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URETIMI iLE BU KULTURLERIN LAKTIiK ASIiT BAKTERI FLORALARININ
TANIMLANMASI VE KARAKTERIZASYONU
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Bu c¢aligsmada, Diyarbakir ve Sanliurfa illerinde farkli siit isletmelerinden alinan ¢ig inek (10 adet) ve
koyun (10 adet) siitlerinden toplam 60 adet geleneksel starter kiiltiir (20 adet termofilik DSK, 20 adet
mezofilik MSS, 20 adet termofilik MSS) iiretilerek, kiiltiir floralarinin laktik asit bakteri yiikii ile
istenmeyen kontaminant varligi ve yiikleri (koliform grubu bakteri, fekal koliform grubu bakteri, E.
coli, S. aureus ve maya-kiif) arastirilmistir. Ayrica, geleneksel starter kiiltiirlerin floralarindan laktik
asit bakteri izolatlar1 alinarak tanimlanmis ve tanimli bakteri suglarinin asit olusturma kapasiteleri ile
E. coli bakterisine kars1 antagonistik aktiviteleri tespit edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda gelistirilen
geleneksel starter kiiltiirler (termofilik DSK, mezofilik MSS ve termofilik MSS) laktik asit bakteri
yiikleri agisindan &zellikle Diyarbakir Orgii peyniri, Dil, Lavas ve Yaprak peyniri gibi pasta filata tipi
yoresel peynirlerin endiistriyel tiretiminde kullanilabilecek uygunlukta olduklari, ancak istenmeyen
kontaminant yiikleri agisindan aymi durumun gegerli olmadig: tespit edilmistir. Geleneksel starter
kiiltiirlerin LAB florasinda, 62 adet Lactococcus spp. (50 adet Lc. lactis spp. lactis, 11 adet Lc. lactis
spp. cremoris, 1 adet Lc. raffinolactis), 29 adet Lactobacillus spp. (19 adet Lb. plantarum, 4 adet Lb.
rhamnosus, 3 adet Lb. brevis, 2 adet Lb. pentosus, 1 adet Lb. paracasei ssp. paracasei), 25 adet
Enterococcus spp. (12 adet E. faecium, 7 adet E. avium, 6 adet E. faecalis), 17 adet Leuconostoc spp.
(8 adet Leu. mesenteroides ssp. mesenteroides, 5 adet Leu. mesenteroides ssp. dextranicum, 4 adet
Leu. lactis) ve 8 adet Pediococcus spp. (Ped. pentosaceus) tanimlanmigtir. Tanimlanan bakteri
suslarindan toplam 20 adet susun, E. coli bakterisine karsi antagonistik aktivite gosterdigi, tiim
suslarmin ise sterilize rekonstitiie siitiin asitligini (24 saat) pH<5.5 degerinin altina diigiirdiikleri tespit
edilmistir. Mevzuata uygun sartlarda sagilan ¢ig siitiin kullanimi sonucu elde edilecek geleneksel
starter kiiltiirler, tilkemizde yoresel peynirlerin endiistriyel iiretiminde Onemli bir firsat olacagi
degerlendirilmektedir. Bu baglamda, 6zellikle AB iilkelerinde gesitli yoresel peynirlerin {iretiminde
kullanim1 tesvik edilen geleneksel kiiltiirlerin, pasta filata tipi peynirler basta olmak {izere ydresel
peynirlerin iiretiminde kullanimu ile ilgili bilimsel ¢aligmalarin yapilmasi iilke ekonomisi ve tiiketici
istekleri agisindan biiylik dnem tasimaktadir. Ayrica, tanimlanan LAB suslar1 arasinda simbiyotik
iliskileri tespit edilen suslardan olusan starter kiiltiir kombinasyonlar1 olusturulmali peynir ve tereyagi
iiretim denemelerinde kullanilarak uygunluklari arastiriimalidir.

ANAHTAR KELIMELER: Geleneksel starter kiiltiirler, mikrobiyolojik flora, laktik asit bakterileri,
bakterilerin teknolojik 6zellikleri



ABSTRACT

PhD Thesis

MICROBIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF TRADITIONAL STARTER CULTURES
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In this study, a total of 60 traditional starter cultures (20 thermophilic DSK, 20 mesophilic MSS, 20
thermophilic MSS) were obtained from raw cow (10 samples) and sheep (10 samples) milk taken
from different dairy plants in Diyarbakir and Sanliurfa provinces and the presence of lactic acid
bacteria and undesired contaminants and loads (coliform group bacteria, fecal coliform group bacteria,
E. coli, S. aureus and yeast-mold) of the culture flora were investigated. In addition, lactic acid
bacterial isolates were identified from the flora of traditional cultures, and also the acidity-building
capacities and antagonistic activities against E. coli were determined. It has been determined that
traditional starter cultures (thermophilic DSK, mesophilic MSS and thermophilic MSS) developed
within the scope of this study are suitable for industrial production of regional pasta filata cheeses
such as Diyarbakir Orgii, Dil, Lavas and Yaprak cheese especially for lactic acid bacteria loads,
however has also been found that the same situation is not valid in terms of unwanted contaminant
loads. In the LAB flora of traditional starter cultures, 62 Lactococcus spp. (50 Lc. lactis spp. lactis, 11
Lc. lactis spp. cremoris, 1 Lc. raffinolactis), 29 Lactobacillus spp. (19 Lb. plantarum, 4 Lb.
rhamnosus, 3 Lb. brevis, 2 Lb. pentosus, 1 Lb. paracasei ssp. paracasei), 25 Enterococcus spp. (12 E.
faecium, 7 E. avium, 6 E. faecalis), 17 of Leuconostoc spp. (8 Leu. mesenteroides ssp. mesenteroides,
5 Leu. mesenteroides ssp. dextranicum, 4 Leu. lactis) and 8 Pediococcus spp. (Ped. pentosaceus) has
been identified. A total of 20 strains from the identified lactic acid bacteria strains were determined to
exhibit antagonistic activity against E. coli and all LAB strains were found to reduce the acidity of
sterilized reconstituted milk below pH 5.5 for 24 hours. The traditional starter cultures obtained from
high quality raw milk, can be considered as an important opportunity to safely transfer the locally
produced raw milk cheese to the industry. In this context, scientific studies on the use of traditional
cultures (which are encouraged in the production of various local cheeses in EU countries) in the
production of local cheeses especially pasta filata types are of great importance in terms of country's
economy and consumer demands. In addition, scientific studies on symbiotic relationships between
defined LAB strains, and the use of different starter cultures combinations in the experimental
production of local cheeses and butter.

KEY WORDS: Traditional starter cultures, microbiological properties, lactic acid bacteria,
technological properties of bacteria
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1. GiRiS Giilten SENOCAK SORAN

1. GIRIS

Gida mikrobiyolojisinde faydali bakteriler, temel olarak fermente gidalarin
iiretilmesinde kullanilan c¢esitli mikroorganizmalar1 tanimlamaktadir. Siit; zengin
bilesim 6geleriyle insanlar i¢in degerli bir gida oldugu kadar mikroorganizmalar igin
de iyi bir beslenme kaynagidir. Siit, sagimla birlikte mikroorganizmalarla kontamine
olmakta ve bulasan mikroorganizmalar uygun sicaklikta hizla ¢ogalmakta ve siitiin
dayanikliligimi azaltmaktadir. Bu nedenle, dayaniklilik siiresini arttirmak, naklini
kolaylastirmak ve gida cesitliligini arttirmak i¢in eskiden beri siit cesitli iirlinlere
islenmektedir. Bu baglamda, yogurt ve peynir, insanoglunun en eski kiiltiir
miraslarindan sayilmaktadir. Ozellikle peynir, siit iiriinleri igerisinde gesitliligi en
fazla olan {irlindiir ve diinyanin hemen her bdlgesinde tiiketilen bir siit {irliniidiir

(Golge, 2009; Kamber, 2005; Kaynar, 2011).

Ulkemizde, 130 civarinda y&resel peynir cesidinin iiretildigi tahmin
edilmektedir. Bu peynirler, daha ¢ok kiigiik 6l¢ekli mandira ve aile isletmelerinde ¢ig
stitten iiretilmekte ve ¢ogunlukla iiretildikleri bolgelerde tiiketilmektedir. Bunlardan
{iretim teknolojileri birbiriyle benzerlik gosteren Dil, Orgii, Yaprak ve Lavas gibi
fermente telemesi haslanan peynirler Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde geleneksel
yontemlerle {iiretilmektedir. Ancak bu peynirler, son yillarda tilkemizin farkli
bolgelerindeki biiyiik olgekli siit isletmelerinde de ¢ig veya pastorize inek siitlinden

tiretilmeye baslanmistir (Karaca ve Giiven, 2004; Tan, 2004; Anonim., 2005).

Yogurt, peynir ve tereyagl gibi fermente siit {irlinlerinin {iretiminde rol alan
laktik asit bakterileri dogal olarak siitte bulunmakta veya starter kiiltlir olarak siite
ilave edilmektedir (Lombardi ve ark., 2004; Kose ve Ocak, 2014). Peynirin
olgunlagma prosesinin ilk asamasinda LAB’ i laktoz fermantasyonunda 6nemli rol
almakta irettikleri laktik asit ile peynir pihtisina asit tadi vermekte, pihtilasmaya
yardimct olmakta ve karakteristik peynir tekstiiriiniin olusumuna yardimci
olmaktadir. Ayrica fermente siit iirlinlerinde bozulmaya neden olabilecek bakterilerin
gelisimini inhibe etmekte ve ¢esitli aroma bilesiklerini tiretmektedirler (Duan ve ark.,

2007).
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Cig siitten tretilen peynirlerin tiiketilmesi sonucunda cesitli enfeksiyon ve
intoksikasyon riski bulunmaktadir. Pastdrize siitten iiretilen peynirlerde ise
tiikketicinin arzuladig1 tekstiirel ve duyusal 6zelliklerin olusmadigi bilinmektedir.
Endiistriyel peynir iiretimlerinde, gida glivenligi ve tiiketici saglig1 acisindan siitiin
mutlaka pastorize edilmesi, Uriiniin tekstiir ve karakteristik duyusal ozellikleri
bakimindan iiretimde starter kiiltiir kullanilmasi teknolojik bir zorunluluk olarak

ortaya ¢cikmaktadir.

Peynir iiretiminde geleneksel starter kiiltlirler ile DSS tipi starter kiiltiirler
kullanilmaktadir. Geleneksel starter kiiltiirlerin bakteri bilesimi tanimli degildir,
cogunlukla kaliteli ¢ig siit veya PAS’nun fermentasyonu sonucu iiretilmekte ve
dogrudan veya cogaltildiktan sonra pastérize siitiin kullanildig1 peynir iiretiminde
kullanilmaktadir. DSS tipi starter kiiltlirler ise, bakteri bilesimleri bilinmekte, ticari
olarak c¢ogunlukla konsantre liyofilize formda, cogaltilmadan direk {iretimde
kullanilmaktadir. Ancak, DSS tipi starter kiiltlirlerin kullanimi sonucu {iretilen
peynirlerin tekstiir ve karakteristik duyusal 6zellikleri, geleneksel olarak ¢ig siitten
tiretilen muadillerini karsilamaktan uzaktirlar. Bu problem, yoresel peynirlerimizin
pastorize siitten yapilacak iretimlerinde, Ozellikle kiicik ve orta Olgekli siit
isletmelerinde, geleneksel starter kiiltlirlerin  kullanimi ile ¢d6ziilebilecegine
inanilmaktadir. Bu baglamda termize ve pastdrize siitten tretilen Geleneksel Dil
peynirinin tekstiirel ve duyusal 6zellikleri bakimindan, ¢ig siitten yapilan muadili ile

farkliligin tespit edilmedigi bildirilmistir.

Bu baglamda, ililkemizde 6zellikle yogurt ve ekmek hamuru iiretiminde, halk
arasinda maya olarak adlandirilan ve bir onceki iiretimden alinan yogurt ve eksi
hamur, starter kiiltiir olarak yaygmn bir sekilde kullamildigi, ancak yoresel

peynirlerimiz tiimiiniin hala ¢ig siitten tiretildigi bilinmektedir.

Avrupa Birligi (AB) iilkelerinde c¢esitli peynirlerin iiretimi i¢in gelistirilen ve
son yillarda geleneksel peynirlerimizin endiistriyel {retimlerinde kullanimi
yayginlasan DSS tipi starter kiiltiirlerinin, geleneksel peynirlerimizin karakteristik

duyusal ozelliklerini kazandirma noktasinda yetersiz kaldigi bilinmektedir. Bu
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nedenle, ¢ig siit ve ¢ig siitten yapilan peynir floralarindan tanimlanan yoéreye 6zgii
laktik asit bakteri kombinasyonlarindan olusan farkli starter kiiltiirlerin geleneksel
peynirlerin endiistriyel iiretimlerine uygun starter kiiltiir tipi/tiplerinin gelistirilmesi
onem tasimaktadir. Ayrica Italya, Almanya ve Isvigre basta olmak iizere AB
ilkelerinde farkli peynirlerin iretiminde kullanilan geleneksel starter kiiltiirlerin
yoresel pasta filata tipi peynirlerimiz (Kasar, Dil, Diyarbakir Orgii ve Lavas vs.)
basta olmak lizere yoresel peynirlerimizin liretimlerine uygunluklarinin arastirilmasi

toplum saglig1 ve tiiketici istekleri agisindan 6nem tagimaktadir.

Bu calismada, Diyarbakir ve Sanlrfa illerinde (Karacadag bolgesi) farkli siit
isletmelerinden bireysel olarak alinan c¢ig siitten geleneksel starter kiiltlir elde
edilmesi, Tdretilen bu kiiltiirlerin yoresel peynirlerimizin pastorize siitten
gerceklestirilen iiretimlerine uygunluklarinin irdelenemesi ile bu kiiltiirlerin laktik
floralarinin tanimlanmasi, tanimlanan bakterilerin bazi teknolojik 6zelliklerinin tespit
edilerek DSS tipi starter kiiltlir olarak kullanilma performanslarinin aragtirilmasi

amagclanmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Kuramsal Bilgiler

2.1.1. Laktik asit bakterileri

Mikrobiyoloji bilim dalinin dogusu ile birlikte, tabiatta ¢ok yaygin olarak
bulunan laktik asit bakterileri ile ilgili ¢alismalar baslamistir. Ik kez 19. Yiizyil
sonlarinda siitte fermantasyona ve koagulasyona yol agan bakteriler laktik asit
bakterileri olarak isimlendirilmis ve daha sonraki yillarda Lactobacillaceae familyasi

icinde smiflandirilmiglardir (Yildirim, 2001).

Morfolojik agidan ¢ok degisken 6zellik gosteren (kisa veya uzun, comak veya
kok sekilli) familya tiyeleri fizyolojik agidan oldukca benzer 6zellik gostermektedir.
Tim iyeler Gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan, fakultatif anaerob,
cogunlukla homofermantatif, hareketsiz, cubuk veya kok seklinde bakteriler olarak
tanimlanmaktadir. Bu bakterilerin dogal ortamlart siit ve siit mamdiilleri, islenmemis
taze veya fermente olmus bitkilerdir (Albayrak, 2017; Mathur ve Singh, 2005;
Kayagil, 2006; Kushiro ve ark., 2009).

Laktik asit bakterilerinin morfolojik o6zellikleri, glukozu fermente edebilme
yetenekleri, farkli sicaklik ve tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme ve asit/alkali
ortamlara karsi direng gostermelerine gore smiflandirilabilmektedir. Bu bakteriler,
zorunlu homofermentatif ve zorunlu heterofermentatif olarak iki ana gruba
ayrilmaktadir. Ancak Lactobacillus cinsi i¢in ti¢lincii bir grup olarak fakiiltatif grup
da bulunmaktadir (Axelsson, 2004).

Laktik  asit  bakterileri,  Aerogenes, Alloicoccus, Carnobacterium,
Dolosigranulum,  Enterococcus, Globicatella, Lactocabillus, Lactococcus,
Lactosphaera, Leuconotoc, Mlissococcus, Oenococcus, Weisella, Pediococcus,

Streptococcus, Tetragenococcus ve Vagococcus olmak iizere 17 gruptan olugmakta
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(Stiles ve Holzapfel, 1997; Albayrak, 2017), ancak bunlardan Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconotoc ve Streptococcus olmak iizere 4 grup siit endiistrisinde
kullanilan starter kiiltiir kombinasyonlarinda yer almaktadir. Enterococcus grubunun
ise bagirsak orijinli olmalari ve bazilarinin patojen olmalarindan dolayi, starter
bilesimlerinde yer alip/almamalar1 ile ilgili tartigmalar devam etmektedir. Ancak bu
bakteriler, geleneksel starter kiiltiirler ile olgun peynir florasinda baskin bir sekilde
bulunduklar1 ve aroma gelisimine olumlu katki sagladiklar1 bilinmektedir.
Enterococcus, Lactococcus, Leuconotoc ve Streptococcus tiirleri morfolojik olarak

kok, Lactocabillus tiirleri ise basil formundadir (Kilig, 2001).

