70,51+0,01
5 ST 17 29,82+0,02
6 KP 2 1,71+0,05
7 KP4 11,50+0,02
8 KP 14 8,94+0,01
9 S16 26,93+0,02
10 S 17 29,23+0,00
11 SB 17 85,80+0,01
12 SB 22 6,34+0,08
13 P2 30,27+0,00
14 P9 27,7140,02
15 P 14 22,39+0,02
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4.5.5.Antimikrobiyal Aktivitenin Degerlendirilmesi

LAB izolatlarinin antimikrobiyal aktiviteleri hemprobiyotik kriterler hemde gida
giivenligi bakimindan 6nemlidir. LAB organik asitler, bakteriyosinler, hidrojenperoksit gibi
cesitli  antimikrobiyal maddeler tiretmektedirler(Morandi vd., 2020).Gida kaynakli
patojenlerin siit ve siit iiriinlerinde LAB tarafindan inhibisyonu probiyotik destek kiiltiirler
icin istenilen Ozelliklerden biridir. Ayrica bagirsak ortaminda bu patojenlerin gelisiminin

engellenmesi sagliklt bir mikrofloranin olusmasi bakimindan 6nemlidir.

LAB izolatlarinin bazi patojen bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi
goriilmiistiir (Cizelge 4.8). Izolatlarm en fazla L.monocytegenes iizerinde etkili oldugu ve en
yiiksek inhibisyon zonunun 16 mm olarak (S16) ve (IP2) izolatlar: tarafindan gerceklestigi
gbzlemlenmistir. Sadece iki izolat (ST3 ve ST16) ii¢ patojene karsi inhibisyon etkisi

gostermemistir.

Farkli kaynaklardan izole edilen LAB’nin patojenlere karsi antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu pek cok calismada bildirilmistir. Ornegin, yakin zamanl bir ¢alismada,5
saglikli yavru domuz diskisindan izole edilen 30 LAB izolatinin g¢ogu (27°si) igin
Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Salmonella spp.typhimurium, Staphylococcus
intermedius, Staph. chromogenes, Proteus mirabillis, Areomonas veonii, Bordetella
bronchioseptica ve Klebsialla oxytoca'a karsi antagonistik aktivite disk metodu ile

gozlemlenmistir (Dowarah vd., 2018)

Son yillarda yapilan pek ¢ok caligmada, probiyotiklerin kullanimi patojenlerin
dogrudan inhibisyonundan konakg¢inin bagisiklik sistemi fonksiyonlarindaki iyilesmelere

kadar genis bir aralikta ¢esitli saglik faydalar: olusturdugu bildirilmistir(Romario vd., 2020).
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Cizelge 4.8.Secili izolatlarin antimikrobiyal 6zellikleri (mm).

Bacillus cereus ATCC E.coli O157H7 NRRL

No Tzolat Kodu Listeria monocytogenes

11778 B- 23588

1 SB2 10,7 - 13,7
2 ST3 - - -

3 ST 19 - 11,0 11,0
4 ST 16 - - -

5 ST 17 14,3 11,0 15,3
6 KP 2 - - 11,0
7 KP4 10,0 - 13,0
8 KP 14 13,3 14,0 15,0
9 S16 13,3 11,0 16,0
10 S17 14,3 11,0 15,0
11 SB 17 - - 6,0
12 SB 22 10,3 - 12,0
13 P2 14,0 13,7 16,0
14 iP9 13,0 11,0 14,0
15 iP 14 14,3 11,0 14,0

Sekil 4.5.Temsili izolatlarmBacillus cereus ATCC 11778 patojenine karsi antimikrobiyal
aktivitesi(iP2,KP4,iP14,ST16,KP14,iP9,ST17,Lb. acidophilus).

4.5.6. Antibiyotik Direnci

Antibiyotik direng genlerinin varhigr ile ilgili 6n bilgi antibiyotik direng testleri
sonucunda  saglanabilir.Probiyotiklerin  giivenligi  agisindan  antibiyotik  direnci
onemlikriterlerden bir tanesidir. Ayrica, ¢esitli antibiyotiklerin varliginda probiyotik susun

davranisi g6z oniinde bulundurulmasi gereken diger bir konudur.
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LAB izolatlar1 antibiyotik duyarliliklar1 7 antibiyotik {izerinde arastirilmistir.
Eritromisin, tetrasiklin, ve penisilin antibiyotikleri igin izolatlarin hepsi duyarli (S) olarak
degerlendirilmistir. izolatlarin yarisindan fazlas1 (8/15) gentamisin antibiyotigine duyarl
bulunmustur. 5 adet izolatin gentamisine orta diizeyde duyarlidir. Az sayida izolat
gentamisine direnglidir(2/15). Kloramfenikol antibiyotigi i¢in izolatlarin ¢ogu (11/15)
duyarli olmakla birlikte geri kalan izolatlar (4/15)direncli bulunmustur. izolatlarmn tiimii
penisilin antibiyotigi icin duyarli katagorisinde degerlendirilmisgtir. Tim izolatlarin
streptomisine karsi direngli oldugu ve herhangi bir inhibisyon zonu olusturmadigi

gozlenmistir. Vankomisine izolatlarin ¢ogunun (12/15) direngli oldugu anlagilmistir.

Probiyotikler, antibiyotiklere direng gelistirebilir; 6rnegin, anne siitiinden izole edilen
cogu Lactobacillus rhamnosus susunun, streptomisin, ampisilin, gentamisin ve kanamisin
gibi aminoglikozitlere direngli oldugu goézlemlenmistir(Shahid vd., 2017).Ancak transfer

olabilen antibiyotik diren¢ genlerinin varlig1 giivenlik agisindan degerlendirilmelidir.

Cizelge 4.9 Sccili izolatlarin antibiyotik direnci .

No izolat kodu Eritromisin Gentamisin Kloramfenikol Penisilin Streptomisin Tetrasiklin Vankomisin

1 SB2 26(S) 9(1) -R) 33(S) -(R) 24(S) -(R)
2 ST3 13(S) -R) 25(S) 34(S) -(R) 30(S) 17(S)
3 ST19 28(S) 7(1) 28(S) 32(S) -(R) 26(S) -(R)
4 ST16 11(S) -R) -R) 30(S) -(R) 25(S) 20(S)
5 ST17 27(S) 12(S) 28(S) 20(S) -(R) 20(S) -(R)
6 KP2 25(S) 11(S) 25(S) 27(S) -(R) 18(S) -(R)
7 KP4 27(S) 8(1) 28(S) 28(S) -(R) 25(S) -(R)
8 KP14 30(S) 11(S) 28(S) 25(S) -(R) 22(S) -(R)
9 S16 30(S) 8(1) -R) 27(S) -(R) 25(S) -(R)
10 s17 25(S) 10(S) 28(S) 22(S) -(R) 17(S) -(R)
11 SB17 17(S) 11(S) 24(S) 32(S) -(R) 27(S) 18(S)
12 SB22 17(S) 11(S) -R) 17(S) -(R) 15(S) -(R)
13 ip2 25(S) (1) 28(S) 20(S) -(R) 17(S) -(R)
14 ip9 10(S) 11(S) 27(S) 26(S) -(R) 21(S) -(R)
15 ip14 12(S) 28(S) 30(S) 25(S) -(R) 21(S) -(R)

Kloramfenikol (30 pg/disk),Eritromisin (15 pg/disk),Vankomisin (30 pg/disk), Gentamisin (10
pg/disk),Penisilin (10 TU/ disk), Streptomisin (10 pg/disk),;Tetrasiklin (30 pg/disk)Degerler, inhibisyon
bolgesinin ¢apini (mm) temsil eder. Inhibisyon zonu yok: direngli (R),< 10 mm: orta diizeyde duyarli(l), 10-35
mm: hassas(S)(Kazancigil vd., 2019)
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Sekil 4.6.Temsili izolatin (IP14) antibiyotik duyarlilig1 (a: Vankomisin, b: Gentamisin, c:

Kloramfenikol, d: Eritromisin).

4.5.7. Fizyolojik ve Biyokimyasal Karakterizasyon

Izolatlarin tamami % 4 tuzda,15 °C ve 45 °C’de, pH 9,6°da iyi bir sekilde biiyiidiigii
goriilmiistiir(Cizelge4.10). Izolatlarm c¢ogu %10 tuzda iyi biiyiimemistir. Sadece bazi
izolatlar zayif gelisim gdstermistir(KP2, KP4, KP14). Izolatlarm biiiik bir kismu1 arjinini
hidrolize etmistir ancak S16 veS17 kodlu izolat arjinini hidrolize etmemistir. Mannitol ve
ksiloz haricindeki tiim sekerler izolatlarin tamami tarafindan fermente edilmis ve mor rengin
asit olusumu ile birlikte sariya doniistigii gozlemlenmistir(Sekil 4.7). Fizyolojik ve
biyokimyasal test sonuglar1 bakteriyel tanida 6nemli oldugu kadar bakterilerin ileride
kullanilacag: ortam ve sartlarda hangi 6zelllikler gosterecegi bakimindan da degerli bilgiler

sunmaktadir.
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Sekil 4.7. Segili izolatlarin seker fermentasyonu.
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Cizelge 4.10.Fizyolojik ve Biyokimyasal Karakterizasyon.

ST3 ST16 ST17 ST19 KP 2 KP 4 KP 14 SB2 SB17 SB22 S16 S17 iP2 iP9 iP14

Hiicre morfolojisi kok kok basill basill basill basill basill kok kok  basill basill basill basill basill basill
4% tuzda biiylime + + + + + + + + + + + + + + +
6,5% tuzda biiylime + + za.yl'f + + + + + + + + + + +
gelisim
10% tuzda biiylime - - - - Za,yl,f Za,yl,f Za,yl,f - - - - - - - -
gelisim  gelisim gelisim
15 °C de biiylime + + + + + + + + + + + + + + +
45 °C de biiytime + + + + + + + + + + + + + + +
Arjinin hidrolizi + + + + + + + + + + - - + + +
pH 9,6 da biiyiime + + + + + + + + + + + + + + +
D glikoz + + + + + + + + + + + + + + +
Ksiloz zayif + + + + + + zayt + + + + + +
gelisim gelisim
Laktoz + + + + + + + + + + + + + + +
Maltoz + + + + + + + + + + + + + + +
Mannitol + Za.yl.f + za.yl.f + + + + + + + + + +
gelisim gelisim
Mannoz + + + + + + + + + + + + + + +
Riboz + + + + + + + + + + + + + + +
Selebiyoz + + + + + + + + + + + + + + +
Siikroz + + + + + + + + + + + + + + +
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4.6. izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA ile Tanimlanmasi

Potansiyel probiyotik 6zellik gosteren 5 izolatin molekiiler tanimlamalar1 16S rRNA
dizi analizi ile gerceklestirilmistir. izolatlarin niikleotit dizilimi, tiir isimleri ve erisim
numaralar1 asagida ¢izelge 4.11°de belirtilmistir. Buna gore se¢ili izolatlarin Enterococcus,
LevilactobacillusveLactiplantibacilluscinslerineait oldugu genetik analizler ile anlasilmigtir.
Bu durum, morfolojik ve biyokimyasal deney sonug¢larinin ¢ogu ile de uyumlu bulunmakla

birlikte bazi atipik 6zelliklerin de varligini géstermistir.
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Cizelge 4.11. izolatlarm 16S rRNA ile tamimlanmas.