2.1.1.1. Lactococcus cinsi bakteriler

Lactococcus (Lc.) cinsi bakteriler homofermentatif, mikroaerofilik, Gram-
pozitif bakterilerdir. Bu bakteri cinsinin iiyeleri, 10 °C’ de gelisebilirken 45 °C’ de
gelisim gosteremezler ve glukozdan L(+) laktik asit olusturma yetenegine sahiptirler.
Lactococcus cinsi bakteriler Lc. garvieae, Lc. piscium, Lc. plantarum, Lc.
raffinolactis ve Lc. lactis olmak tizere bes farkli tiir igermektedir. Ancak, bu tiirler
arasinda yalnizca Lc. lactis siit teknolojisinde starter kiiltlir olarak yaygin kullanim
alanma sahiptir. Bu tiir, Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris olmak
tizere iki alt tiir ile 6nceleri Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis olarak bilinen
daha sonra Cit" lactococci olarak adlandirilan bir biovaryete igermektedir (Schleifer
ve ark., 1985; Stiles ve Holzapfel, 1997). Cit" lactococci, yiiksek diasetil iiretme
yetenegi ile Lc. lactis subsp. lactis ve Lc. lactis subsp. cremoris alt tiirlerinden ayirt
edilmektedir (Samarzija ve ark., 2001).

2.1.1.2. Leuconostoc cinsi bakteriler

Leuconostoc (Leu.) cinsi bakteriler, morfolojik olarak zincir ya da grup kok
seklinde, sekeri heterofermentatif olarak fermente etmeleri, D-laktat sentezlemeleri
ile Lactococcus tiirlerinden ayirt edilmektedirler. Leuconostoc cinsi bakteriler
tereyagl iretiminde kullanilan starter kiiltiir bilesimlerinde yer alirlar ve sitrat
metabolizmalar1 sonucunda diasetil sentezlemelerinden dolayr aroma olusumunda

onemli role sahiptirler (Cogan, 1995).
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2.1.1.3. Streptococcus cinsi bakteriler

Streptococcus (Str.) cinsine ait yaklasik 50 tiir ve alttiir bulunmaktadir. Gram
pozitif olan bu tiir ve alttiirler yuvarlak sekilli ve zincir formunda (0.2—0.5 um
capinda) bulunurlar (Cogan, 1995). Bu cins bakterilerin en tipik o6zellikleri, kalin
hiicre duvarma sahip olmalar1 ve glukozu aerobik yolla metabolize etmeleridir.
Streptococcus cinsine ait bazi tiirler patojenik karakter tasirken bazi tiirler ise hastalik
etmeni olmayan saprofit karakterlidirler. Streptococcus cinsine ait yalnizca Str.
thermophilus tiirii starter kiiltiir bilesimlerinde yer almaktadir. Bu bakterinin en
yaygin kullamldig: siit iiriinleri yogurt, Kasar ve bazi Italyan ve Isvigre tipi sert

peynir gesitleridir (Limsowtin ve ark., 2002).

Str. thermophilus bakterisi, ¢iftli ve zincir olarak kok sekilli hiicrelerden
olusmakta, karbonhidratlar1 glikoliz yoluyla metabolize ederek L-laktat
sentezlemekte, ancak galaktozu fermente edemedigi bildirilmektedir. Bu bakterinin
45 °C’de gelisebilmesi, Lactococcus ve Leuconostoc tiirlerinin ise 40 °C’de
gelisememesi, bu bakteri tiirlerini birbirinden ayirt etmektedir. Bu &zelliginden
dolay1r Str. thermophilus bakterisi, geleneksel starter kiiltiirlerde bulunan
Enterococcus tiirleri ile karistirilmasina neden olmaktadir. Ancak, birgok
Enterococcus sp. 10 °C, 6.5 g NaCIl/L tuz ve pH 9.6’da gelisebilmesine ragmen, bu
bakteri gelisememektedir (Cogan, 1995).

2.1.1.4. Enterococcus cinsi bakteriler

Enterococcus (E.) cinsi bakteriler, hayvan ve insan bagirsak sisteminde, siit
tirtinleri ve diger fermente gidalarda yaygin olarak bulunmaktadirlar. Bu bakteriler,
0.5-1.0 um ¢apli oval, uzun zincir formunda bulunur ve genellikle hareketsizdirler.
E. faecalis, E. faecium ve E. durans sit uriinlerinde en sik rastlanan tiirlerdir
(Andrighetto ve ark., 2001; Giraffa, 2003; Suzzi ve ark., 2000).

Tuza ve asitlige karst olan direnglerine bagli olarak bu bakterilerin

poplilasyonlar1 peynirlerde 5-7 kob/g diizeylerine kadar ulasabilmektedir. Sitrati
6
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metabolize edebilme yeteneklerinden dolayr peynirin olgunlasmasma ve aroma
gelisimine katkida bulunabilmektedirler. Enterococcus cinsi bakteriler, Feta,
Mozzarella ve Cebreiro gibi farklt Avrupa tipi peynirler basta olmak iizere peynir

endiistrisinde starter kiiltiir kombinasyonunda kullanilmaktadirlar (Giraffa, 2003).

Bu bakteriler, hayvanlarin sindirim atiklarinda, toprakta, kirli suda, hayvansal
gidalarda bulunabilmektedirler. Bu bakteriler primer patojen olarak bilinmezler,
fakat genellikle ikincil patojen olarak Ozellikle insan bagisikligini tehlikeye atan
bakteriler i¢inde tanimlanmaktadir (Larson ve ark., 2008). Ayrica gidalarda
istenmeyen biyojen aminlerin olusumunda bu bakterilerin etkili oldugu
bildirilmektedir (Diiz ve Fidan, 2016; Goncii ve ark., 2017). Tiim bu olumsuzluklara
ragmen, Enterococcus cinsi bakteriler, asitlik, proteolitik ve lipolitik aktiviteleri,
sitrati metabolize etmeleri, probiyotik oOzellikleri ve bakteriyosin sentezleme
yeteneklerinden dolayi, fermente gida endiistrisinde onemli olduklari bildirilmektedir
(Andrighetto ve ark., 2001; Sarantinopoulos ve ark,. 2001; Franz ve ark., 2003;
Foulquie Moreno ve ark., 2006; Ogier ve Serror, 2008).

Enterococcus cinsi bakterilerin pastérizasyon normuna direngli olmalari, farkli
substratlari metabolize etmeleri, diisik ve yiiksek sicaklik, ekstrem pH ve tuz
konsantrasyonlarina adapte olmalari nedeniyle, siit ve et gibi ¢ig ve 1sil islem
uygulanan gida tiriinlerinden izole edilebilmektedirler. Ayrica bu bakteri grubu, tiriin
isleme siiresince son iirlinde bulunmalarindan dolay1, 6zellikle peynir ve fermente et
gibi iriinlerin florasinda baskin olarak bulunmaktadirlar (Franz ve ark., 2003,
Giraffa, 2003).

Ayrica Enterococcus cinsi bakteriler, geleneksel starter kiiltiirlerin florasinda
onemli diizeyde bulunmaktadirlar (Mohammed ve ark., 2009). E. facium ve E.
faecalis tiirleri bircok fermente iirlinde tespit edilmistir. Bu iki bakteri hizli asit
tiretmeleri, mezofilik kiiltiirlerin kullanildigi Cheddar peyniri gibi sert peynirlerin
iretiminde uygulanan yiliksek sicaklik normunda canliliklarin1 koruyabilmeleri
nedeniyle starter kiiltlir olarak kullanilabilmeleri i¢in ideal 6zellikler tasimaktadirlar.

Geleneksel kiiltiirler ile olgun peynirlerin florasinda 6nemli sayida bulunmalari ve bu
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peynirlerin aromalarmin olusumunda pozitif etki gostermelerine inanildigindan
dolay1, yukarida anilan iki bakteri tiirlinliin starter kiiltiir olarak kullanimlarinin
yeniden tartisilmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Her iki bakteri tiirii, 10 ve 45 °C
sicaklikta ve pH 9.6’da gelisebilmekte ve D grup antijen igcermektedir. Ancak,
Enterococcus cinsi bir¢ok yeni tiir, D grup antijen igermemekte, 45 °C’ de ve yiiksek
tuz konsantrasyonunda gelisememekte, dolayisiyla klasik ve konvansiyonel
metotlarla identifiye edilmeleri miimkiin olmamakta ve Lactococcus tiirleri ile ayirt
edilememektedir (Axelsson, 2004; Cogan, 1995; Cetin, 2002).

Cizelge 2.1. Starter kiiltiir bilesiminde yer alan kok sekilli bakterilerin ayirici karakteristik 6zellikleri

Gelisme durumu

Bakteri tiirleri Laktat izomeri 10°C 45°C 6.59 NaClI/L
Lactococcus sp. L + - -
Leuconostoc sp. D + - -
Str. thermophilus L - + -
Enterococcus sp. L + + +

2.1.1.5. Lactobacillus cinsi bakteriler

Lactobacillus (Lb.) cinsi bakteriler, gram-pozitif, katalaz negatif, spor
olusturmayan c¢ubuk ya da kokobasil seklindedirler. Glikozu karbon kaynag: olarak
kullanan Lactobacillus cinsi bakteriler ya homofermentatif (%85” den fazla laktik
asit) ya da heterofermentatif (laktik asit, CO, ve etanol ve/veya asetik asit) 6zellik
gosterirler. Bu cins bakteriler, starter ve/veya destek kiiltiir (adjunct culture) ya da
starter olmayan LAB olarak peynirin olgunlasmasi ve aroma gelisimine etKi
etmektedirler. Lactobacillus cinsi bakterilerin sitrat metabolizmasi sonucu olusan
asetat, etanol, asealdehit ve diasetil gibi karbonil bilesikler, peynirin tat- aroma
gelisimine katkida bulunmaktadir (Rea ve Cogan, 2003; Mama ve ark., 2002).

Lb. paracasei subsp. paracasei, Lb. acidophilus, Lb. plantarum, Lb.
delbrueckii subsp. lactis bakterilerine ait suslar peynir tiretiminde kiiltiir ya da destek
kiltiir olarak kullanilabilmektedir (Giraffa ve Rosetti, 2004).
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Bu cins bakteriler karbonhidrat metabolizmasina bagl olarak thermobacterium,
streptobacterium ve betabacterium olmak {izere 3 gruba ayrilmaktadirlar.
Thermobacterium grubu bakteriler, obligat homofertatiftirler, hekzoslar1 laktata
metabolize ederler, pentozlari fermente edemezler, glukozdan gaz olusturmazlar ve
15-45 °C’de gelisebilirler. Bu grup i¢inde yer alan Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lb. delbrueckii subsp. lactis ve Lb. helveticus bakterileri, ticari starter kiiltiir
bilesimlerinde yer almaktadirlar. Lb. delbrueckii subsp. delbrueckii bakterisi ise
muhtemelen laktozu fermente edemediginden dolay1 starter kiiltiir bilesiminde yer
alamamaktadir. Bagirsak orijinli olan Lb. acidophilus bakterisi, yogurt iiretiminden
sonra yogurda ilave edilmekte, ancak asit tiretiminde 6nemli bir rolii olmadigindan
dolay1, starter kiiltiir olarak kabul goérmemekte, ancak saglik {izerinde olumlu

etkisinin oldugu diisiincesiyle starter bilesimlerinde yer almaktadir (Kilig, 2001).

Streptobacterium grubu bakteriler, hekzoslar1 fakiiltatif heterofermentatif
olarak fermente ederler. Bu baglamda yiiksek seker konsantrasyonunda hekzoslar
glikoliz yoluyla laktata parcalarlar, diisiik seker konsantrasyonunda ise, hekzoslar
heterofermentatif olarak laktat, etanol/asetat ve CO;’te fermente ederler, pentozlar
ise fosfoketolaz yoluyla laktat ve etil alkol/asetat ve CO,’te metabolize etmelerinin
yani sira, pentozlardan laktik asit ve asetik asit olusturma 6zelliklerine sahiptirler ve
23-35 °C’de gelisirler (Kilig, 2001). Temelde 4 alttiirden olusan Lb. casei ve Lb.
plantarum bakterileri, geleneksel kiiltiir floralarinda yaygin olarak bulunurlar. Bu iki
bakteri Lb. curvatus ile birlikte olgun peynir florasinda da bulunurlar. Bu grup
bakteriler sekerleri homofermentatif olarak metabolize ederler, 15 °C’ de

gelisebilirler, ancak 45 °C’ de gelisemezler (Cogan, 1995).

Betabacterium grubu bakteriler ise heterofermentatif tiirlerdir ve heksozlari
%50 oraninda laktik asit, etanol ve CO,’ e fermente ederler. Glukozdan gaz,
fruktozdan mannitol olustururlar, 15 ve 45 °C’de gelisimleri tiirlere gore degisiklik
gosterirler. Lb. fermentum, artisanal kiiltiir floralarinda yaygin olarak bulunmakta

olup, obligat heterofermentatif olup ve 45 °C’ de gogalabilir (Kilig, 2001).
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2.1.2. Diger cins bakteriler

Bifidobacterium, Propionibacterim ve Brevibacterium tiirii bakteriler de
fermente siit iriinlerinde yiiksek sayida bulunmaktadirlar. Bifidobacterium tiirleri,
saglik tizerindeki olumlu etkilerinden dolay1 liretim sonrasi fermente siit iirtinlerine
ilave edilirler. Bu bakteri tiirleri katalaz negatif, obligat anaerob ve sekerlerden laktat
(ve asetat) {liretmelerine ragmen LAB olmayip, gram pozitif eubacteria’nin
Actinomyces altinda yer alirlar. En fazla yaygin kullanilan tiirti, Bf. longum’dur. Bu
bakteriler barsak orijinli olup, N kaynag: olarak NH;"de kullanabilirler (Fenderya ve
Akalin, 2003).

Isvigre tipi peynirlerde  Propionibacterium tiirleri  bulunmaktadir.
Propinobacterium tiirleri, katalaz pozitif olup, anaerobik sartlarda daha iyi
gelismekte, optimum gelisme sicakliklar1 30-37 °C’ dir. Isvigre tipi peynirlerde laktik
asiti (3 mol), propionik asit (2 mol), asetik asit (1 mol) ve CO, (1 mol)’ ¢
doniistiiriirler. Karbondioksit, Isvigre tipi peynirlerde biiyiikk gdzenekli yapinin
olusmasin1 saglamaktadir. Geleneksel Isvigre tipi peynirlerde, peynir iireticileri
propionik asit bakterilerinin peynire kontamine olmasini beklemektedirler. Ancak
giinimiizde adi1 gecen peynirin iiretiminde mayalama Oncesi pastorize siite ilave

edilen starter kiiltiir bilesimlerinde bu bakteriye yer verilmektedir (Cogan, 1995).

Brevibacterium linens bakterisi, Limburger ve Brick gibi yiizeyi olgunlastirilan
peynirlerin yiizey mikrofloralarinda bulunmakta olup gram pozitif ve diizensiz ¢ubuk
sekillidirler (Cogan ve Accolas, 1996).

2.1.3. Starter kiiltiir tipleri

Fermente siit tiriinlerinin iiretiminde kullanilan starter kiltiirler, temel olarak
iki gruba ayrilmaktadir (Limsowtin ve ark., 1996). Bunlar;

1. Geleneksel starter kiiltirler
a. Dogal (Artisanal) starter kiiltiirler

b. MSS kiiltiirleri (Mixed strain starters, bakteri karisimi belli olmayan kiiltiirler)

2. DSS tipi kiiltiirler (Defined-strain starters, karisimi belli olan kiiltiirler)

10
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2.1.3.1. Geleneksel starter kiiltiirler

2.1.3.1.1. Dogal (artisanal) starter kiiltiirler

Bu kiiltiirler, direk olarak bir onceki iiretimden tiiretilmektedir. Bunun igin,
fermente {rlinlin son {iretiminden bir par¢a alinarak bir sonraki {iretimde
kullanilmaktadir. Ornegin, bir Yunan peynir cesidi olan Kopanisti, bir &nceki
iretimden bir kisim peynir alinarak, drene olmus piht1 ile karistirilmasi sonucu
tretilmektedir (Limsowtin ve ark., 1995). Geleneksel olarak iilkemizde, yoresel
yogurt liretiminde starter kiiltlir olarak bir onceki yogurttan bir kisim alinarak, 1sil
islem gormiis ve inkiibasyon sicakligina kadar sogutulmus siitlere ilave edilmesi,
veya ekmek hamuru iiretiminde maya olarak eksi hamurun kullanilmasi 6rnek olarak

verilebilir.