izolat Kodu

Niikleotit Dizilimi

Tiir ismi

ErisimNumarasi

ST17

SB22

S16

KP2

IP14

ATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCACCTACAATCCGAACTGAGAAT
GGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAG
CACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC
CGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATA
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAAC
CATGCACCACCTGTATCCATGTCCCCGAAGGGAACGTCTAATCT
CGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAG
AGAAGCTTTAAGAGATTAGCTTAGCCTCGCGACTTCGCAACTCGTTGTACTTCCCATTG
TAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTT
CCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTGCTAGAGTGCCCAACTGAATGATGGCAACTAAC
AATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGA
CAACCATGCACCACCTGTCACTTTGCCCCCGAAGGGGAAGCTCTATCTCTA
GATTACTAGCGATTCCAACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGA
ACGGCTTTAAGAGATTAGCTTAGCCTCACGACTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGT
AGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTC
CTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTGATA
ATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGAC
AACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCCCCGAAGGGAACGTCTTATCTCTAAGATTGGCA
GAAGA
CGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAG
AACGGCTTTAAGAGATTAGCTTAGCCTCACGACTTTGCGACTCGTTGTACCGTCCATTG
TAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTT
CCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTGAT
AATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGA
CAACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCCCCGAAGGGAACGTCTTATCTCTAAGATTGG
CTAGCGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAGAAGC
TTTAAGAGATTAGCTTAGCCTCGCGACTTTGCGACTCGTTGTACTTCCCATTGTAGCAC
GTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGG
TTTGTCACCGGCAGTCTTGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAACAATAAGG
GTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCAT
GCACCACCTGTCACTTTGCCCCCGAAGGGGAAACTCTATCTCT

Lactiplantibacillus
plantarum

Enterococcus sp.

Levilactobacillus
brevis

Levilactobacillus
brevis

Enterococcus hirae

OK509839.1

0K392639.1

MT613460.1

CP031208.1

CP037955.1
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4.7. Diger Probiyotik Ozellikler

4.7.1. HT-29 Hiicre Hattina Tutunma

Probiyotik bakterilerin bagirsak yiizeylerine baglanmasi in vitro olarak kalma siiresini
uzatir ve bdylece bagirsak immiine sistemini uyararak konak¢i saglhigini etkiler. Ayrica
patojen bakterilerin rekabet¢i olarak disarida tutulmasi igin bir 6n kosul olabilir.Calismada
kullanilan HT-29 epitel hiicre hattt olgun enterositlerin morfolojik ve fonksiyonel
Ozelliklerine sahiptir. Bunun yanisira, normal insan bagirsak epitelindeki ¢ogu reseptorleri,

enzimleri ve tastyici proteinleri eksprese etmektedir (Sharma ve Kanwar, 2018).

Secilen potansiyel probiyotik izolatlarin 5 tanesi degisen diizeylerde HT-29hiicre
hattina tutunma gostermistir(Sekil 4.8). En yiiksek adezyon yiizdesi S16 izolati igin % 9,6
olarak tespit edilmisitir. Bagirsak hiicrelerine tutunma probiyotik suslarinin kolonizasyon
yetenegi bakimindan Onemli bir parametredir. Bakterilerin ylizey oOzellikleri ile ilgili
goriilmektedir.Bakterilerin  bagirsak epitel hiicrelerineadezyonunda pasif kuvvetler
elektrostatik etkilesimler, hidrofobik etkilesimler, sterik kuvvetler ve bazi ylizey
molekiillerinin (pili ve lipoteikoik asitler gibi)etkili oldugu bilinmektedir. Bu farkli
mekanizmalarin etkili oldugu c¢ok faktorlii bir durumu isaret etmektedir. Giemsa boyamasi
ile boyanmisLAB izolatlarinin HT-29 hiicre hattina tutunmasi mikroskobik olarak da
inceleme ile tutunmasi gosterilmistir(Sekil 4.9).Yapilan yikamalar sonucunda, 287x10°
kob/ml bakteri hiicresinin HT-29 hiicrelerine baglandigi mikroskop goriintlisii ile de
dogrulanmistir. Bu izolatin yiiksek hidrofobisite degeri (ksilene tutunma % 35,09) ile de
dikkat cekmektedir.

Son yillarda yapilan bir ¢alismada, fermente gidalardan izole edilen 11 LAB izolatinin
Caco-2 ve HT-29 hiicre hatlarina adezyon 6zellikleri incelendiginde HT-29 hiicreleri i¢in %
4,11-12,88 arasinda degisen yiizde adezyon degerleri elde edilmistir. Bu ¢alismada
L.rhamnasuss GG referans susunun en yiiksek diizeyde (%13,5) HT-29 hiicrelerine

baglandigi gézlemlenmistir(Sharma veSingh, 2018).

Yetigkin insan fekal orneklerinden izole edilmis 13 adet Lactobacillus cinsine ait
izolatin HT-29 bagirsak hiicrelerine adezyon 6zellikleri belirlenmis ve en yliksek diizeyde

adezyon Lb. fermentum 88 (%17,5) olarak bildirilmistir(Gharbi vd., 2019).

64



20,0
X 180
©
£ 16,0
c
2 140
=}
s 12,0
c
£ 10,0
2
o 8,0
S 6,0
-
.0‘13 4,0
8 2’0 .

0,0

iP 14 SB 22 S16 kp 2 ST17
izolat Kodu

Sekil 4.8.Secili izolatlarin HT-29 hatuna tutunma 6zellikleri.

Sekil 4.9. Temsili izolatin (S16) HT-29 hiicrelerine tutunmasi ve giemsa boyast ile inverted
mikroskopta(Olympus CK40) goriintiisii a) (S16) ve HT29 hiicreleri b) Sadece HT-29

hiicreleri.

4.7.2. KLA Uretim Testi

KLA gevis getiren hayvanlarda dogal olarak bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin
biyohidrojenerasyonu ile elde edilen linoleik asit izomerleridir.KLA, oktadekadienoik asidin
konjlige ¢ift baglarla pozisyon ve geometrik izomerlerinin bir karigimidir. Anti kanserojen,
anti obezite bagiklik sisteminin gelistirici modiilasyonu, gibi faydali saglik etkileri oldugu
bilinmektedir(Gongvd., 2019). Farkli KLA konsantrasyonlarinda hazirlanan numunelerin

233 nm’deki absorbans degerleri ¢izelge 4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.12. KLA kons. (ug/ml) ve 233nm'de absorbans degerleri.

KLA konsantrasyonu(ug/ml) Absorbans ABS (ort.)

0 0 0 0

2,5 0,157 0,158 0,1575
5 0,377 0,382 0,3795
75 0,578 0,579 0,5785
10 0,77 0,782 0,776
15 1,186 1,189 1,1875
20 1,566 1,569 1,5675
30 2,296 2,316 2,306

KLA iretim kapasiteleri,spektrofotometrik  yontem kullanilarak 233 nm’de
Ol¢iilmiistiir. Kalibrasyon egrisindeki olgiilen degerlerin karsilastirilmasiyla KLA {iretim
miktarlarina ulasilmistir (EK-5). Kiiltiir siipernatanlarinda bulunan toplam KLA
konsantrasyonu, 23,42 ila 13,9ug/ml arasinda gézlemlenmistir. Test edilen suslarin ¢ogu
13,90 pg/ml’den fazla KLA iiretimi bulgulanmistir.Secili izolatlar igerisinde KLA {iretim
kapasitesi en yiiksek 23,42ug/ml (St17) izolat1 olmustur(Sekil 4.10).

Renes vd.(2017)linoleik asit ilave edilmis(0,5 mg/ml) MRS broth ortaminda 6 adet
Lactobacilluscinsine ait izolatin KLA iiretme 6zelliklerini incelemislerdir. 37°C’de 48 saat
inkiibasyon sonrasinda 20,06-55,07pg/ml arasinda toplam KLA iirettiklerini tespit
etmislerdir. Bu caligmada bizim ¢alismamiza gore daha yiiksek oranda KLA iiretim oraninin
tespit edilmis olmasi LAB izolatimin tiirii,sus farkliligi ve KLA tespit yonteminin farkl

olmasi ile agiklanabilir.
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Sekil 4.10. Secili izolatlarin KLA iiretme 6zellikleri (ng/ml).
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4.7.3. Ekzapolisakkarit Olusturma Ozelligi

EPS’ler mikroorganizmalarinin gelismeleri boyunca sentezlenen ve dis ortama salinan
hiicre dis1 biyopolimerdir. Bakteri-konak iliskisi, stres direnci ve mide bagirsak
mukozasindaki kolonizasyonundaki katkilar1 ile probiyotiklik 6zelligini desteklerler.
Boylece patojen mikroorganizmalarin baskilanmasina yardimer olurlar ve bu durum EPS
iireten mikroorganizmay1 ayni zamanda dis etkenlerden korur. Ayrica EPS’ler 6zellikle
biyolojik antioksidan antikanser,antiviral kolestrol diisiiriicii etkileri ile de karakterize

edilebilirler(Alevd., 2020).

Sec¢ili LAB izolatlarinin EPS iiretim miktarlar1 3,75-25,5¢/L arasinda bulunmustur. En
yiiksek EPS iiretimi 25,5 olarak ST 17 izolatinda tespit edilirken en diisiik EPS iiretimi IP

14 gozlemlenmistir.

Benzer sekilde tulum peynirinden izole edilen 9 Enterokok izolatinin 217,26-323,15
ug/ml oraninda EPS tirettigi tespit edilmistir(Ozkan ve Demirci, 2021b).

Cizelge 4.13.Secili izolatlarin EPS iiretimleri (g/L).

No Izolat kodu EPS(g/L)
1 SB 22 7,5
2 KP2 18,7
3 ST17 25,5
4 S16 24,0
5 ir14 3,75
80,00
70,00
60,00
—~ 50,00
3
38 40,00
[- %
*' 30,00
20,00
0,00 I
SB 22 KP2 ST17 S16 iP14
izolat kodu

Sekil 4.11.Segili izolatlarin EPS tiretimleri (g/L).
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4.7.4. Kolestrol Asimilasyon

Hiperkolesterolemi (yiiksek kan kolestrol diizeyi) kroner kalp hastaliklarinin
gelismesinde baslica risk faktorlerindendir. Bu nedenle serum kolestrol diizeylerinin
distiriilmesi 6nemlidir. LAB izolatlarinin kolestrol diisiirme yetenegi in vitro olarak tespit
edilmistir. Biitiin LAB kolestrol uzaklastirma yetenegi gostermistir. Segili LAB izolatlarinin
kolestrol azaltma yiizdesi %12,50-57,89 arasinda bulunmustur(Sekil 4.12 ). En yiiksek
kolestrol azaltma yiizdesi 57,89 olarak ST17 izolatinda tespit edilirken en diisiik kolestrol
azaltma yiizdesi 12,50 (SB22) gozlemlenmistir. Benzer sekilde, iilkemizde geleneksel
olarak tretilmis tulum peynirlerden izole edilmis 9 enterekok izolatinin%6,59-48,49
oranlarinda kolestrol uzaklastirma yeteneginin oldugu bildirilmistir (Ozkan ve Demirci,
2021Db).

Yine yakin zamanlarda yapilan baska bir ¢alismada farkli kaynaklardan (peynir meyve
cesitleri vb. tursu) LABizole edilmis ve kolestrol asimile etme Ozellikleri
incelenmistir.Peynirden izole edilen biitiin Lactobacillus cinsine ait izolatlar, %30’{in

tizerinde kolestrol uzaklastirma yetenegi gostermistir (Alp ve Kuleasan, 2019).

Cizelge 4.14.Secili izolatlarin Kolestrol azaltici/uzaklastirma yiizdesi.