Daha yaygm bir sekilde, bazi Italyan ve Isvigre tipi peynir ¢esitlerinin
tiretiminde 'peyniralti suyu starterleri’ (PAS, whey starters) kullanilmaktadir. Bu
amagla, bir O6nceki giliniin liretiminden elde edilen PAS, selektif sartlarda (yiiksek
sicaklik ve diisiik pH) inkiibe edilerek PAS starteri elde edilmektedir. Veyahut, bazi
Italyan tipi peynir gesitlerinin (Italico, Mozzarella, Montasio gibi) iiretiminde 'dogal
stit starterleri' (natural milk starters) kullanilmaktadir. Bu kiiltiirler, siitiin termize
edilerek yiiksek sicaklikta inkiibasyonu ile {iretilmekte ve genellikle Str.

thermophilus i¢ermektedir.

Dogal kiiltiirler, peynir isletmesinde her giin tretilmekte, iiretim yiiksek
inkiibasyon sicaklig, 1s1l islem ve diisiik pH gibi selektif sartlarda gerceklesmektedir.
Bu nedenle, mikrofloranin bilesenleri arasinda bir yarisma ve antogonizm sonucu
arzulanan mikroflora olusmaktadir. Sonu¢ olarak, bu tip kiiltiirlerin bilesimi,
kompleks ve nispeten degisken olup tiir ve sus seviyesinde tanimlanmamaistir.

Genellikle LAB' nin birkag tiiriinden olusmuslardir (Limsowtin ve ark., 1995).
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2.1.3.1.2. MSS kiiltiirleri

Artisanal kiltiirler, fajlarin bulasmamasi amaciyla herhangi bir 6zel 6nlemin
alinmadigr isletme ortaminda gilinliik cogaltilan ve LAB' nin tanimlanmamis
karisimindan  olugsmaktadir. Kiiltiirlerin ~ giinlik olarak ¢ogaltilmasi, starter
bilesiminin diizensiz degismesine, bu da standart kalitede peynir {retimini
zorlastirmasina neden olmaktadir. Bu problemin ¢éziimii amaciyla, ticari MSS starter
kiltiirleri gelistirilmistir. MSS kiiltiirlerinin de bilesimi, tam olarak bilinmemektedir
(Limsowtin ve ark., 1995). Kaliteli peynir iiretilmesini saglayan dogal kiiltiirler,
laboratuvar ortaminda kontrollii sartlarda MSS kiiltiirlerinin hazirlanmasinda inokiil
olarak kullanilmaktadir. Bununla beraber, bu tip karisimi belirsiz kiiltiirlerin
kontrollii sartlarda bile siirekli ¢ogaltilmasi, kiiltiirii olusturan bilesenler arasinda
oransal olarak degisiklige neden olabilmektedir. Modern uygulamada, ¢ogaltma
islemleri minimize edilmis ve MSS Kkiiltiirleri normal veya konsantre formda
dondurularak veya liyofilize edilerek muhafaza edilerek ticareti yapilmaktadir
(Limsowtin ve ark., 1996; Ugiincii, 2005).

Normal formda dondurulmus veya liyofilize edilmis farkli firmalar tarafindan
ticareti yapilmaktadir. MSS kiiltiirleri, aseptik olarak steril siite transfer edilmekte,
stit pthtilagana dek inkiibe edilmekte ve ana kiiltiir olarak iiretilmektedir. Daha sonra,
ara kiiltlir ve isletme kiiltiirii hazirlanmaktadir. Laboratuvar imkanlari kisitli olan bazi
kiigiik siit isletmelerinde kiiltiirlin aseptik sartlarda ¢ogaltilmasi, bakimi ve
muhafazasi problem olusturdugundan bircok firma MSS Kkiiltiirlerini, isletme
kiiltiriniin direk tretimi veya peynir siitiiniin direk inokiilasyonunu saglayacak

sekilde iiretmektedirler (Limsowtin ve ark., 1996; Ugiincii, 2005).

Italya ve Fransa gibi bircok Avrupa iilkelerinde, termofilik MSS kiiltiirleri
Isvigre tipi peynirler ile telemesi yiiksek sicaklikta 1sil islem goren peynirlerin
tiretiminde kullanilmaktadir. Bu kiiltiirler, aseptik olmayan sartlarda ¢ogaltilmakta,
dolayistyla ayn1 zamanda faj icermektedirler. Bu kiiltiirler, artisanal PAS
kiiltiirlerinden elde edilmektedir. Ornegin, kaliteli Emmental peyniri iireten

isletmelerden c¢ok sayida dogal MSS kiiltiiri toplanarak farkli testlerden
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gecirilmektedir. Bu testler sonrast olumlu olarak degerlendirilen Kkiiltiirler, s6z
konusu peynir ireticilerine dagitilmak {izere secilmektedir. Segilen kiiltiirler,
dondurularak veya liyofilize edilerek muhafaza edilmekte, daha sonra bu
kiltlirlerden sivi kiiltiirler hazirlanarak peynir isletmelerine dagitilmaktadir. MSS
kiiltiirleri, dogu ve bati Avrupa kitasinda ¢ok genis bir cografyada kullanilmaktadir.
Italya gibi bazi iilkelerde MSS Kkiiltiirleri veya bunlarin artisanal prekdsiirleri,
geleneksel peynir iiretiminin gerceklestigi bolgesel idareler tarafindan kullanilmalari
wsrarla tavsiye edilmektedir. Giiniimiizde bu tip kiiltiirlerin kullanimina olan ilgi de
artmistir. Son yillarda MSS Kkiiltiir teknolojisindeki gelismeler, bu kiiltiirlerin
tiretiminde daha fazla kontrol saglanmis ve daha iyi starter kiiltiir performansi elde

edilmistir (Limsowtin ve ark., 1996).

2.1.3.2. DSS kiiltiirleri

DSS Kkiiltiirlerinin tir ve sus diizeyinde bilesimleri bilinmektedir. Bu
kiiltirler, genellikle iki veya daha fazla LAB tiirii igermekte, mezofilik veya
termofilik veyahut mezofilik ve termofilik LAB tiirlerinin bir karisimidirlar. (Neve,
1995).

Mezofilik tek tiir igeren DSS kiiltiirleri, faj enfeksiyon ihtimalinden dolay1
kullanimlar1 ~ smirhdir  ve faj enfeksiyonu sonucu, aktiviteleri tamamen
kaybolmaktadir. Bu nedenle, DSS kiiltiirleri, birden fazla LAB tiiri
kombinasyonundan olusmaktadir. Faj enfeksiyonunun engellenmesi i¢in en 6nemli
asama kuskusuz, kiiltir ¢iftlerinden olusan rotasyon isleminin takip edilmesidir.
Giinliik olarak, kiiltiirlerin rotasyona tabi tutulmalari 6nem tagimaktadir. Rotasyon
isleminde, iki farkli tiiriin farkli suslar1 ardisik olarak tiretimde kullanilmaktadir.
Kullanilan kiiltiir ciftlerinin, faj enfeksiyon duyarhiliklarinin farkli olmasi 6nemlidir.
Ideal olarak, rotasyondaki suslarm higbirisinin aym faj tarafindan enfekte

edilememesi 6nemlidir (Cogan ve Accolas, 1996; Neve, 1995; Ugiincii, 2005).

Termofilik MSS kiiltiirlerinin basarili bir sekilde fermente telemesi yiiksek

sicaklikta 1s1] islem goren peynirlerin tiretiminde kullanilmalar1 sonucu, termofilik
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MSS kiiltir kombinasyonlar1 izole edilerek tanmimlanmis ve teknolojik
karakterizasyon islemleri yapilarak ticari tretimleri gerceklestirilmektedir.
Giliniimiizde termofilik DSS kiiltiirleri, dondurulmus veya liyofilize edilmis olarak
ticareti yapilmaktadir. Fransa' da Str. thermophilus ve Lb. helveticus bakterilerini
iceren termofilik DSS kiiltiirleri, Emmental ve Gruvyere tipi peynirlerin iiretimi igin
gelistirilmistir. Bakteri tiirleri, bireysel olarak g¢ogaltilmakta, santrifiij yardimiyla

konsantre edilmekte, liyofilize veya dondurulmaktadir (Limsowtin ve ark., 1995).

Gliniimiizde sayilar1 fazla olmayan firmalar, ticari starter kiiltlirleri liretmekte
ve uluslararasi ticaretini yapmaktadirlar. Ticari starter kiiltiirler, isletme kiiltiirtiniin
hazirlanmas1 (normal) veya direk tretimde (konsantre) kullanilabilecek sekilde
dondurulmus veya liyofilize kiiltiir olarak iiretilmektedir. Bu kiiltiirler, genellikle
birden fazla tanimli LAB tiirlerinin karigimi olarak hazirlanmakta ve performans
karakteristikleri (asit tiretim, tat-aroma {retimi gibi) ile ilgili isletmelere bilgi
sunulmakta, ancak sus bazinda kiiltiriin bilesimi sadece iiretici firma tarafindan

bilinmektedir (Ugiincii, 2005).

Ulkemizde direk iiretimde kullamilan ticari DSS kiiltiirleri (konsantre liyofilize
veya konsantre dondurulmus kiiltiirler), siit isletmelerinde fermente siit iirlinlerinin
tiretiminde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Boylece, isletmelerde aktif isletme
kiltiriinin  hazirlanmasina gerek kalmamaktadir. Konsantre DSS kiiltiirlerinin
tiretiminde, dondurma veya liyofilize edilmelerinden dolay1, Ar-Ge ¢alismalari igin
daha fazla yatirnma ihtiya¢ duyulmakta ve bu nedenle ¢ogaltmali kiiltiirlere oranla

pahalidirlar.
2.1.4. Laktik asit bakterilerinin izolasyon ve tanimlanmasi
2.1.4.1. Fenotipik ve biyokimyasal testlerle tanimlama
Mikroskopta incelendiginde hiicrenin boyutlar1 (eni, boyu, capi) arasinda,

kiltir kosullarina gore degiskenlik gosterebilen boyuna oranla bakteri ¢api daha

stabil bir deger gostermektedir. Bu nedenle bir kiiltiiriin safligin1 degerlendirmeye
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yarayan ilk deger, bakterilerin ¢apina aittir. Laktik asit bakterilerinin cins ve tiire
gore degismekle birlikte genel olarak kok, diizgiin ¢ubuk ve diizensiz ¢ubuk olmak

tizere 3 farkli morfolojik gériintimleri vardir (Kilig, 2001).

Laktik asit bakterilerinin taksonomik farklilasmasinda, fizyolojik ve
biyokimyasal Ozelliklerinin kolayca saptanabilmesi ve endiistriyel uygulamalarda
¢ok onemli olduklarinin ortaya konulmasmin rolii biiyliktir. Laktik asit bakteri
tiirlerinin izolasyonu ve sayimi selektif besiyerleri aracilig ile gergeklestirilmektedir.
Uygun selektif besiyerinden saf kiiltiir olarak izole edilen bakterilerin daha sonra
klasik yontemlerle Gram reaksiyonu, mikroskobik morfolojisi ve katalaz aktiviteleri
belirlenmektedir. Yapilan testler sonucunda spor olusturmayan ¢ubuk/kok seklinde,
Gram-pozitif ve katalaz-negatif olarak degerlendirilen izolatlar laktik asit bakterisi

olarak ayrilmaktadir (Schillinger ve Liicke, 1987).

Bakteri suslarinin cins diizeyinde tanimlanmasinda, bakterilerin farkli sicaklik
ve pH degerlerinde ve farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisebilmeleri,
karbonhidratlar1 fermente edebilme durumlari, oksijene karsi toleransi, besin ihtiyaci,
antibiyotiklere karsi duyarliliklar1 ve boya maddeleri ile verdigi reaksiyonlar gibi
fenotipik ve biyokimyasal testlerden yararlanilmaktadir. Bu testler ¢ogu zaman
bakterilerin siniflandirmasinda karisikliga neden olmakta ve bakterilerin alttiir ve sus
diizeyinde tanimlanmalarinda yeterli goriillmemekte antibiyotik direncligi, faj icerigi,
hiicre duvari bilesiminin tanimlanmasi, hiicre proteinlerinin molekiil agirliklarinin
karsilastirilmasi, laktat dehidrogenaz gibi enzimlerin elektroforetik teknikler ile

belirlenmesi gibi yontemler de kullanilmaktadir (Coeuret ve ark., 2003).

2.1.4.2. Molekiiler yontemlerle tanimlama

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi ve siniflandirilmasinda kullanilan
biyokimyasal ve fenotipik metotlar hem uzun siirmekte, hem de ¢ogu zaman
siniflandirmada yetersiz kalmaktadir. Siniflandirmanin esas amaci, tiirlerin alt
gruplarin tekrar iiretilebilir uygun belirtegler (marker) kullanarak tanimlamaktir. Son

yillarda gelistirilen baz1 molekiiler tekniklerin bakteri tiirlerinin siniflandirilmasinda
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kullanilabilecegi belirlenmistir (Giraffa ve Rossetti, 2004). Aymi tiire ait farkli
suslarin birbirlerinden ayristirilmasi ve tanimlanmasinda, SDS-PAGE, spesifik
problar ile DNA hibritlemesi, Randomly Amplified Polymorphic-PCR (RAPD-
PCR), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE), Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), ¢ogaltilmig
par¢ca uzunluk polimorfizmi (AFLP) ve 16S-23S rDNA sekans dizi analizi gibi
modern molekiiler tekniklerden yararlanilmaktadir (Giraffa ve ark., 2000; Sofu,
2017). Bu yontemlerden sadece bir tanesini kullanarak bakteri izolatlari cins, tiir, alt
tir ve sus diizeyinde ve yiiksek duyarlilikta tanimlanmaktadir. Her yOntemin
uygulama kolayligi, tekrar edilebilirlik, ekipman gereksinimi ve ¢éziime ulagsmadaki

kesinlik diizeyleri agisindan avantaj ve dezavantajlart bulunmaktadir.

Bir bakteri susu, ayni kosullar altinda gelisimini siirdiirmesi durumunda ayni
proteinleri iretmektedir. Tam-hiicre (whole-cell) proteinlerinin  SDS-PAGE
yontemiyle ayrigtiritlmasi, tamimlamada kullanilan protein parmak izi analizi
tekniklerinden biridir. Bu teknik basit ve ucuz olmasi nedeni ile laktik asit
bakterilerinin siniflandirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (De Angelis ve
ark., 2001; Hebert ve ark., 2000).

PCR (Polymerase Chain Reaction), klasik tanimlama yontemlerinin yani sira
bakterilerin molekiiler diizeyde tanimlanmasi amaciyla yaygin olarak basvurulan bir
tekniktir. Bu teknik ile klonlamaya gerek kalmaksizin hedef DNA’ nimn in vitro
ortamda enzim yardimiyla ¢ogaltilmasi saglanmakta ve 3-5 saatte yaklasik 20.000
baza kadar olan spesifik genlerin 300 milyon kadar kopyas1 amplifikasyon sonucu
sentezlenmektedir. PCR teknigi, denatiirasyon (Cift iplik¢ikli ¢ogaltilacak DNA’nin
yiiksek sicaklik derecesinde tekli iplikciklere ayrilmasi), hibridizasyon (annealing,
primerlerin uygun sicaklikta kaynak DNA’ ya baglanmasi) ve amplifikasyon
(extension, DNA polimeraz (Taq, Pfu, Vent, Tth) ile primerlerden itibaren zincirin
uzamasi) asamalarindan olugsmaktadir. Bu teknik, denatiirasyon sonucu birbirinden
ayrilmis olan DNA 6rnekleri 15-30 baz uzunlugunda iki oligoniikleotid primerleri
(sentetik primerler), yiiksek sicakliga dayanikli Taqg DNA polimeraz I enzimi ve dort

tiir ANTP” nin gorev almasi sonucu gergeklesmektedir. Bu enzim polimerlesmeyi 70-
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85 °C arasinda yapmaktadir. PCR ile uygun sartlarda saniyede 75 niikleotid
sentezlemektedir. Cift sarmalli DNA, 90-95 °C’ de 2-3 dakika 1sitilarak birbirinden
ayrilmakta, ayrilan herbir iplik¢igin 3> uglarmma oligoniikleotidler (DNA
iplikgiklerine es bazlardan olusan kisa tek iplikgikli DNA pargasi) baglanmaktadir.
Bu baglanma 45-55 °C arasinda gergeklesmekte ve primer yapisindaki G ve C baz
sayisindaki artisa bagli olarak sicaklik artisi yapilmaktadir. DNA polimeraz enzimi
ortamdaki dNTP’ leri kullanarak 70-75 °C’ de polimerizasyonu tamamlamaktadir.