No izolat kodu Kolestrol azalma( %)
1 P14 37,13+0,05

2 S16 46,31+0,01

3 KP2 52,50+0,01

4 ST17 57,89+0,01

5 SB 22 12,50+0,00
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Sekild.12. Segili izolatlarin Kolestrol azaltici/uzaklastirma yiizdesi.

4.8. Secilmis Sus (S16) Ile Beyaz Peynir Uretimi

TS591(1995) minimum kuru madde 40g/100gve kuru maddede tuz orani %10’ nu
gegmemesi belirtilmistir. Kontrol ve probiyotik peynirlerin kimyasal kompozisyonu Cizelge
4.15debelirtilmistir. Kontrol peynirinin probiyotik peynire gore asitlik diizeyinin
olgunlasma boyunca daha yiiksek oldugu gortilmiistiir. Kontrol peynirinde kullanilanticari
starter kiiltiir hizl1 asit olusumundan sorumlu olmakla birlikte probiyotik peynirde strater
kiiltiiriin etkisi probiyotik izolatin varlig: ile az da olsa azalmis goriilmektedir. Yag oranlari
% 14,5-17,13 arasinda gozlenmistir. Az yagli beyaz peynir katagorisinde siniflandirilabilir.
Kuru madde % 39,14+6,59-28,1442,65 arasinda bulunmustur. Olgunlasma siirecinde
salamuradan peynir ortamina gerceklesen diflizyonla tuz oraninin beklenildigi gibi arttig
goriilmiistiir. Peynirdeki tuz orani zaman igerisinde degisim gostermekle birlikte 45 giin
sonra beyaz peynir standardinda belirtilen maksimum degerin iizerinde (%7,5) oldugu

bulgulanmistir(TDK,2015).
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‘_4
Sekil 4.13. Laboratuvar 6l¢ekli beyaz peynir iiretimine iliskin gorseller.
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Cizelge 4.15. Secilmis izolat (S16) ile liretilen beyaz peynirin kimyasal analizleri.

No

O ~NO O WN PR

Peynir

Kontrol
Probiyotik
Kontrol
Probiyotik
Kontrol
Probiyotik
Kontrol
Probiyotik

Olgunlasma

Zamani
(Giinler)

1

1

15

15

30

30

45

45

pH

5,30+0,30
5,42+0,32
5,17+£0,24
5,54+0,19
5,05+0,28
5,40+0,19
5,29+0,01
5,57+0,01

Laktit Asit
(g/L)ve ya
(%)
0,82+0,12
1,17+0,56
0,73+0,09
0,67+0,01
0,47+0,02
0,54+0,03
0,51+0,02
0,47+0,02

Yag
(%)

14,5+2,61
16,55+3,82
17,13£1,93
14,63£3,27

14,5+3,51
13,75+0,96
22,50+0,71
17,50+0,71

Kuru
Madde
(%)
34,23+3,80
39,14+6,59
38,8+10,83
37,6+11,49
29,2642,95
28,67+2,19
29,2642,95
28,1442,65

Tuz

4,60+3,71
5,74+4.,40
10,02+1,26
7,46+1,76
10,41£1,18
10,29+1,22
10,41£1,18
10,29+1,22

Kuru Maddede
Yag
(%)

42,35
42,28
44,07
38,84
49,55
47,96
76,89
62,18

Kuru Maddede

Tuz
(%)
13,45
14,68
25,79
19,82
35,57
35,90
35,57
36,57
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Probiyotik ilaveli ve ilavesiz (kontrol) olarak iiretilen beyaz peynirdeki olgunlasma
slireci boyunca baglica mikroorganizma gruplar1 ¢izelge 4.16’da sunulmustur. Tim
olgunlagsma siirecinde LAB sayiminin mikrobiyal gruplar igerisinde en yiiksek diizeyde
oldugu gozlemlenmis,kontrol ve probiyotik peynir i¢in mikrobiyal sayimlar cogunda bir
fark gorilmemistir. Ancak, baslangicta (1.glin) maya ve kiif sayis1 probiyotik peynirde
kontrole gore daha az oldugu bulgulanmistir. Koliform ve Stafilokok sayisi 15 giin sonra,
baglangica gore arttig1 gozlemlenmistir. Toplam canli sayis1 log 6,73-7,63 kob/g arasinda
degismektedir. Peynir iiretiminde benzer sonuglar pek cok aragtirmaci tarafindan LAB
sayimi,toplam canli sayimi,koliform sayimi, maya ve kiif sayimi i¢in elde edilmistir(Oner

ve Saridag, 2019;Angelopoulou vd., 2017;Kuleas ve Gu, 2009).

Ancak az sayida calismada koliform ve stafilokok sayisinin benzer sekilde yiiksek
oldugu bildirilmistir(Rhoades vd., 2021). Bu durum kullanilan siitiin bakteri yogunlugunun

oldugunu herhangi bir kontaminasyon olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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Cizelge 4.16.Secilmis izolat (S16) ile iiretilen beyaz peynirin mikrobiyolojik analizleri.

. Olgunlagsma Toplam Canh Sayim Koliform Sayisi Stafilokok Sayisi Maya Kiif Sayisi
No — Peynir Zaman (giin)  AB Sayimi log(kob/g) log(kob/g) log(kob/g) log(kob/g) log(kob/g)
1 Kontrol 1 9,22+0,03 7,22+0,20 1,99+0,08 2,11+0,08 6,29+0,16
2 Probiyotik 1 9,18+0,03 7,37+0,06 * 2,18+0,22 4,83+0,55
3 Kontrol 15 10,44+0,04 6,73+0,72 6,16+0,44 4,90+0,09 5,81+1,52
4 Probiyotik 15 10,19+0,21 7,63+1,57 6,31+0,32 5,06+1,08 6,56+0,40
5 Kontrol 30 i 8,37+0,04 6,50+0,08 4,54+0,34 5,97+0,03
6 Probiyotik 30 8,23+0,07 7,70+£0,08 6,21+0,02 5,02+0,09 6,10+0,01
7 Kontrol 45 *x 7,91 £0,11 6,11+0,01 Fkx 5,85+0,07
8 Probiyotik 45 el 7,33+0,1 5,95+0,05 falkskad 5,90+0,06

(*): 105107, 10°8 diliisyonlarinda sayilamiyacak kadar ¢ok (>300) koloni varlig1 gézlemlenmistir.