Polimerizasyon 5°—3” yoniinde gergeklesmektedir (Dilsiz, 2009).

PCR ile ¢ogaltilan DNA segmenti bundan sonra bir reaksiyon enzimi ile
kesilmekte, olusan DNA fragmentleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten
sonra etidyum bromid ile boyanmakta ve ultraviole 1sik tizerinde incelenmektedir.
DNA bantlari, DNA’ nin etidyum bromid ile olusturdugu floresans 6zelligine bagl
olarak siyah zemin {izerinde beyaz bantlar halinde gorinmektedir (Dilsiz, 20009;

Somma ve Querci, 1998).

2.1.4.3. API kiti ile tanimlama

Mikroorganizmalarin genel grup profillerine gore hazirlanmis cesitli sayida
klasik biyokimyasal testten olusan kullanima hazir API 50 CH, API 20 Strep, LRA
Zym ve APl AZM gibi enzimatik kitler, saf kiiltiirlerin karbonhidratlar1 fermente
edebilme Ozelliklerinden faydalanilarak, laktik asit bakteri izolatlarinin
tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Test kitinden alinan sonuglar, veri

tabaninda yer alan bakteri tiirleri ile tanimlanmaktadir (Coeuret ve ark., 2003).

API kitleri ile yapilan tanimlama prosediirii asagida 6zetlenmistir.
o Saf bakteri kltirti steril tuzlu su veya distile su ile karistirilarak bakteri
siispansiyonu hazirlanmaktadir.
e Bakteri siispansiyonunun prosediirde belirtilen yogunlukta yani McFarland
yogunlugunda olmasina dikkat edilmektedir.
e  Hazirlanan siispansiyon stripteki kuyulara dagitilmaktadir.
e  Alti ¢izili olan kuyularin iizerine 2 damla mineral yag damlatilmaktadir (Ornegin

ADH kuyusu alt1 ¢izili oldugunda bunun tizeri mineral yag ile kaplanmalidir)
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e  NIT seklinde kuyularm tamami bakteri slispansiyonu ile doldurulmaktadir.

Sekil 2.1. API kuyusu

Normalde API kuyular1 A boliimiine kadar siispansiyon ile doldurulmaktadir.
Eger ilgili kuyunun alti ¢izili (Or: ADH) ise A boliimii bakteri siispansiyonu ile B
boliimii de mineral yag ile doldurulmaktadir.

Eger ilgili kuyunun alt1 NIT seklinde ise A ve B boliimleri bakteri siispansiyonu ile
doldurulmaktadir.

e Bakteri ile ekimi yapilan strip inkiibasyona (24 saat) alinmakta ve bu siire

sonunda degerlendirme tablosuna gore degerlendirilmektedir.

Sonuglar API WEB?’ e girilerek bakteri tanimlanmasi yapilmaktadir
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Prensip olarak API stribi, sckerlerin enzimatik aktivitesi ya da
fermentasyonunun belirlenmesi i¢in dehidrate substratlar igeren mikrotiiplerden
olugsmaktadir (Sekil 2.3 ve 2.5). Enzimatik testler, substratlar1 yeniden hidrate etmek
icin kullanilan saf kiiltiirden yapilmis yogun organizma siispansiyonu ile inokiile
edilmektedir. Inkiibasyon periyodu sirasinda ortaya c¢ikan metabolik son iiriinler
spontan olarak ya da reaktiflerin eklenmesiyle ortaya c¢ikan renk degisiklikleri
meydana gelmektedir. Reaksiyonlar, okuma tablosuna gore okunmakta, tanimlama
ise analitik profil indeksi ya da bilgisayar tanimlama programi kullanilarak

yapilmaktadir (Anonim, 2018).
2.1.5. Laktik asit bakterilerinin baz1 teknolojik 6zellikleri
2.1.5.1. Asit olusturma kapasitesi

LAB’i, glukozu yalnizca laktik asit veya bunun yaninda diger iirlinlere
fermente edebilme 6zelliklerine gore homofermentatif ve heterofermentatif olarak 2
ana gruba ayrilmaktadir. Homofermentatif LAB, karbohidratlar1 fruktozdifosfat
(FDP) yolu ile fermente ederek (%90) laktik asit tiretmektedirler. Heterofermentatif
LAB ise, FDP yolunun 6nemli enzimlerinden aldolaz ve trioz-fosfat izomeraz

enzimine sahip olmadiklarindan FDP yolunu kullanamamaktadir. Dolayisiyla bu
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bakteriler tarafindan glukozun yikimi, pentozfosfat (PP) yolu ile olmakta ve sonugta
laktik asit ile birlikte yaklasik esdeger miktarda etil alkol/asetik asit ve karbondioksit
iretilmektedir (Kilig, 2001; Cogan ve Accolas, 1996).

Laktik asit bakterileri karbonhidrati metaboliz ederek laktik asit iiretmeleri
sonucu pH’ da azalmaya neden olurlar. Ortamin asitliginde diisiis olur, peynirin tat,
aroma ve yapisinda énemli degisimlere meydana gelmektedir. Bundan dolay1 laktik
asit bakterilerinin asit olusturma Kkapasiteleri fermente siit riinlerinin tat-aroma

tekstiiriiniin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (Con ve Gokalp, 1994).

2.1.5.2. Antimikrobiyal maddeler

2.1.5.2.1. Hidrojen peroksit

Bazi laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkileri, H,O, iiretimlerine
dayandirilmaktadir. Ancak bu etkinin organik asitler ve diger metabolitlerin
kombinasyonu ile saglandig ifade edilmektedir (Con ve Gokalp, 1994). H,0, yalniz
bagina antimikrobiyal aktivite gosterdigi gibi, ¢ig siitte dogal olarak olusan ve ayni
zamanda inhibitor bir sistem olan laktoperoksidaz sisteminde de fonksiyon
gostermektedir (Davidson ve Hoover, 1993). Bu sistemin olusmasinda,
laktoperoksidaz, tiyosiyanat ve H,O, olmak iizere 3 temel bilesen bulunmaktadir.
Gram negatif psikrotroflar {izerine oldukga etkili olan bu sistemin, yeterli aktivite
gosterebilmesi i¢in 0.5-1.0 ppm laktoperoksidaz, 100 U/mL H,O, ve 0.25mM
tiyosiyanat’a ihtiya¢ duyulmaktadir. Siitte normal olarak 30 ppm laktoperoksidaz, 1-
2 U/mL H,0; ve 0.02-0.25 mM tiyosiyanat bulunmaktadir (Jay, 1992). Bu sistemde
rol alan H,O,’nin kaynag1 da glukoz oksidaz enzim sistemine sahip olan LAB’dir.
Gida maddelerine H,O, ilavesi, arzu edilmeyen bir¢ok mikroorganizmanin
inaktivasyonu igin basit ve etkili bir metoddur (Banwart, 1989). Mikroorganizmalar
tizerine H,O;’nin inhibitor etkisi, konsantrasyon ve muamele suresi ile mikrobiyal
yik, sicaklik, pH, inorganik iyonlar, UV veya diger koruyucularla
mikroorganizmalarin muamele edilmis olmasi gibi faktorlerden etkilenmektedir.

Reaktif kapasitesinin yiiksek olusu ve hidroksil radikali (OH) gibi sitotoksik oksijen
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tiirleri meydana getirmesinden dolay1, H,O, ¢ok gii¢lii bir oksidanttir (Juven ve ark.,
1992).

2.1.5.2.2. Bakteriosinler
Bakteriosinler, LAB tarafindan fiiretilen yakin akraba tiirler iizerine etkili olan
ve protein/peptid yapisinda, hassas hiicrelerdeki reseptorlere baglanan ve iiretimi

bliyiik oranda plazmid DNA tarafindan kodlanan antimikrobiyal metabolitlerdir
(Okereke ve Motville, 1991).

Cizelge 2.2. Bakteriosin iireten bazi laktik asit bakterileri, iirettikleri bakteriosinler ve etki spektrumlari

Bakteriosin iiretici  Uretilen Etki spektrumu
organizma bakteriosin
Lb. acidophilus Lactocin B Lactobacillus sp.
Lactocin F Lactobacillus sp., Enterococcus sp.
Lb. helveticus Helveticin J Lactobacillus sp.
Lactocin 27 Lactobacillus sp.
Lb. plantarum Plantaricin A Laktik asit bakterileri
Lactocin B Laktik asit bakterileri, S. aureus, C. botulinum sporlari
Lb. sake Sakacin A Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Enterococcus sp.,

L. monocytogenes
Laktik asit bakterileri

Lactocin S
Lc. lactis ssp. lactis Nisin Gram pozitif bakteriler
Lc. lactis ssp. cremoris Nisin Gram pozitif bakteriler
Lc. lactis ssp. cremoris Diplococcin Lactococcus sp.
Lc. lactis ssp. cremoris DLactostrepcins Lactococcus sp., Streptococcus sp., Lactobacillus sp.
Cit+ Lactococci
Ped. acidilactici Pediocin PA-1 Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Pediococcus sp., L.
monocytogenes
Pediocin AcH Lactqbacillus sp., Leuconostoc sp., S. aureus, C.
perfringens, L. monocytogenes
Ped. pentosaceus Pediocin AcH Lactobacillus sp., Pediococcus sp., S. aureus, C.

perfringens, C. botilinum

Bakteriyosinler, tretici sus disinda, bakteriler iizerinde bakteriyosidal ve
bakteriyostatik etki gostermektedirler. Laktik asit bakterilerinin tiim cinslerinde
bakteriosin iiretiminin tespit edildigi, 6zellikle Lactococcus ve Lactobacillus cinsi

bakteriler tarafindan bu metabolitlerin iiretimi yaygmn oldugu bildirilmektedir
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(Davidson ve Hoover, 1993). Bu baglamda, bakteriosin iireten bazi LAB tiirleri,

tirettikleri bakteriosinler ve etki spektrumlar1 Cizelge 2.2°de 6zetlenmistir.

Gidalarda dogal olarak bulunan veya starter kiiltiir olarak ilave edilen bazi
laktik asit bakterilerinin kendileri disinda saprofit ve patojen bakteriler basta olmak
tizere mikroorganizmalara karsi antagonistik aktivite gostermektedirler (Con ve
Gokalp, 1994).

2.1.5.2.3. Diger antimikrobiyal bilesenler

Diasetil: Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus ve Pediococcus cinsi
bakterilerin bazi tiir ve suslar1 tarafindan tretilmektedir. Diasetilin, 170 ppm
tizerindeki konsantrasyonda inhibitor etki gosterdigi, starter Kiiltiir ilave edilerek
tiretilen fermente gidalardaki diasetil seviyesinin genellikle bu degerden ¢ok daha
diisiik oldugu, bu nedenle diasetil bilesiginin tek basina inhibitor etki gostermedigi,
sentezlenen diger metabolitler ile beraber inhibitor etkiye katki saglayabilecegi ifade
edilmektedir (Davidson ve Hoover, 1993).

Etil alkol: Heterofermentatif laktik asit bakterileri tarafindan karbonhidratlarin
fermentasyonu sonucu diger metabolitler ile birlikte alkol de sentezlenmektedir.
Yaygin olarak kullanilan etil alkol orta diizeyde antimikrobiyal bir ajan olup vejetatif
hiicrelere kars1 yikict etkisi halen tartismali olmakla birlikte, genellikle patojen
bakterilerin biiyiik ¢ogunluguna kars1 bakterisit etki gostermektedir (Con ve Gokalp,
1994).

Karbondioksit: Heterofermentatif laktik asit bakterileri, karbonhidratlarin
fermentasyonu sonucu laktik asit ve asetik asit/etil alkol gibi iiriinlerin yaninda CO,
tiretmektedirler (Con ve Gokalp, 1994).

2.1.5.3. Ekzopolisakkarit iiretimi

LAB birkag farkli polisakkarit iiretme yetenegine sahiptir. Polisakkaritler,

sitoplazmada karbon ve enerji kaynaklar1 olarak, bakteri hiicre duvarinin bilesenleri
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olarak veya hiicrenin dis uzantilar1 olarak bulunabilir. Eksopolisakaridleri (EPS),
hiicrenin harici polisakkaritleridir ya serbest polisakkaritler olarak eklenir ya da
atilirlar. LAB'den izole edilen EPS'yi agiklayan isimlendirme belirsizdir. Mukoid
slime ireten, ve ropy, olarak tanimlanmiglar ve bilesimleri ve yapilart ¢ok
heterojendir. Birkag benzerlik kompozisyon ve yapi gozlenmistir, ancak cogu
fermente siit i¢in kalin bir kivam vermektir. Cesitli Lactococcus lactis ssp. cremoris
suslar1 Cevre kosullar tarafindan belirlenen EPS, ropy ve mukoid formlar1 en az iki
ayr1 fenotipik ifade ettigi gosterilmistir. Ropy EPS iireten LAB suslar1 villi, langfil
veya filmjolk denilen kalin fermente siit iiretimi i¢in Iskandinav iilkelerinde
kullanilmistir. Giiniimiizde, EPS iireten LAB suslari, reolojik 6zellikleri gelistirmek,
sinerezi Onlemek ve stabilizatorlerin yerini almak ig¢in yogurt, eksi krema ve
cirpilmis soslarda kullanilmaktadir. Tiiketici dogal gida talepleri sonucu,EPS son
zamanlarda firin dolgusu konserve gidalar, kuru karisimlar, dondurulmus gidalar,
soslar, gravyler, islenmis peynirler ve meyve suyu igecekler. gibi diger gida
tirtinlerinde kimyasal stabilizatorlerden ziyade dogal olarak potansiyelleri i¢in daha

yogun olarak calisilmaya baslandi (Knoshaug ve ark., 2000).

2.1.5.4. Proteolitik ve lipolitik aktivite

Proteolitik sistem siitte  fermente Trtinleri gelisim esnasinda kazeini
parcalayarak esansiyel aminoasitleri hiicrelere saglar ve fermente siit {iriinlerinin
organoleptik  ozelliklerinin gelisimi  katkisindan dolayr sanayide Onemlidir.
Lactococcus lactis kazein proteolizi i¢in Proteoliz, transport, peptidoliz ve bunlarin
regiilasyonu i¢in en yaygin olarak ¢alisilan LAB 6rnegidir. Hiicrelerin besin islemine
ek olarak polipeptitte hiicresel proteoliz diizenleyici proteinlerin temel diizeylerini
diisiik tutmak ve artik ihtiya¢ duyulmadiklarinda onlar kaldirarak kalite kontrol ve
bircok diizenleyici devrede kritik rol oynar. Endiistriyel silire¢lerin bir pargasi olarak
LAB tarafindan proteolizi i¢ceren metabolik aktiviteleri etkileme olasilig1 olan ¢esitli
stres kosullarina meydan okunur. LAB’nin ¢evresel stres cevaplarindan dolay1 son
yillarda bu bakterilere ilgi artmaktadir. LAB'de stresle iliskili proteoliz hakkindaki
mevcut bilgilerimiz hemen hemen sadece L. lactis iizerine yapilan c¢alismalara

dayanmaktadir (Savijoki ve ark., 2006).
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2.1.5.5. Tat-aroma bilesiklerinin iiretimi

Laktik asit bakterilerinin énemli bir diger 6zelligi, fermente siit iiriinlerinde
cesitli aroma maddelerini sentezlemeleridir. Bu maddeler, iiretim tekniklerine,
olgunlagsma ve tirtin 6zelliklerine bagli olarak ¢esitlilik gosterirler. Siit tirtinlerinin
karakteristik tat-aromasi, agirlikli olarak mezofilik ve termofilik starter bakteriler
tarafindan sentezlenen laktik asit, asetik asit, formik asit, biitirik, piruvik, oksalik ve
stiksinik asit gibi ugucu/ugucu olmayan organik asitler ile asetaldehit, diasetil, aseton

gibi karbonil bilesiklerinden kaynaklanmaktadir (Tamime ve Robinson, 2007).