(**): Belirlenemedi.

(***): 102,10%,10** diliisyonlarinda koloni gézlenmemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Geleneksel yontemlerle iiretilmis yedi adet peynirden 90 adet izolat elde edilmis ve
cizgi plaka ile saflagtirllmistir.Slire¢ boyunca katalaz pozitif 6zellik gosteren ve yeterli
diizeyde biliylime gostermeyen izolatlar elimine edilmistir. Boylece,64 LAB izolat1 elde

edilmis ve uzun siireli muhafazalar1 saglanmistir.

Mide asidi ve safra tuzu toleransi sonuglar1 bu izolatlarin mide asitliginden biiyiik
olgtide etkilendigi ve degisen diizeylerde canliliklarimi kaybettikleri belirlenmistir. 46 adet
izolatin 10%kob/ml tizerinde canlilik gostermis olmasi ile birlikte, segilen 15 izolatin aside
biiyiik 6l¢iide direngli ve cogunlukla 107kob/ml {izerinde canlilik ile birlikte %1 safra tuzu
bulunduran ortamda da 0,49 ile 1,12 oranlarinda toleransa sahip oldugu ve cogalabildigi

belirlenmistir.

Secilen 15 adet izolatin ilgili enzimleri de iceren simiile mide bagirsak gecisi
deneyleri sonucunda cogunlukla 10° ve 10’kob/mliizerinde canliliklarini koruduklari, sadece
1 izolatin (IP 2) istenilen diizeyin altinda canllik gosterdigi belirlenmistir. Bu izolatin mide
ve bagirsak ortamindaki enzimlerin varligindan daha fazla olumsuz etkilenmis olabilecegi
anlagilmistir. Bu 15 izolat, baslica diger probiotik 6zellikler bakimindan degerlendirilmistir.
Bunlarin ¢ogu safra tuzunukuvvetli sekilde hidrolize etmistir. Cesitli solventlere (etil asetat,
kloroform, ksilen) tutunma ve otoagregasyon 6zellikleri ile bagirsak hiicrelerine tutunabilme
ile ilgili bilgilere ulagilmistir. Ayrica, farkli patojen bakteriler lizerine inhibe edici etkileri de
probiyotik olarak istenilen bir 6zellik olmakla birlikte, 6zellikleListeria monocytogenes
ATCC 7644 susunu biiyiik dlgiide engellendikleri tespit edilmistir.Bu izolatlarin 11 adedinin
basil seklinde oldugu ve homofermentatif karakterde Lactobacillus cinsine ait oldugu,4 adet
izolatin ise kok seklinde ve diger fizyolojik, biyokimyasal testler ile Enterococcus cinsine

ait oldugu diisliniilmektedir.

Potansiyel probiyotik 6zellik gosteren 5 izolatin molekiiler tanimlamalar1 16S rRNA
dizi analizleri hizmet alimi ile gergeklestirilmistir. Buna gore segili izolatlarin Enterococcus,
Levilactobacillusve  Lactiplantibacilluscinslerineait oldugu  genetik  analizler ile
anlagilmistir. izolatlarn tiir isimleri ve erisim numaralar sirasiyla; ST17 kodlu izolat
(Lactiplantibacillus plantarum, OK509839), SB22 kodlu izolat (Enterococcus spp.,
OK392639), S16 kodlu izolat (Levilactobacillus brevis, MT613460), KP2 kodlu izolat
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(Levilactobacillus brevis, CP031208), iP14 kodlu izolat (Enterococcus hirae, CP037955)
olarak bulgulanmustir. Bu durum, morfolojik ve ¢ogu biyokimayal incelemelerle uyumlu

olmakla birlikte baz atipik 6zelliklerin de ortaya ¢ikabildigini de gostermistir.

15 adet izolat arasindan secilen 5 izolat i¢in, daha spesifik probiyotik o6zellikler
degerlendirilmistir. Bagirsak epitel hiicrelerine tutunma deneyi sonuglarinda,3 izolatin
(SB22, S16 ve KP2) 10%ob/ml iizeri bakteri hiicresi ileHT-29 epitel hiicre hattina
baglandigi tespit edilmistir.S16 kodlu homofermentatif 6zellikteki Lactobacillus izolat1 %
19,13 baglanma ytiizdesi ile en yiiksek tutunma 6zelligi gostermistir. Hiicre kiiltiirii deneyleri
ile bagirsak hiicrelerine yiliksek oranda baglandigi tespit edilen probiyotik sus diger
ozellikleri ile da saghiga faydali etkiler olusturabilir. Bu 5 izolat, diger spesifik 6zelliklerden
kolestrol azaltici, KLA ve EPS iiretimi bakimindan da dikkat ¢ekicidir.Bu izolatlardan S16
kodlu Lactobacillus izolat1 epitel hiicreye enyiiksek oranda (%19,13), baglanmis,%46,31
oraninda kolestrol azaltic1 etki gostermis, 13,91 pg/ml olarak KLA ve 63,19 mg/L olarak

EPS iiretimi ile beyaz peynir tiretiminde destek probiyotik sus olarak kullanilmistir.