Ayrica, bircok laktik asit bakterisi amino asitlerden aroma bilesenlerini
sentezleme yetenegine sahiptirler. Ornegin, Lc. lactis subsp. lactic, Lc. lactis subsp.
cremoris, Lb. lactis, Lb. helveticus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ve Lb. casei
bakterileri, metiyoninden metanetiyol, dimetilsiilfid ve dimetiltrisiilfid olusturma
yetenegine sahiptirler. Peynir teknolojisi agisindan aroma olusumunu destekleyen en
onemli metabolik yol sitrat metabolizmasidir. Laktik asit bakterilerinin sitrat
metabolizmast zayif olmakla birlikte, Ozellikle bazi mezofilik laktik asit
bakterilerinin sitrat metabolizmas: siit triinlerinde tat-aroma olusumunda birincil
Ooneme sahiptir. Sitrat, agirlikli olarak Lactococcus spp. ve Leuconostoc spp. gibi
mezofilik bakteriler tarafindan metabolize edilmekte ve cesitli tat-aroma bilesikleri
sentezlenmektedir. Bu baglamda, Cit (+) Lactococci ve Leuconostoc tiirlerinin sitrati
metabolize etme yetenekleri, sitrat permeaz enzimine sahip olmalarindan
kaynaklanmaktadir (Fitzgerald ve Hill, 1996).
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2.2. Literatiir Ozeti

Bu boéliimde, laktik asit bakterilerinin izole edildigi geleneksel siit iirtinleri,
fermente sit triinlerinde starter kiiltir olarak kullanilan laktik asit bakterileri ile bu

bakterilerin fenotipik 6zellikleri ile ilgili yapilan ¢aligmalar 6zetlenmistir.

Grana Padano peynirinin {iretiminden alinan peyniralti suyundan iiretilen
termofilik PAS kiiltirii florasinda dominant olarak Lb. helveticus, Lb. delbrueckii
ssp. lactis, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ve Lb. fermentum bakterileri tespit
edilmistir (Lazzi ve ark. 2004). Baska bir ¢aligmada, Grana Padano ve Parmigiano
Reggiano gibi sert peynirlerin tretiminde kullanilan PAS kiiltiir florasinin Lb.
helveticus, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. delbrueckii ssp. lactis, Lb. fermentum
ve Str. thermophilus igerdigi saptanmistir (Giraffa ve ark. 1997). Parente ve ark.
(1997) ise pasta-filata tipi peynirlerin tiretiminde kullanilan dogal termofilik PAS
kiltirii  florasindan elde ettikleri 156 adet izolattan, basil sekilli olanlarinin
cogunlukla Lb. helveticus; kok olanlarinin ise Lactococcus ve Enterococcus cinsi

bakteriler oldugunu saptamislardir.

Bagka bir calismada ise, pasta-filata tipi Caciocavallo Pugliese peynirinin
uretiminde kullanilan PAS kiiltir florasimin Lb. delbrueckii, Lb. fermentum, Lb.
gasserri, Lb. helveticus ve Str. thermophilus suslarindan olustugu tespit edilmistir.
Izole edilen bakteriler, sdzkonusu peynirin iiretiminde kullanilmis ve peynirin
bilesim, mikrobiyal, biyokimyasal ve tekstiirel 6zelliklerine etkisi arastirilmistir
(Gobbetti ve ark. 2002). Arjantin’de sert peynirlerin iiretiminde kullanilan termofilik
PAS kiiltiirlerinin LAB florasinin Lb. helveticus (%66-97.5), Lb. delbrueckii subsp.
lactis (%2.5-33) ve Str. thermophilus (%0-1) bakterilerinden olustugu; asitlik ve
proteolitik aktivitelerinin sirasiyla %1.20-1.70 laktik asit (LA) ve 20-230 pg
tirozin/mL; %0.30-0.58 LA ve 0.0-17.0 pg tirozin/mL; %0.22—-0.28 LA ve 0.0 pg
tirozin/mL olarak hesaplandigi bildirilmistir (Reinheimer ve ark. 1996). Koyun
stitiinden iretilen Pecorino Sardo peyniri ile s6z konusu peynirin iiretiminde
kullanilan PAS kiiltiriiniin (Scotta innesto, 42-45 °C’de 18-20 saat) LAB

florasindan elde edilen 453 adet izolatin Lb. delbrueckii, Lb. helveticus ve Str.
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thermophilus, Lb. casei ve Enterococci tiiri bakterilerden olustugu tespit edilmistir
(Mannu ve ark. 2002).

Termofilik MSS Kkiiltiirleri, Italya (colture naturali in siero), Isvigre
(rohmischkulturen) ve Fransa’da, mezofilik MSS kiiltiirleri ise daha ¢ok Iskandinav
iilkeleri, Almanya ve Italya’da cesitli peynirlerin iiretiminde kullanilmaktadir
(Accolas ve Auclair, 1983; Parente ve Cogan, 2004). Isvicre ve Italyan tipi
peynirlerin tiretiminde kullanilan termofilik MSS kiiltiirlerinin Str. thermophilus, Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. delbrueckii ssp. lactis ve Lb. helveticus gibi
termofilik LAB’den olustugu bildirilmistir. Gouda peynirinin liretiminde kullanilan
mezofilik MSS kiiltiir florasinin kompleks oldugu ve bilesiminde Lc. lactis ssp.
lactis, Lc. lactis ssp. cremoris, cit (+) Lactococci (Lc. lactis ssp. lactis biovar.
diacetylactis) ve Leuconostoc tiirlerinin bulundugu bildirilmistir (Wouters ve ark.
2002).

Ertiirkmen ve Oner (2015) yaptiklar1 bir calismada, laboratuvar sartlarinda ¢ig
siitten dretilmis 7 adet beyaz peynir Orneginden aldiklari toplam 145 LAB
izolatlarindan 25’nin Lactococcus spp., 22° nin Enterococcus spp. ve 30’nin ise
Lactobacillus spp. olarak belirlemiglerdir.

Cogan ve ark. (1997) 35 adet geleneksel siit iirlinlinden (24 adet geleneksel
peynir, 6 adet dogal starter ve 2 adet fermente siit) elde ettikleri toplam 4379 adet
izolatin identifikasyon ve karakterizasyonunu yaparak endiistriyel fermente siit
iriinlerinin tiretiminde kullanilabilecek LAB tiirlerini tespit etmislerdir. Arastiricilar,
izolatlarin %38’i Lactococcus, %]17’si Enterococcus, %14’t Str. thermophilus,
%12’si mezofilik Lactobacillus, %10’u Leuconostoc ve %9’unun ise termofilik
Lactobacillus cinsi LAB oldugunu saptamiglar ve test edilen 1582 adet Lactococcus
ve 482 adet mezofilik Lactobacillus izolatinin, sirasiyla sadece %8 ve %2’nin 30
°C’de 6 saatte siitiin pH’sim1 <5.3’e diistirebildikleri; Str. thermophilus, termofilik
Lactobacillus ve Enterococcus cinsi bakterilerin ise sirasiyla, %53, %32 ve

%13 {inlin ayn sartlarda (30 °C, 6 saat) siitiin pH’sin1 <5.3 degerine disiirdiklerini
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belirlemiglerdir. Aragtiricilar, tanimlanan bazi LAB izolatlarinin fermente siit

tirlinlerinin iiretiminde kullanilabilecek potansiyelde olduklarini ifade etmislerdir.

Mozzarella peynirinin iiretiminde kullanilan PAS kiiltiirii bilesiminin kompleks
ve degisken oldugu, bilesiminde daha ¢ok Lactococcus spp. ve termofilik
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp. ile gesitli mayalarin bulundugu bildirilmistir
(Addeo ve Coppola, 1983; Coppola ve ark. 1988; Oberg ve ark. 1991; Morea ve ark.
1998). Diger bir calismada ise, Mozzarella peynirinin liretiminde kullanilan PAS
kiiltiriniin LAB florasinda birgok termofilik Streptococci ve Lactobacilli tiirlerinin
varlig1 ortaya konmustur (Coppola ve ark. 1988). Bu bakteriler, liretimi kontrol altina
alinan Comte peyniri ile peynir iiretiminde kullanilan PAS kiiltiiriiniin florasinda da

tespit edilmistir (Bouton ve ark. 1998).

Siit mikrobiyologlar1 tescil edilen geleneksel peynirler ile bu peynirlerin
tiretiminde kullanilan dogal kiiltiirlerin, LAB i¢in 6nemli bir kaynak olduklari
gerceginin farkina varmislardir. Son yillarda s6zkonusu geleneksel teknolojilerle ¢ig
stitten yapilan geleneksel fermente siit iirlinleri (Gomez ve ark. 1999; Celik ve ark.
2005; Madrau ve ark. 2006; Torres-Llanez ve ark. 20006) ile ¢ig siitten ve peyniralti
suyundan tretilen dogal kiiltiirlerin (Coppala ve ark. 1988; Reinheimer ve ark. 1996;
Cogan ve ark. 1997; Candioti ve ark. 2002; Gobbeti ve ark. 2002; Hynes ve ark.
2003; Perotti ve ark. 2005; Madrau ve ark. 2006) mikroflorasindan izole ettikleri
yabani LAB’ni karakterize etmis ve peynir iiretim denemelerinde kullanmislardir. Bu
amagla, Reggianito Argentino peyniri liretiminde dogal PAS Kkiiltiirii (kontrol) ve bu
kiiltirin florasindan elde edilen Lb. helveticus bakterisini igeren (deneme peyniri)
farkl1 sus kombinasyonlarinin serbest yag asitleri profiline etkisi arastirilmistir.
Serbest yag asidi profili acisindan deneme peynirleri ile kontrol peynirleri arasinda
onemli farkliligin olmadig: (Perotti ve ark. 2005), starter kiiltiir olarak Lb. helveticus
suslariin, dogal PAS Kkiiltiirlerinin avantajlarim1  sagladigi, peynir yapimi ve
olgunlagsmasinda standardizasyonun saglanmasi acisindan da bu suslarin 6nemli
oldugu bildirilmistir (Perotti ve ark. 2004). Baska bir calismada, s6zkonusu peynirin
tiretiminde termofilik PAS kiiltiirii (kontrol) ile farkli Lb. helveticus suslarinin

kullantminin peynirin bilesiminde bir degisiklife neden olmadigi, {iiretilen tim
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peynirlerin iyi kalitede oldugu; ancak kontrol ve deneme peynirlerinin aroma ve
tekstliir bakimindan farkli oldugu bildirilmistir. Bu baglamda Lb. helveticus
suslariin, peynirin sekonder proteoliz diizeyini yiikselttigi ve duyusal 6zelliklerini

degistirdigi tespit edilmistir (Candioti ve ark. 2002).

Cig siit ile olgunlasma periyodu boyunca geleneksel Pecorino Sardo peynirinin
florasindan Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus ve Enterococcus cinsi toplam
275 LAB izolati elde edilmistir. Lc. lactis, Str. thermophilus, Lb. helveticus ve Lb.
casel tiirlerine ait toplam 175 adet izolat tanimlanmis ve teknolojik 6zellikleri tespit
edilmistir. Bu bakteriler teknolojik 6zelliklerine gore bir araya getirilerek termize
stitten yapilan sdzkonusu peynirin iretiminde starter olarak kullanilmistir. PAS
kullanilarak pastorize siitten tretilen kontrol peynirlerine oranla, deneme
peynirlerinde amino asit diizeyinin 6nemli diizeyde yiiksek oldugu bildirilmistir
(Madrau ve ark. 2006). Diger taraftan, geleneksel Fresco peynirinin dominant laktik
florasinin Lc. lactis ssp lactis, E. faecium ve Lb. casei bakterilerinden olustugu ve
izole edilen bu bakteri suslarinin pastorize siitiin kullanildig1 adi gegen peynirin

tiretiminde starter olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Torres-Llanez ve ark. 2006).

Cig koyun ve keg¢i siitii veya karisimlarindan iiretilen geleneksel Manura
peynirinde olgunlagsma periyodu boyunca LAB’nin dominant floray1 olusturdugu,
bunlardan Leu. mesenteroides ssp. cremoris, P. pentasaceus ve Lb. paracasei ssp.
paracasei bakterilerinin olgun peynirde fazla sayida bulundugu ve tanimlanan
bakterilerin Manura peynirinin iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir (Gerasi ve ark. 2003). Geleneksel Pecorino del Poro peyniri florasindan
alinan 225 adet izolat cins diizeyinde, 18 adet izolat ise tiir dlizeyinde tanimlanmuistir.
Tanimlanan bakterilerden Lb. paracasei ssp. paracasei ve Lb. curvatus bakterilerinin
E. coli bakterisine kars1 en iyi antagonistik aktivite gosterdigi ve Lactobacillus tiirti
bakterilerin s6zkonusu geleneksel peynirin hijyenik kalitesinin diizeltilmesi amaciyla

kullanilabilecegi bildirilmistir (Caridi, 2003).

Cig keci siitiinden yapilan Tenerife peynirinin olgunlasma periyodu boyunca

mikrobiyal florasindaki degisim, Zarate ve ark. (1997) tarafindan incelenmistir.
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Aragtiricilar, periyot boyunca peynir florasinda Lc. lactis ssp. lactis (lactococci
izolatlarmin %78.9°u), Lb. plantarum (lactobacilli izolatlarinin %56.9’u) ve Lb.
paracasei ssp. paracasei (lactobacilli izolatlarinin %37.2’si) bakterilerinin dominant
oldugunu bildirmislerdir. Peynir florasinda, Lc. lactis ssp. lactis ve Lb. plantarum
populasyonunun olgunlagsma periyodu baslangicinda fazla oldugu ve periyot sonunda
azaldigi, Lb. paracasei ssp. paracasei populasyonunun ise tam tersi bir durum
sergiledigi ve periyodun 60. giinlinde dominant tiir oldugu saptanmistir. Ayrica,
leuconostoc olarak tanimlanan izolatlarin %81.8’nin Leu. mesenteroides ssp.

dextranicum oldugu ve periyot sonunda azaldigi saptanmistir.

Pisano ve ark. (2006) ise, sert yapida olan geleneksel Fibre Sardo peynirinin
olgunlagma periyodu boyunca laktik florasinin Lc. lactis, E. faecium, Lb. plantarum

ve Lb. casei bakterilerinden olustugunu bildirmistir.

Karacadag yoresinde iiretilen yari-sert geleneksel Orgii peynirinin dominant
laktik florasinin Lactobacillus (%40) ve Enterococcus (%38.87) cinsi bakterilerden
olustugu bildirilmistir. Peynir florasinda tiir bazinda, Lb. curvatus, Lb. parabuchnerti,
Lb. paracasei, Lb. plantarum, E. durans, E. faecalis, E. faecium ve E. hirae, Lc.
lactis (%9.81) ve Ped. acetilactici (%3.40) tespit edilmistir. Ayrica, laktik asit iiretim
kapasitesi ve antagonistik Ozellikleri saptanan termofilik ve homolaktik
Lactobacillus cinsi bakterilerin pastorize siitiin kullanildig1 peynir tiretiminde starter
kiiltiir olarak kullanilmalarinin s6z konusu olabilecegi ifade edilmistir (Celik ve ark.
2005).

Uretim teknolojisi bakimindan geleneksel Orgii ve Dil peynirlerimizle
benzerlik gosteren Mozzarella peyniri, lrilinlin karakteristiklerinin  korunmasi
amaciyla yasayla koruma altina alinan bir peynir gesididir. Bu peynir Italya’da,
yaygin bir sekilde endiistriyel boyutta iiretilmektedir. Bir¢ok isletme bu peynirin
tiretiminde geleneksel teknolojiyi kullanmaktadir. Bu peynirin endiistriyel iiretiminde
pastorize siit ve starter olarak dogal PAS kiiltiirii veya Str. thermophilus ve Lb.

helveticus karisimindan olusan ticari DSS kiiltiirlerinin kullanilmasi zorunludur
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(Addeo ve Coppola, 1983; Coppola ve ark., 1988; Oberg ve ark., 1991; Morea ve
ark., 1998).

Uysal (2008) yapmis oldugu ¢alismada ¢ig, termize ve pastorize siit kullanarak
tirettigi deneme Dil peynirini salamurada 10£1°C’de 90 giin siireyle olgunlagtirarak
termofilik PAS kiiltlirliniin Dil peynirinin {iretimine uygunlugunu arastirmistir.
Aragtirici, termofilik PAS kiiltiirti kullanilarak termize ve pastorize slitten iiretilen
Dil peynirleri ile ¢ig slitten yapilan peynirler arasinda bilesim, biyokimyasal ve
duyusal parametreler agisindan istatistiksel olarak onemli bir farkliligin tespit
edilmedigi, tiiketici saghigt ve gida giivenligi acisindan ¢ig siitten iiretilen Dil
peynirinin olgunlagma periyodunun 90. giiniinde dahi risk tasidigi, buna karsin
termize siitten yapilan peynirin peryodunu 60. giiniinde, pastdrize siitten tiretilen

peynirin ise 30. glinde, giivenilir oldugu ve risk tasimadigini bildirmistir.

Gilintimiizde laktik asit bakterlerinin tanimlanmasi amaciyla kullanilan SDS-
PAGE (Collins ve ark., 1991), 16S rRNA sekans analizleri (Zhong ve ark., 1998),
pulsed-field elektroforez (Tenover ve ark., 1995) tekniklerinin uygulanmasinda is
yiikiiniin ¢ok fazla, ¢oziiniirliik giiclerinin ise smirli oldugu, yorumlanmasinda
zorluklarla karsilagildigi, bu tekniklerin uygulanmasinin uzun zaman aldig1 veya tiire
6zel metodlarin uygulanmas: gerektigi bildirilmistir. Ancak PCR temelli molekiiler
tekniklerin kullaniminin hizli ve spesifik olmasi nedeniyle, bakterilerin tanimlanmasi
amaciyla uygulanan PCR protokollerinin degeri giderek artmaya basladig
bilinmektedir. (De Urraza ve ark., 2000). Bu metotlardan RAPD-PCR, laktik asit
bakterilerinin tiir ve sus diizeyinde tanimlanmas1 (Conconcelli ve ark., 1997; Drake
ve ark., 1996; Quiberoni ve ark., 1998) ve siiflandirilmasinda (Tailliez ve ark. 1998)

kullanilmaktadir.

RAPD-PCR tekniginde bakteri suslarinin karakterizasyonu i¢in birden fazla
primer kullanilmaktadir. Bu teknigin kullaniminda Ornegin diisiik baglanma
(annealing) sicaklig1 gibi spesifik olmayan cogaltma sartlar1 kullanildig1 ve bunun
sonucu olarak az miktarda DNA parcaciklarin ¢ogaldigindan dolayr baska PCR

yontemlerinin  kullanimma egilim artmigtir. Bunlardan, genomik tekrarlamali

32



2. ONCEKIi CALISMALAR Giilten SENOCAK SORAN

elementlerin sekanslart ile uygunluk arzetmek lizere gelistirilen oligoniikleotidleri
(primer olarak) kullanan PCR teknikleri gelistirilmistir. Bu oligoniikleotidler, ERIC
(enterobakterial repetetive intergenic concensus), REP (repetetive extragenic
palindromic), BOX ve GTGs olarak bilinmektedir (Versalovic ve ark., 1994). Bu
yontemin, yiiksek tanimlayici kapasiteye sahip oldugu, diisiik maliyetli, bir¢cok
bakteri tiirii i¢in uygun oldugu ve bir ¢ok Gram pozitif bakteri ve Gram negatif
bakterilerin siniflandirma ve tiplendirilmesi i¢in uygun oldugu ve basariyla
kullanildig: bildirilmistir (De Bruijn, 1992; Woods ve ark., 1992; Versalovic ve ark.,
1994; Georghiou ve ark., 1995; Herman ve ark., 1998; Jersek ve ark., 1999; Olive ve
Bean, 1999; De Urraza ve ark., 2000; Gevers ve ark., 2001; Masco ve ark., 2003;
Krizova ve ark., 2008; Adigiizel ve Atasever, 2009; Mohammed ve ark., 2009).

Bu baglamda, De Urraza ve ark. (2000) Str. pneumoniae genomunda bulunan
tekrarlamali elementlerden olusan bir primer kullanarak polimeraz zincir reaksiyonu
(BOX-PCR) sonucu laktik asit bakterilerinin DNA parmak izlerini liretmislerdir.
Aragstiricilar, bu metot ile yogurt, endiistriyel starterler ve ¢ig siitten izole ettikleri 37
izolatin tanimlamasini basarmis ve Lb. delbrueckii ssp. lactis, Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus ve Str. thermophilus i¢in tiir, alttiir ve sus diizeyinden ayrigimi
gerceklestirmislerdir. Arastiricilar sonug olarak, reaksiyon ortaminda sadece
BOXAIR primeri bulunmasi sonucu Lb. lactis, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ve
Str. thermophilus suslarinin ayrisimi ile taksonomik karakterizasyonunun miimkiin

oldugunu bildirmislerdir.

Farkli primerlerin (REP1R-1;, REP2-1, BOXA1R ve GTGs) tekrarlamali
bakteriyal DNA elementlerinin parmak izlerinin PCR ile ¢ogaltildigi calismada,
diger primerlere oranla GTGs primeri kullanilarak 26 adet Lactobacillus izolatinin
tiir, alttiir ve sus diizeyinde ayrisiminin etkin bir sekilde yapilabildigi, bu nedenle
GTGs-PCR metodunun fermente gida endiistrisinde onemli olan Lactobacillus ve
diger laktik asit bakterilerinin tiplendirilmesi, hizli ve dogru smiflandirilmas: igin

gelecek vadeden genotipik bir ara¢ oldugu bildirilmistir (Gevers ve ark., 2001).
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Baska bir ¢aligmada, Bifidobacterium tiirlerinin identifikasyonu amaciyla farkli
primerler (BOX, ERIC, GTGs ve REP) kullanilarak yapilan rep-PCR ydnteminde,
BOXAIR primeri kullanilarak yapilan rep-PCR yonteminin 80 adet Bifidobacterium
izolat1 ile referans susun taksonomik karakterizasyonu icin en iyi sonug¢ verdigi,
dolayisiyla BOXAIR primeri kullanilarak yapilan rep-PCR parmak izinin genis bir
aralikta Bifidobacterium izolatlarinin tiir, alttiir ve sus diizeyinde tanimlanmasi igin

en uygun yontem oldugu bildirilmistir (Masco ve ark., 2003).

Bifidobacterium tiirlerinin tanimlanmasinda RAPD-PCR (7 farkli primer) ve
rep-PCR (BOXAILR veya GTGs) yontemlerinin basariyla kullanildigi ve benzer
sonuglarin elde edildigi bildirilmistir (Krizova ve ark., 2008). Lb. hilgardii
bakterisinin molekiiler tanimlamasi ile bu bakterinin Lb. brevis ile iliskisinin
arastirlldigt  calismada, RAPD-PCR ve rep-PCR yontemlerinin  s6zkonusu
bakterilerin tanimlanmasi ve akrabalik iliskilerinin ortaya konmasinda fenotipik ve

biyokimyasal yontemlerden daha hizli, etkin ve verimli sonug verdikleri bildirilmistir

(Sohier ve ark., 1999).

Adigiizel ve Atasever (2009) sucuktan izole ettikleri toplam 46 adet laktik asit
bakteri izolatin1 fenotipik ve genotipik olarak identifiye etmislerdir. Arastiricilar,
fenotipik karakterizasyon igin morfoloji, fizyolojik testler ile APl sistemini,
genotipik identifikasyon amaciyla BOXAI1R primeri kullanarak rep-PCR metodunu
kullanmislardir. Yapilan ¢aligmada, sucuk florasindan elde ettikleri izolatlarin Lb.
plantarum, Ped. pentosaceus, Lc. lactis ssp. lactis, Lb. curvatus, Lb. brevis, Lb.
fermentum, Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii, Weisella viridencens, W. confusa, L.
collinoides, Leu. mesenteroides ssp. menteroides ve Leu. mesenteroides ssp.

dextranicum oldugunu bildirmislerdir.

Mohammed ve ark. (2009) ¢ig siit ile geleneksel siit tiriinlerinden elde ettikleri
toplam 170 adet izolat1 Rep-PCR yontemi kullanilarak tanimlamis ve tanimlanan bu
izolatlarin otolitik, aminopeptidaz ve antagonistik aktiviteleri ile asit olusturma
kapasiteleri ve eksopolisakkarit iiretimlerini test etmislerdir. Elde edilen izolatlarin,

Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. fermentum, E. faecium, Lb. delbrueckii subsp.
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bulgaricus, Lb. paracasei subsp. paracasei, Lb. plantarum ve Lc. lactis subsp. lactis
bakterilerinin baskin tiir olduklarini bildirmislerdir. Lactococcus tiirlerinden %2’si,
Lactobacillus tiirlerinden %10’u ve Enterococcus tiirlerinden %1°1 hizli asitlik
olusturma aktivitesi gostermislerdir. Diger tiirlere oranla, Lactobacillus tiirlerinin
aminopeptidaz ve otolitik 6zelliklerinin daha yiiksek, bunlarin i¢inde Lb. paracasei
subsp. paracasei bakterisinin aminopeptidaz ve otolitik aktivitesinin en yiliksek
oldugu, Lactococcus (%40), Lactobacillus (%70) ve Enterococcus (%50)
izolatlarinda antagonistik aktivite tespit etmislerdir. Arastiricilar, BOXAIR primeri
kullanilarak uygulanan rep-PCR ydnteminin geleneksel siit iiriinlerinden izole edilen
yerli laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi ve taksonomik karakterizasyonu igin
yeterli oldugunu, fenotipik tanimlamanin dogrulanmasi i¢in bu ydntemin

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Cogan ve ark. (1997) Ispanya piyasasindan toplanan toplam 35 peynir
orneginden alinan izolatlarin %38’nin Lactococcus, %17°nin Enterecoccus, %
14’niin Streptococcus thermophilus, %12°nin mezofilik Lactobacillus, % 10’nun

Leuconoctoc ve %9’nun termofilik Lactobacillus oldugunu bildirmislerdir.

Mannu ve ark. (1999) inek siitiinden tiretilen ve tretiminde starter kiiltiir
kullanilmayan Pecorino Sardo peynirlerinin mikroflorasinda sadece Enterococcus ve

Lactococcus tiirlerinin bulundugunu tespit etmislerdir.

Gelsomino ve ark. (2001) enterekoklarin siitlere direkt hayvan veya insan
digkis1 ya da kontamine su kaynaklari, ekipmanlar veya depolama tanklarindan
bulastigini, bu nedenle Cheddar peynirinin {iretimi sirasinda anilan kaynaklardan
izole ettikleri Enterococcus tiirlerini tanimlamiglardir. Bu baglamda sigirlardan izole
edilen tiirler iginde E. faecium baskin iken; insan diskisi, siit ve peynirlerde ise E.
casseliflavus ve daha sonra da E. faecalis’in en sik izole edilen tiir oldugunu
bildirmislerdir. Siit depolama tanklar1 ve ekipmanlarda ise izole edilen tiirlerin

sadece E. casseliflavus ve E. faecalis oldugunu belirtmislerdir.
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Erdogrul ve Digrak (2001) pastorize siitten iretilen 22 adet Beyaz peynir
orneginin tamaminda E. faecalis tespit etmislerdir. EI-Din ve ark. (2002) ise E.
faecium bakterisinin ¢ig siit florasinda dominant bakteri oldugunu bildirmislerdir.
Arastiricilar peynirde bu bakterinin sik rastlanma nedeninin, bu bakterinin yiiksek

sicaklik, tuz ve aside tolerans gostermesinden kaynaklandigini belirtmislerdir.

Manopoulou ve ark. (2003) Feta peynirlerinden alinan 146 izolatin 29 tanesinin
E. faecium oldugunu ve bu tiirlerin peynir liretiminden olgunlagsma sonuna kadar
varligini siirdiirdiigiinii tespit etmislerdir. Savadago ve ark. (2004) PCR kullanarak
fermente siit iriinlerinden aldiklar1 toplam 13 adet laktik asit bakteri izolatinin

¢ogunlukla Lactobacillus spp. oldugunu belirtmislerdir.

Saavedra ve ark. (2003) Arjantin’de geleneksel yontemle iretilmis Tafi
peynirlerinden izole ettikleri Enterococcus tiirlerinin 122 tanesini E. faecium olarak

tanimlamislardir.

Oksiiztepe ve ark. (2005) Savak Tulum peynirinin olgunlagmasi sirasinda
laktik asit bakterilerinin dagilimi1 ve identifikasyonu {izerine yapmis olduklari
calismada, plastik bidonlarda 4 °C’de 90 giin siire ile olgunlastirdiklar1 Tulum peyniri
orneklerinde toplam 783 laktik asit bakterisi izole etmislerdir. Baska bir ¢calismada
ise farkli isletmelerde ¢ig siitten tretilmis 13 adet peynir 6rneginden alinan izolatlar
biyokimyasal, APl ve FTIR spektroskopisi kullanilarak tanimlanmis ve tanimlanan
LAB suslarinin starter kiltiir olarak degerlendirilmeleri arastirilmistir. Bu
izolatlardan 22 adet Lactococcus sp., 36 adet Enterococcus sp. ve 25 adet
Lactobacillus sp. olmak {iizere toplam 83 adet LAB susunun asit olusturma
kapasitesi, proteolitik aktivite ve dekarboksilaz aktiviteleri arastirilarak, starter kiiltiir

bilesimlerinde yer alabilecekleri sonucuna varilmistir (Turhan ve Oner, 2014).

Zamfir ve ark. (2005) geleneksel olarak fermente edilmis (ham ve fermente siit,
eksi krema ve peynir) toplam 110 adet ornekten 6 farkli ekim kosullar1 kullanarak
izole ettikleri 599 adet LAB izolata gram reaksiyonu, katalaz aktivitesi ve morfolojik

olarak test etmislerdir. LAB’ nin tanimlanmasi i¢in (GTG)s primeri ile rep-PCR
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teknigi ve 16S rRNA gen sekans analizini kullanmiglardir. Sonugta, siit triinleri
florasindan aldiklart laktik asit bakteri izolatlarinin biyolojik farkliliklarini tespit
etmislerdir. Arastiricilar, florada en fazla Lb. lactis, Leucanostoc spp. ve

Enterecoccus spp. ve yeni bir tiir olarak Ent. saccharominimus tanimlamislardir.

Karakag (2005) yapmis oldugu ¢alismada cesitli marketlerden temin ettigi 20
adet sucuk ve 30 adet peynir 6rneginden izole ettigi, Enterococcus spp izolatlarinin
gram boyama, katalaz testi, 10 °C ve 45 °C sicaklikta gelisim ile glikozdan gaz
tiretimi gibi 6zellikleri belirlenerek, biyokimyasal 6zellikleri API 20 STREP test kKiti
ile tespit edilip tanimlamalarim1 yapmistir. Sucuk ve peynir Orneklerinden elde

ettikleri izolatlar1 E. faecium, E. durans, E. avium olarak tanimlamistir.

Erdogrul ve Erbilir (2006) piyasadan temin ettikleri yogurt, peynir ve
tarhanadan LAB izolatlarin1 Lactobacillus spp. olarak tanimlanmustir.

Yapilan bagka bir ¢alismada ise, geleneksel yontemle tretilen 40 adet yogurt
orneginden alinan 55 adet LAB izolati DNA sekans analizi molekiiler yontemlerle
tanimlanmis sonug olarak 50 adet izolatin Lb. bulgaricus, 1 izolatin Lb. helveticus, 1
izolatin E. faecium, 1 izolatin ise Ped. acidilactici olarak tanimlanmistir (Demir ve
ark., 2017).

Erkus (2007) geleneksel yontemle yapilmis olan dogal yogurt 6rneklerinden
starter kiiltlirlerinin izolasyonu, biyokimyasal ve molekiiler olarak tanimlamistir. Bu
amagla Anadolu’da geleneksel yontemlerle yapilmis yogurt drneklerinden molekiiler
karakterizasyon, ribosomal RNA genlerinin 16S-ITS (Internal Transcribed Spacer)
boliimiiniin  amplifikasyonu ve RFLP’lerinin (Restriction Fragment Length
Polymorphism) karsilastirilmasina dayanilarak tanimlama yapmustir. Molekiiler
karakterizasyonda tiire 6zgii PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve 16S dizileme
analizleri dogrulama yapmistir. Sonug olarak toplam 66 kok ve 71 basil izolat1 elde
etmistir. Biyokimyasal tanimlama sonuglarina gore biitiin basil izolatlar1 Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus olarak belirlenmistir. Kok izolatlarinin 7 tanesi ise Str.

thermophilus olarak tanimlanmustir.
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Caridi (2003) yapmis oldugu bir ¢aligmada Pecorino del poro peynirinden
toplam 225 adet laktik asit bakterisini izole etmis, tanimlamis ve en iyi 18 tiiriin E.
coli’ ye kars1 antagonistik aktivitesini arastirmistir. E. coli bakterisinin gelisimine
kars1 en yogun antagonistik aktiviteyi Lb. paracasei ssp. paracasei ve Lb. curvatus
izolatlarmin gosterdigini belirtmistir. Arastirici, laktik asit bakterilerinin E. coli
bakterisi tizerine inhibiyon etkisinin bakteriyosin benzeri bilesiklerin {iretimine
baglamistir. Laktobasillerin diger geleneksel ¢ig siitten iiretilen peynirlerin hijyenik

kalitesini gelistirebilecegi kanaatine varmistir.