Bu izolatla gergeklestirilen probiyotik peynir denemelerinde kontrole gore asit
olusturma 6zelligi az da olsa diisiik olmakla birlikte peynir fermentasyonu ortamini olumsuz
yonde etkilemedigi goriilmiistiir. ileride probiyotik adaylar igin yapilan molekiiler tani ile
giivenlik kriterlerinin degerlendirilmesinden sonra probiyotik beyaz peynir iiretiminde

duyusal analizlerin planlanmasi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alisgmanin sonucunda, farkli probiyotik 6zellikleri ile one ¢ikan diger izolatlarinda
probiyotik beyaz peynir iiretiminde gelecekte kullanilabilmesi beklenmektedir. Ilave edilen
probiyotik izolatin olgunlagsma boyunca canliligi ileri molekiiler yontemlerle izlenmesi
onerilmektedir. Calisma sonucunda tiir diizeyinde tanimlanmasi yapilan potansiyel
probiyotik izolatlarindiger siit ve siit irlinlerinin iretiminde de destek kiiltlir olarak

kullanilmasida gelecekteki ¢alismalarin konusu olabilir.
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EKLER

Ek 1. Calismada kullanilan kimyasallar, besiyerlerivetiriin kodlari

Kimyasal Ad1 Kimyasal Kodu
1. Agar Biolife 03X036
2. Asetik asit Merck-A6282
3. Iso amil alkol Merck -W205702
4. Baird Parker Agar Merck -1054060500
5. Bromokresol mor Merck-1.028
6. Civa(Il) iyodiir Sigma-10015
7. Disodyum fosfat Applichem -A2943
8. DMEM/Yiiksek glikoz Cytivd-SH3002201
9. D-Mannitol Sigma-63560
10. D-(+)-Mannoz Sigma-63580
11. EMB Agar Merck-101134470500
12. Etil asetat ITK-10081000
13. Fenolfitaleyn Sigma33518
14, Fosfat tamponlu tuztablet Sigma-P4417-100TAB
15. Gliserol Sigma-G5516
16. Glimiis nitrat Sigma33519
17. Hidrojen peroksit Merck-A6383
18. Hidroklorik asit Sigma33520
19. Izopropil alkol Merck-1096342511
20. Kloroform ITK-10071000
21. Kolestrol Applichem A0985
22. Konjuge linoleik asit Sigma-16413
23. Ksilen Sigma-16446
24, Lab-Lemod tozu Oxoid LP 0029
25. L-Arginin monohidrokloriir Merck 101543
26. Linoleik asit Sigma-BCBZ1886
27. MagnezyumSiilfat Applichem-A1037
28. Maya ekstrakti Applichem -A3732
29. Metilen mavi Fluka-66720-100
30. Mono Potasyum Fosfat Riodel de haen-04243
31. Miieller Hinton Agar Merck 1.05437
32. n-Hekzan Merck -1043682511
33. Nutrient Broth Merck 1.05443
34. O-fitaldehit reaktifi Sigma -33518-100
35. Plate Count Agar Merck-1054630500
36. Pankreatin Applichem A0807
37. Patates Dekstroz Agar Merck -11011300500
38. Pepsin Merck 1.07185
39. Pepton Oxoid-LP0037
40. Potasyum hidroksit Sigma-SZBC1000V
41. Potasyum iyodiir Merck-1050431000
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Ek 1. Calismada kullanilan kimyasallar, besiyerleri ve tiriin kodlar1 (devami)

42.
43.
44,
45,
46.
47.
48.
49,
50.
51,
52.
53.
54.

Potasyum kloriir

Potasyum kromat

Riboz

Selobiyoz

Sodyum asetat

Sodyum hidroksit

Sodyum kloriir

Sodyum sitrat trisodyum
Sodyum taurodeoksikolat hidrat
Siilfiirik asit

Stikroz

Teksol %96 Ekstra saf
Tween 80 ilaveli MRS broth

Sigma-12636
Sigma-135636
Merck-107605
Fluka-22150

App - A4555
Merck-1064981000
Merck-1064041000
Sigma-4641
Sigma-T0875
Sigma -07208
Merck-1.07651
TK-20065005001
Biolife -4017292
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Ek 2. Boyamada kullanilan ¢ozeltilerin igerigi ve hazirlanigi

A) Gram lyot Céozeltisi (Lugol)

g/mi
Iyod 1
Potasyum iyodiir 2
Distile su 300

Iyot ve potasyum iyodiir bir cam beher icinde 20ml distile suyla ¢dziindiiriilmiistiir,

kalan suyun tamamu iizerine ilave edilmistir. Siiziilir, koyu renkli siseye konarak ve
saklanmustir.

B) Kristal Viyole Cozeltisi

g/mi
Kristal viyole 2
%95lik Etil alkol (etanol) 20ml (cc)
Amonyum oksalat 0,8
Distile su 80

Kristal viyole etil alkol i¢inde karistirilarak ¢oziindiirilmistiir. Amonyum oksalat saf

su ile hazirlanan soliisyonun iizerine ilave edilmistir.

C) Safranin Cozeltisi

g/ml
Safranin 0,5
%95lik Etil alkol (etanol) 10
Distile su 100

Safranin 0,5 g boya tartilarak, 10 ml etanol (%95°lik) igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.

100 ml distile su ilave edilerek iyice karistirilmis ve siiziilmiistiir.