Yapilan bagka bir calismada, geleneksel Karm Kaymagi peynirinden elde
edilen 107 adet izolatin API 50 CHL kiti kullanilarak tanimlanmasi yapilmistir.
Tanimlanan Lactobacillus suslarinin (82 adet); %47.56’nin Lb. plantarum tip 1 ve tip
2, %21.9’nun Lb. brevis tip 1 ve tip 3, %10.97°nin Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii,
%9.75’nin  Lb. acidophilus tip 3 ve %2.43’niin ise Lb. fermentum oldugu
bildirilmistir. Tanimlanan izolatlardan Leu. mesenteroides ssp.
mesenteroides/dextranicum tip 2’nin ise (25 adet) floranin %24.4’nii olusturdugu

tespit edilmistir (Turgut ve ark., 2012).

Ulkemizde ve diinyanin cesitleri yerlerinde iiretilen fermente gidalarin {iretimi
farkl1 olabilmekte ve ¢ogunlukla iiretildikleri yoreye gore farkli isimlerle
bilinmektedirler. Laktik asit bakterileri ise s6z konusu fermente {irinlerin kalitesini
ve niteligini belirlemede Onemli faktor olarak rol oynamaktadir (Erginkaya ve

Hayaloglu, 2001).

Fermente siit triinleri arasinda ¢esitliligi en fazla olan {riin peynirdir.
Bunlardan pasta filata tipi peynirler, Giiney Avrupa, Tiirkiye, Balkanlar, Yunanistan
ve Italya gibi Kuzey Akdeniz iilkelerinde iiretilen zengin bir peynir grubudur.
Geleneksel olarak bu peynirler, manda, ke¢i, koyun ve inek siitlerinden
tiretilmektedir. Bunlardan yumusak, yari-yumusak olanlar (taze Mozzarella, diisiik
nem igceren Mozzarela ve Scamorza) taze veya kisa siireli bir olgunlastirma
isleminden sonra tiikketilmektedirler. Sert ve yari-sert olanlar (Caciocavallo,

Kagkaval, Kasar, Provolone Ragosano) ise uzun siireyle olgunlastirildiktan sonra
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tilketime sunulmaktadirlar. Pasta filata terimi, uzatilmis telemeyi ifade etmekte olup
plastiklestirme ve uzatma proseslerini icermektedir ki, bu durum tiim peynirlerin

ortak ozelligidir (Kindstedt ve ark., 2004).

Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde de geleneksel yontemlerle Dil, Orgii, Lavas
ve Yaprak peynirleri gibi telemesi haslanan (pasta-filata tipi) sert ve yari-sert
peynirler iiretilmektedir. Bu peynirlerin iiretim yontemleri birbirleriyle ortiismekte,
ancak Uriinin son sekli ve goriiniiml birbirlerinden farklilik gostermektedir. Bu
peynirlerin iiretiminde daha c¢ok ¢ig koyun siitii kullanilmakta ve telemeleri oda
sicakliginda fermente edilmektedir. Fermente teleme, sicak suda hagslanarak
porsiyonlara ayrilmakta ve kendilerine 6zgii sekil verilmektedir. Bu peynirler, taze
veya salamurada olgunlastirildiktan sonra tiiketilmektedirler (Kamber, 2005; Uysal,
2008; Ozdemir ve ark., 1998; Celik ve ark., 2005; Tiirkoglu ve ark., 2003).

Yoresel peynirlerin iiretiminde ¢ogunlukla ¢ig siit kullanilmaktadir. Uretim
asamasinda telemenin haglanmasi amaciyla uygulanan yiiksek sicaklikta patojen
bakterilerin enfeksiyon riskinin tamamen elimine edilmedigi; canli kalabildikleri
veya rekontaminasyon sonucu ortamdan haslanan telemeye bulagabildigi tespit
edilmistir (Ozdemir ve ark. 1998; Tiirkoglu ve ark. 2003). Dolayisiyla, tiiketim
sonrast ¢esitli enfeksiyon ve intoksikasyonlar goriilebilmektedir. Peynire gecen
patojen bakterilerin olgunlagma periyodunda da canli kalabildikleri, periyot
baslangicinda, fekal koliform ve E. coli sayisinin oldukg¢a yiiksek oldugu (Elmali ve
Uylaser, 2012; Caridi, 2003; Celik ve ark., 2008), ¢ig siitten iiretilen Dil peynirinde
depolamanin 90. giiniinde fekal koliform ve E. coli saptandig: bildirilmistir (Celik ve
ark., 2008). Bu nedenle, pihtisi 1s1l islem goren peynirlerin iiretiminde de siitiin
pastorize edilmesi tiiketici saglig1 acisindan 6nem tasimaktadir. Cig siitten iiretilen
olgun peynirlerde, kompleks mikrobiyal floradan dolay1 ¢esitli metabolitler olusarak
trlintin karakteristik tat-aromasiin olusumunda etkin rol almaktadirlar. Ancak
pastdrizasyon sonucu, bu flora inaktive olmaktadir (Ayad ve ark. 2003; Ballesteros
ve ark. 2006). Bu nedenle, pastorize siitten yapilan endiistriyel peynir iiretimlerinde

geleneksel peynirin karakteristik 6zelliklerinin olusumunu saglayacak uygun starter
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kiltiir tipi  gelistirilmesi amaciyla daha fazla bilimsel c¢alismaya ihtiyag

duyulmaktadir.

Starter kiiltiir, fermantasyon siirecini hizlandirip yoOnlendirerek istenen
ozelliklerde fermente gida iiretmek amaciyla hammaddeye katilan mikroorganizma
kiltiirii  olarak tanimlanabilir. Fermente gida {retiminde en ¢ok kullanilan
mikroorganizmalar laktik asit bakterileridir (Demirgiil ve Sagdi¢, 2018). Akdeniz
ilkelerinde ¢esitli peynirlerin iretiminde mezofilik ve termofilik karakterde
geleneksel kiiltiirler kullanilmaktadir. Bunlardan dogal kiiltiirler, Mozzarella, Tilsit
ve Ragusana peynirlerinin iiretiminde, MSS Kkiiltiirleri ise Cottage, Quarg, Cream,
Camembert, Brie, Mozzarella, Roquefort, Stilton, Gouda, Edam, Emmentaler ve
Sbrinz peynir tiplerinin liretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Dogal peyniraltt
suyu kiiltiirleri, sierro-fermento ve sierro-innesto adlariyla, dogal siit kiiltiirleri ise
colture naturali in latte, latto-innesto ve latto-fermento adlariyla tretilmektedir
(Limsowtin ve ark., 1996; Gobbetti ve ark. 2002; Parente ve Cogan, 2004).

Geleneksel termofilik kiltiirlerin (PAS ile MSS kiiltiirleri) pasta-filata tipi
ticari peynirlerin tiretiminde basarili bir sekilde kullanildigi bilinmektedir. Bununla
beraber, son yillarda teknolojik ihtiyactan dolay1 endiistriyel peynir iiretimlerinde,
PAS Kkiiltiirlerinden izole edilerek karakterize edilen LAB’nin kombinasyonlarindan
olugan DSS kiiltiirlerinin kullanim1 yayginlagmistir. Starter kiiltiir teknolojisindeki bu
gelismeler paralelinde, isletmede veya laboratuvarda herhangi bir c¢ogaltma
yapilmadan ¢esitli peynirlerin endiistriyel {iretiminde kullanilmak iizere konsantre
dondurulmus (F-DVS) veya konsantre liyofilize edilmis (FD-DVS) DSS Kkiiltiirleri
gelistirilmistir. Bu baglamda, telemesi fermente edilen ve yiiksek sicaklikta haglanan
Dil, Orgii, Kasar, Lavas ve Yaprak peynirleri gibi pasta-filata tipi peynirlerin
endistriyel {iretimlerinde karakteristik oOzelliklerini saglayacak uygun LAB

kombinasyonlar1 tespit edilmelidir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Diyarbakir ve Sanlurfa illerinde 20 farkli siit isletmesinin (siit isletmesi,
mandira ve kii¢iik aile igletmeleri) her birinden 1 L (10 adet koyun siitii veya inek
stitii) ¢ig siit ile telemesi haslanan peynir 6rnekleri (8 adet) alinmistir. Toplanan ¢ig
koyun siitiinden 30 adet ve inek siitiinden de 30 adet olmak tiizere, toplam 60 adet
geleneksel starter kiiltiir (20 adet termofilik DSK, 20 adet mezofilik MSS ve 20 adet
termofilik MSS) iiretilmistir (Cogan ve Accolas, 1996; Fox ve ark., 2004).

3.2.Yontem

3.2.1. Geleneksel kiiltiirlerin uiretimi

3.2.1.1. Dogal Kkiiltiirlerin iiretilmesi

Soguk zincirde laboratuvara ulastirilan siit (1 L), iki kisma (A: 100 mL, B: 900
mL) ayrilmistir. A kismi, 63 °C’de 10 dak termize edildikten sonra % 0.4-0.5 laktik
asit olusana dek (yaklasik 5-6 saat) 45 °C’de inkiibe edilerek termofilik dogal siit
kiiltiirdi iiretilmigtir. B kismi ise, mayalama sicakligia (32+1 °C) kadar 1sitilip sirden
mayastyla, 60 dakikada piht1 kirilacak sekilde, mayalanmistir. Piht1 kirildiktan 10
dakika sonra, peyniralt1 suyundan 400 mL alinmis ve 4 adet kapakl: sterilize edilmis
siselere aktarilmistir. Siselerden iki adedi, 28 °C’de (yaklasik 16-18 saat), diger ikisi
ise 42 °C’de (yaklasik 4-5 saat) toplam %1.0-1.3 laktik asit olusana kadar inkiibe
edilerek, sirasiyla mezofilik ve termofilik peyniralti suyu (PAS) kiltiri elde
edilmistir (Cogan ve Accolas, 1996).
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3.2.1.2. MSS kiiltiirlerinin iiretilmesi

MSS kiiltiirlerinin iiretiminde PAS kiiltiirleri inokiilant olarak kullanilmistir.
Mezofilik ve termofilik MSS kiiltiirlerinin iiretiminde, inokiilant olarak esdeger PAS
kiiltiirii kullanilmistir. MSS kiiltiirlerinin iiretiminde kullanilan rekonstitiie siit (%10
KM), agz1 kapakli 100 mL’lik 4 adet siseye alarak sterilize (110 °C’de 10 dak)
edildikten sonra inkiibasyon sicakligina sogutulmustir. Siselerden 2 adedi 28 °C’ye
sogutulduktan sonra %?2 oraninda mezofilik PAS kiiltiirii ile geriye kalan 2 adet sise
icerigi ise, 42 °C’ye sogutularak %?2 oraninda termofilik PAS kiiltiiriiyle inokiile
edilmistir. Siit pihtilagana (pH 4.6-4.7) kadar inkiibe edilerek sirasiyla mezofilik ve
termofilik MSS kiiltiirii elde edilmistir (Cogan ve Accolas, 1996).

3.2.2. Geleneksel kiiltiirlerin mikrobiyal florasmin tespit edilmesi

Geleneksel kiiltiirlerin, basil ve kok sekilli laktik asit bakteri yiikii ile koliform
ve fekal koliform grubu bakterileri, maya-kiif, S. aureus ve E. coli gibi istenmeyen
kontaminant ve patojenlerin varligi ve yiikii tespit edilmistir (Reinheimer ve ark.,
1996; Hynes ve ark., 2003; Gerasi ve ark., 2003). Geleneksel kiiltiirlerden uygun
diliisyonlar hazirlanarak, asagida belirtilen prosediir dogrultusunda besiyerlerine

ekim yapilmistir.

3.2.2.1. Laktik asit bakterilerinin sayim

Geleneksel kiiltiirlerin ilk diliisyonu (10™") hazirlamak i¢in direk kiiltirden 10
g/mL oOrnek alinmis, 90 mL steril peptonlu su karistirilmistir. Daha sonra uygun
diliisyonlarin hazirlanmas1 amaciyla steril peptonlu su (%0.1) kullanilmis ve test
edilecek mikroorganizma gruplar1 icin spesifik besiyerlerine ekim yapilmistir. LAB’
nin sayimi amaciyla farkli besiyerlerine ekim yapilmistir. Lactobacillus cinsi
bakteriler i¢in, MRS agar besiyerine (37 °C’de 48 saat), kok sekilli LAB icin ise
M17 agar (37 °C’de 48 saat) besiyerine ekim yapilarak anaerobik sartlarda
inkiibasyona birakilmistir. Enterococci cinsi bakteriler icin, Slanetz-Bartley agar

besiyerine ekim yapilarak 45 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrast,
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petrilerde direk koloni sayimi yapilmistir. Ayrica, toplam mezofilik bakteri sayimi

icin PCA besiyerine ekim yapilarak 30 °C’de 72 saat inkiibasyona terk edilmistir.

3.2.2.2. istenmeyen kontaminantlari varhg ve yiikii

Koliform ve fekal koliform grubu bakterilerin sayimi amaciyla VRBA
besiyerine ekim yapilmistir. Koliform grubu i¢in 30 °C’de 24 saat, fekal koliform
grubu icin ise 44 °C’de 24 saat inkiibasyon normu uygulanmistir. Maya-kiif
sayimlari i¢in, tartarik asitle (%10) asitligi pH 3.5’e ayarlanmig PDA besiyerine ekim
yapilarak petriler 25 °C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir (Caridi, 2003; Gerasi ve
ark., 2003). E. coli varligi ve sayimi igin, uygun diliisyondan Chromocult TBX agar
besiyerine dokme plak yontemiyle ekim yapildiktan sonra, 44 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir (International Standard Organisation, 1999). Inkiibasyon sonrast, petrilerde
direk koloni sayimi yapilmistir. S. aureus sayimi i¢in, Baird Parker Agar besiyerine
ekim yapilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu besiyerinde gelisen 1-3 mm
capinda, parlak, siyah renkli (tellurit reaksiyonu) ve etrafi seffaf bir hale ile ¢evrili
koloniler (yumurta sarisi veya lesitinaz reaksiyonu) S. aureus olarak sayilmaistir.
Gelisen tipik koloniler, Staphytect Plus test kiti uygulanarak dogrulanmistir (Sagun
ve ark., 2003).

3.2.3. Laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve taninmlanmasi

Geleneksel kiiltiirlerinin ilk dilisyonu, direk kiiltiirden 10 g/mL 6rnek alinarak,
90 mL steril peptonlu su (%0.1°lik) ile hazirlanmistir (Caridi, 2003; Gerasi ve ark.
2003). Daha sonra uygun diliisyonlarin hazirlanmasi amaciyla steril peptonlu su
kullanilmistir. Laktik asit bakterilerinin izolasyonu amaciyla, MRS (Man-Rogosa-
Sharpe) ve M17 agar besiyerleri kullanilarak yayma yontemiyle ekim yapilmistir.
Lactobacillus cinsi bakteriler i¢in, MRS agar besiyerine (48 saat), kok sekilli LAB
icin ise M17 agar (48 saat) besiyerine ekim yapilarak anaerobik sartlarda
inkiibasyona birakilmistir. Mezofilik MSS kiiltiiriinden yapilan ekimler 28 °C’de,
termofilik kiiltiirlerden yapilanlar ise 42°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrast,

MRS ve M17 agar besiyerlerinden rastgele olarak en az 5 adet tipik koloni izolati
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alimmistir. Alinan her bir izolat, taze hazirlanmis ayni tiir kati besiyerine ¢izim
yontemiyle ekim yapilarak saflastirilmistir. Daha sonra herbir bakteri kolonisinden,
gliserol (% 25, w/v) iceren MRS broth (basiller i¢in) ve M17 broth (koklar igin)
besiyerlerine ekim yapildiktan sonra 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasi her bir izolat kiiltiirii, aseptik sartlarda 4 adet 2 mL’lik cryotiiplere aktarilmig

ve —80 °C’de dondurularak stok kiiltiirler olusturulmustir.

3.2.4. Laktik asit bakteri suslarimin identifikasyonu

3.2.4.1. Morfolojik, fenotipik ve biyokimyasal yontemler

Stok kiiltiirler 25 ppm aktif klor igeren su banyosunda ¢ozdiiriildiikten sonra
takip eden analizler i¢in kullanilmistir. Stok MRS ve M 17 broth besiyerlerinden, taze

hazirlanmis ayn1 besiyerine ekim yapilarak izolatlarin siv1 kiiltiirleri olugturulmustur.

3.2.4.1.1. Gram reaksiyonu

Norris ve ark. (1981) tarafindan olusturulan metoda gore gerceklestirilmistir.
Uygun kosullarda 18 saat siire ile gelistirilen bakteri silispansiyonlari, Gram
boyamaya tabi tutulmus ve menekse moru olarak gbzlenen koloniler Gram-pozitif

olarak degerlendirilmistir.