88



Ek 3. Fizyolojik ve biyokimyasal analizler i¢in modifiye MRS besiyeri igerigi

Farkh Sicakhiklarda Biiyiime Deneyi icin Modifiye MRS Besiyeri;

MRS BROTH g/l
Pepton 10,0
Lab-Lemco et ekstrakti 10,0
Maya ekstrakti 5,0
D (-) Glucose 20,0
Tween 80 1ml
KoHPO4 2,0
Sodyum asetat 5,0
Triammonyum sitrat 2,0
MgS0a4.7H20 0,2
MnSQO4.4H20 0,05
Bromkresol moru 0,04
Distile su 1000 ml

Tim bilesenler distile su igerisinde ¢oziilmiis ve pH 6,2-6,6'ya ayarlanmistir. Besi

yeri, 121°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Biiyiime Deneyi icin Modifiye MRS Besiyeri

MRS BROTH g/l

Pepton 10,0
Lab-Lemco et ekstrakti 10,0
Maya ekstrakti 50

D (-) Glucose 20,0
Tween 80 1ml
K2HPO4 2,0
Sodyum asetat 50
Triammonyum sitrat 2,0
MgS0Oa4.7H20 0,2
MnS0O4.4H20 0,05
Bromkresol moru 0,04
NaCl %4, %6,5 ve %10
Distile su 1000 ml

Tim bilesenler distile su icerisinde ¢oziilmiis ve pH 6,2-6,6'ya ayarlanmistir. Durham

tipleri ters olarak test tiiplerine yerlestirilmistir. Besi yeri,

otoklavlanarak sterilize edilmistir

121°C'de 15 dakika
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Karbonhidrat FermentasyonTesti icin Modifiye MRS Broth

MRS BROTH g/l
Pepton 10,0
Lab-Lemco et ekstrakti 10,0
Maya ekstrakti 5,0
D (-) Glucose 20,0
Tween 80 1ml
K2HPO4 2,0
Sodyum asetat 5,0
MgS0Oa4.7H20 0,2
MnS04.4H20 0,05
Distile su 1000 ml

Tiim bilesenler distile su igerisinde ¢oziilmiis ve pH 6,2-6,6'ya ayarlanmistir. Durham
tipleri ters olarak test tiiplerine yerlestirilmistir. Besi yeri, 121°C'de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Ekzapolisakkarit deneyi icin Modifiye MRS Broth

MRS BROTH g/l
Pepton 10,0
Lab-Lemco et ekstrakti 10,0
Maya ekstrakti 5,0
Siikroz 100,0
Tween 80 1ml
K2HPO4 2,0
Sodyum asetat 5,0
MgS0Oa4.7H20 0,2
MnSQO4.4H20 0,05
Distile su 1000 ml

Tim bilesenler distile su igerisinde ¢oziilmiis ve pH 6,2-6,6'ya ayarlanmistir. Besi

yeri, 121°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
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Ek 4. Analizlerde kullanilan reaktif ve tamponlu soliisyon igerigi ve hazirlanigi

Nessler Reaktifi Hazirlanisi;

g/ml
Crva (ID)iyodiir( Hgl2) 10
Potasyum iyodiir ( KI) 7
Sodyum hidroksit ( NaOH) 16
Distile su 100

Crva (II) iyodiir ve potasyum iyodiir yaklasik 20 ml ¢oziilerek karigtirtlmistir. Sodyum
hidroksit 50 ml ¢Ozlinmiis ve karigima ilave edilmistir. Toplam hacim 100 ml

tamamlanmistir. Nessler reaktifi (+4 °C) 12 ay muhafaza edilebilmektedir.

Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (PBS)Hazirlamsa ;

g/L
NaCl 8
KCI 0.2
Na2HPO4 1.64
KH2PO4 24
Distile su 1000 ml

Tiim bilesenler distle su igerisinde ¢ozlindiiriilmiistiir. Ph (7,0-7,4) ayarlanmis ve 121

°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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Ek 5. KLA standart soliisyonu hazirlanis1 ve egrisi
KLA Uretimi Deneyi i¢cin Standart Soliisyon Hazirlanmas::

Ekstraksiyon ilk adiminda ne kadar KLA kullanmamiz gerektigini belirlemek i¢in
oncelikle bir kalibrasyon egrisi hazirladik. Bu boliimiin basinda KLA (9-cis, 11-trans, >
%096 saflik) analitik standardi ve n-heksan kullanilmigtir. 20ml KLA standardi ve n-heksan
1:1 oraninda Oolgiilerek bir tiipte karistirildi. Karisik ¢ozelti, amber kahverengi bir

laboratuvar cam reaktif sisesine (50 ml) aktarildi.

Ara stok soliisyonu hazirlamak i¢in 8 farkli konsantrasyonda (0, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20
ve 30pg/ml) 8 adet falcon tiip kullanilmistir. Baslangicta20 pg/ml ve 30 pg/ml KLA
soliisyonlar1 falcon tiiplerine 7.5 ml standart stok soliisyondan (1 mg/ml KLA , n-heksan
karisimi) ve7.5 ml n-heksan kullanilarak 15 ml olacak sekilde hazirlanmistir. Her bos
tiipe7.5 ml n-heksan ilave edildi ve bu konsantrasyonlar (0, 2.5, 5, 7.5, 10 ve 15pg/ml) 20

ve 30 pg/ml ara stok ¢dzeltilerinin 1:1 oraninda seyreltilmesiyle hazirlanmastir.
Hazirlanan stok ve ara stok ¢ozeltileri +4 [1C'de saklanabilir.
UV-Spektrofotometri ile KLA Tayini:

Bu boliimde spektrofotometrik yontem kullanilarak calismamizda uygun KLA
kullanim miktarin1  belirlenmistir 233 nm dalga boyunda maksimum absorbans

degerleriiginkuvars kiivetler kullanilmistir.

[k kalibrasyon (auto zero) n-heksan kullanilmus, diger konsantrasyonlar UV-1800
Spektrohotometer ile 2 paralel olacak sekilde dl¢iilmiistiir. Elde edilen veriler ve hesaplanan

kalibrasyon egrisi tablo asagidaki gibidir.
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T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“GELENEKSEL PEYNIRLERDEN IZOLE EDILMIS LAKTIK ASIT
BAKTERILERININ BAZI PROBIYOTIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI VE
BEYAZ PEYNIR URETIMINDE KULLANIMI” baslikli Yiiksek Lisans tezimdeki biitiin
bilgileri etik davranis ve akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina
uygun olarak hazirlanan bu c¢alismada, bana ait olmayan her tiirli ifade ve bilginin
kaynagma eksiz atif yaptigimi bildiririm. ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her

tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.

Sevda TUNAR BAKAN

12/11/2021
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