3.2.4.1.2. Morfolojik inceleme

Gram boyamasi yapilan suslar 151k mikroskobunda morfolojik (kok, basil)

olarak sinmiflandirilmistir (Sharp, 1979).

3.2.4.1.3. Katalaz reaksiyonu

Sivi veya kati besiyerlerinde gelistirilen bakteri kiiltiirine H,O, ilave
edildiginde, serbest oksijenin gaz kabarciklart halinde go6zlenebilmesi, hidrojen

peroksit ayrigmasini, dolayisiyla katalaz enziminin varligini gostermektedir. Petri
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kutusundaki agarl kiiltiir ylizeyine 1 mL %3’liik H,O, ilave edilerek gaz ¢ikisi olup
olmadig1 incelenmistir. Gaz ¢ikisi gozlenmeyen koloniler katalaz-negatif olarak
degerlendirilmistir (Whittenbury, 1964).

3.2.4.1.4. Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme

Bakteri izolatlar1 20, 40 ve 65 gr NaCl/L igeren M17 broth (%]1.7 bromkrezol
purple) besiyerinde inokiile edilmis ve 28 °C (mezofiller) veya 42 °C’de (termofiller)
4 giin siireyle inkiibe edilerek gelisme durumlari test edilmistir. Besiyerinin renginin
sartya donmesi, pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Basil sekilli olanlar i¢in

bdyle bir test uygulanmamistir (Bouton ve ark. 2002; Caridi, 2003; Gerasi ve ark.
2003; Veljovic ve ark. 2007).

Cizelge 3.1. LAB izolatlarinin fenotipik olarak cins diizeyinde tanimlanmasi

Farkli tuz Farkl
Fermantasyon | konsantrasyonunda sicaklikta
Sekil tipi gelisebilme (gr/L) gelisebilme Tanimlama
(9]
20 40 65 10 45
Kok - + +/- - + - Lactococcus sp.
Kok + + +/ - - + - Leuconostoc sp.
Kok + + + + + Enterococcus sp.
Kok - + - + | Str. thermophilus
Basil Homolaktik
] Lactobacillus sp.
Basil + Heterolaktik
Lactobacillus sp.

3.2.4.1.5. Farkh sicakliklarda gelisebilme

Bir gecede gelistirilen (24 saat) kiiltiirlerden 50 ul alip 5 mL (%1.7 bromkrezol
purple) M17 broth siv1 besiyerine inokiile edilerek inkiibasyon (Lactococcus spp. ve
enterokok grubu bakteriler i¢in (%1.7 bromkrezol purple) 10 ve 45° C’de 48-72 saat)
sonunda gelisme durumlart test edilmistir. Besiyerinin renginin sartya donmesi,
pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Basil sekilli olanlar i¢in bdyle bir test
uygulanmamistir (Bouton ve ark. 2002; Caridi, 2003; Gerasi ve ark. 2003; Veljovic

ve ark. 2007). Tim bu sonuglara gore, fenotipik dzellikleri tespit edilen Gram pozitif
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ve katalaz negatif olan izolatlar Cizelge 3.1°’e gore cins/tiir diizeyinde tanimlama

yapilmistir (Cogan ve ark. 1997).

3.2.4.1.6. Fermentasyon testi

Fermantasyon testi i¢in, i¢inde ters bir sekilde Durham tiipii yerlestirilmis MRS
broth igeren deney tiiplerine ekim yapilarak 28 °C (mezofiller) veya 42 °C’de
(termofiller) 48 saat inkiibasyon sonrasi gaz (COz) olusumu test edilmistir.
Fermantasyon tipi (homo-, hetero fermantasyon) bakimindan test edilmistir. Gaz

olusumu gozlenen besiyerlerinde, heterofermentatif bakteri varligi kabul edilmistir

(Caridi, 2003; Bouton ve ark. 2002; Veljovic ve ark. 2007).

3.2.4.2. Bakteri izolatlarimn PCR yontemi ile tanimlanmasi

PCR yontemi ile laktik asit bakteri izolatlari, cins diizeyinde tanimlanmustir.
Bunun i¢in DNA izolasyonu, rep-PCR (Repetetive extragenic palindromic) ve agaroz
jel elektroforezi islemleri gergeklestirilmistir (Kesmen ve ark., 2012; Gevers ve ark.,
2001).

3.2.4.2.1. DNA izolasyonu

Referans bakteri suslar1 ile stok izolatlara ait DNA’larin izolasyonu amaciyla
asagida yer alan islemler uygulanmistir. Oncelikle referans ve stok kiiltiir izolatlar,
MRS broth (basil) veya M17 broth (kok) besiyerinde iki defa ¢ogaltilarak ¢aligma
kiiltiirleri elde edilmistir. Termofilik kiiltiirler 42 °C’de, mezofilik kiiltiirler ise 30
°C’de ¢ogaltilmistir. Logaritmik fazda bulunan 1.6 mL hacimdeki taze bakteri
kiiltiriinden, Wizard DNA saflagtirma kiti (Promega) kullanilarak bakteri DNA’s1
elde edilmistir. Bunun i¢in dncelikle hazirlanan ¢alisma kiiltiirleri ependorf tiiplerine
1.5 mL olacak sekilde aktarilmis, 6500 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek ve

siipernatant kismi uzaklastirilmistir.
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Kalan pellet kissm TE buffer ile yikanmis ve {izerine 180 pl lisis buffer
(lizozomlu) eklenerek sicak su (37 °C) banyosunda 30 dk bekletilmistir. Bu siire
sonunda iizerine 40 pL proteinaz K ilave edilerek vortex yardimiyla karistirilmis ve
56 °C’ de 2 saat bekletilmistir. Sonra, bu karisima 200 pL lisis buffer eklenmis ve
ayni sicaklikta (56 °C) zaman zaman ¢alkalanarak 30 dk bekletilmistir. Daha sonra
sicaklik 70 °C’ ye ¢ikartilarak 10 dk daha bekletilmis ve bdylece proteinaz K
denatiire edilmistir. Karisim, buzdolabina alinarak sogutulmus ve {izerine 20 uL
RNase A ilave edilerek 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Sonra 400 pL soguk
etanol (% 100) ilave edilerek karistirilmis ve 1 dk siireyle bekletilmistir. Karisim
saflagtirma kitinin Gzel filtreli tiiplerine aktarilarak 1 dk 8000 rpm (6000g)’ de
santriflij edilmistir. Alttaki tiip uzaklastirilarak tstteki filtreli tiip yeni bir bos tiipe
aktarilmis ve 500 uL Wash buffer | (alkol ilaveli) ilave edilerek 1 dk 10 000 rpm
(8000 g)’ de santrifiij edilmistir. Alttaki tiip uzaklastirilmus, filtreli tiip ise yeni bos

tiipe aktarilmistir.

Daha sonra, 500 L. Wash buffer II (alkol ilaveli) tizerine ilave edilerek 3 dk
maksimum hizda santrifiij edilmistir. Alttaki tiip yine uzaklastirilarak tstteki filtreli
tip yeni bos bir (1.5 mL) ependorf tiipline aktarilmis ve yeniden 1 dk maksimum
hizda santrifiij edilmistir. Filtreli tiipiin kapag1 agilarak kurumas i¢in bekletilmis ve
tizerine 200 pl Elution buffer ilave edilerek 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir.
Sonra 10 000 rpm (8000 g)’ de tekrar 1 dk santrifiij edilmis ve istte filtreli tiip
icerisinde kalan saf DNA, kapakli ependorf tiipline aktarilmistir. Bu sekilde elde
edilen DNA ornekleri -80 °C’ de depolanmistir. Boylece elde edilen 6rnekler PCR
reaksiyonu i¢in hazir hale getirilmistir. Saflagtirilan DNA’nin kalitesi, DNA’ nin
agaroz (%0.8) jelde yiiriitiilmesi ve etidium bromid ile boyanmasi sonucu bilinen

standartlarla karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.2.4.2.2. DNA konsantrasyonunun spektrofotometrik ol¢iimii

DNA niikleotidlerinin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon 0zelligi gosterirler. Bu 6zellik niikleik asit miktarinin belirlenmesinde

bir dl¢lidiir. Bu nedenle 260 nm” deki absorbsiyon degerleri (Azeo) Saf olarak izole
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edilen niikleik asitlerin mikrogram diizeyinde miktarlarinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Cift zincirli DNA molekiilleri i¢in, optik dansitenin (OD) 50
mg/mL’ ye karsilik geldigi bilinmektedir. Buna gore cift zincirli DNA igin miktar

belirlenmesinde asagidaki formiilden yararlanilmistir:

DNA (uL/mL) = OD (260 nm’ deki absorbans) x seyreltme orani x 50

DNA konsantrasyonlarinin dlgiimleri i¢in, her bir 6rnekten 5 pL DNA alinmis
ve lizerine 995 ul saf su eklenerek (seyreltme orani, 1:200) karisim saglanmustir.
Daha sonra bu karisimlar spektrofotometre tiiplerine alinmis ve 260 nm dalga
boyunda okuma yapilmistir. Orneklere ait DNA miktarlar1 farklilik gdsterdiginden,
orneklerin konsantrasyonlarinin 10 ng/uL olacak sekilde esitlenmeleri i¢in seyreltme
oranlar1 belirlenmistir. Ornegin ilk siradaki bakteri DNA’ s1 igin spektrometre
okumasi 0.165 olarak olglilmistiir. Bu deger yukarida verilen formiilde yerine
konularak (0.165 x 200 x 50 = 1650 ng) 6rnege ait DNA miktar1 belirlenmistir
(Church ve ark., 1983).

3.2.4.2.3. Rep-PCR protokolii

PCR ornekleri soguk buz tanki igerisinde, 5 pL DNA 6rnegi icerisine 20 pL. PCR

karisimi ilave edilerek hazirlanmistir.

PCR karigimi

Saf Su 6.8 uL.
10 x PCR tamponu 2uL
dNTP 2uL
Primer I 1 uL
Primer 11 | uL
Taq polimeraz 0.2 uL
MqCl, 2 uL

Cogaltma islemi, 25uL reaksiyon hacminde [tipik olarak 10 ng genomik DNA,
0.3uM GTGS (5°-GTG GTG GTG GTG GTG-3”) primeri, 200uM deoksinukleosid
trifosfat (INPA) iceren puReTag Ready-To-Go PCR beads (Amersham Biosciences,
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Isveg), 2.5 U puReTag DNA polimeraz, 10 mM tris-HCI (pH9.0), 50mM KClI,
1.5mM MgCl2 ve yeterli miktarda steril deiyonize su (toplam hacmi 25uL’ ye
tamamlamak i¢in)] yapilmistir. PCR cogaltma islemi i¢in Biorad Thermal Cycler

kullanilmustir.

Cizelge 3.2. rep-PCR islemi sirasinda uygulanan sicaklik ve siire

Adim Sicaklik (°C) Siire Siklus sayisi

Basglangi¢ 94 4 dakika 1

Denatiirasyon 94 1 dakika

Baglanma 50 (GTGs) 1 dakika 35

Zincir uzamasi 72 2 dakika

Bitig 72 7 dakika 1
3.2.4.2.4. PCR orneklerinin agaroz jelde yiiriitiillmesi

PCR islemi ile ¢ogaltilan DNA ornekleri, agaroz jel (%2, w/v) elektorforezi ile
ayristirmaya tabi tutulmustur. Bu amagla, 1.5 g agaroz tartilarak iizerine 2mL 50X
TAE (Tris-Asetat-EDTA) ¢ozeltisi ve 98 mL saf su eklenerek karistirilmistir. sonra
karisim, 100 °C’ de 15 dk. kaynatilarak ¢ozdiiriilmiis ve 60 °C’ ye kadar sogumasi
beklenmistir. Daha sonra agaroz jel, elektroforez tabakalarina dokiilerek 25° lik
taraklarla kuyucuk agilmasi saglanmistir. Bu kuyucuklardan 49 tanesi 6rnekler igin 1
tanesi ise marker i¢in kullanilmistir. Parafilm tizerine PCR reaksiyonu sonucu elde
edilen DNA oOrneginden 5 pL, ultra saf sudan 5ul ve 6x yiikleme (loading)
soliisyondan da 5 pL olmak iizere toplam 15 pL karisim kuyucuklara aktarilmigtir.
Marker olarak 5 puL 1kb DNA (Gene Ruler Fermentas Life Sciences, Finlandiya)
kuyucuga yiiklenmistir. Ornekler yiiklendikten sonra 120 V akimda 180 dk siirede

yirtitme islemi gerceklestirilmistir.
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bp ng/0.5ug %

— 3000 28 56
—2000 28 56
1500 28 56
1200 28 56
1000 80 16.0
— 900 27 54
— 800 27 54
— 700 27 54
— 600 27 5.4
—500 80 16.0
— 400 30 6.0
— 300 30 6.0
— 200 30 6.0
— 100 30 6.0

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTBE,5V/cm,1h

Sekil 3.1. GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

DNA orneklerinin agaroz jelde yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra
amplifikasyon ftirtinlerinin boyanmasi, ethidium bromid (5 mg/L) bulunan kapta 30
dk bekletilerek gergeklestirilmistir. Daha sonra, fazla boyanin uzaklastirilabilmesi
igin jeller saf su ile 5- 10 dk yikandiktan sonra ultraviyole jel goriintiileme sistemi
(Gel Logic, Kodak Gel Logic 200 Imaging System, Kodak, ABD) ile fotograflari

alinarak bilgisayar ortamina aktarilmistir.

Elektroforez islemi sonucunda ortaya cikan bantlarin varligi ya da yoklugu
sirasiyla 1 ve 0 seklinde kodlanmistir. Bunun i¢in belirgin olan bantlar dikkate
alinmigtir (Somma ve Querci, 1998). Her bir 6rnege ait bant desenleri birbiriyle
karsilastirilarak ornekler arasinda bir genetik benzerlik indeksi olusturulmustur. Bu
indeks yardimiyla bakteri suslari arasinda genetik yakinlik belirlenmis ve sonuglar

bir dendrogram seklinde gdsterilmistir.
3.2.4.3. APl yontemi

Saf bakteri izolat1 steril tuzlu su veya distile su karistirilarak hazirlanan (bakteri
slispansiyonu) bakteri silispansiyonu, prosediirde belirtilen yogunlukta yani

McFarland yogunlugunda olmasina dikkat edilerek hazirlanan siispansiyon stripteki
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kuyulara dagitilmistir (UMS, 2018). Alt1 ¢izili olan kuyularin iizerine 2 damla
mineral yag damlatilmistir (Ornegin ADH kuyusunun alt1 ¢izili oldugunda bunun
lizeri mineral yag ile kaplanmalidir). Bakteri ile ekimi yapilan strip, etiivde 1 giin
inkiibe edildikten sonra degerlendirme tablosuna gore degerlendirilmistir.
Degerlendirmede strip tizerindeki renk degisimine (Sekil 2.12 ve 2.13) gore (+) veya
(-) seklinde tablo isaretlenmistir. Sonuglar, APl WEB sitesine girilerek bakteri

tanimlanmasi yapilmistir (Anonim, 2018).

3.2.4.4. Bakteri izolatlarin teknolojik karakterizasyonu

Bu amacla, her bir bakteri tiir/susuna ait en az iki adet tanimli bakterinin

asagida yer alan 6zellikleri tespit edilmistir.

3.2.4.4.1. Antagonistik aktivite

Tanimlanmis LAB’nin antagonistik aktiviteleri petri plaklarinda test edilmistir.
Tanimli LAB, uygun sivi besiyerine (MRS broth veya M17 broth) %1 oraninda
inokiile edilmis, daha sonra 30/42 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. LAB’ nin petri
plaklarinda test edilen antagonistik aktivitelerinin tespitinde, ‘Spotlama Yontemi’
kullanmilmistir. Bu amagla, uygun besiyerinde (MRS broth veya M17 broth)
gelistirilen 24 saatlik LAB kiiltiirii, uygun besiyerine (MRS agar veya M17 agar) 3
farkli noktaya (5 pL) spotlanmistir. Petri plaklari anaerobik olarak 30/ 42 °C’de 24
saat inkiibe edilerek kolonilerin gelisimi saglanmistir. Daha sonra, plaklarin {izeri,
log1o 7 Cfu mL ™ yogunlugunda 0.1 mL 1 gecelik E. coli kiiltiirii igeren 5 mL LB soft
agar (% 0.7 oraninda agar iceren lactose broth) ile kaplanmistir. Daha sonra, petriler
18 saat siire ile 37 °C’de inkiibe edilmis ve spot yapilan noktalarda olusan agik zon

cap1 kumpas ile 6l¢iilmiistiir (Ayad ve ark., 2004; Kivang ve ark., 2011).

3.2.4.4.2. Asit olusturma kapasitesi

Bu amagla, rekonstitiie siit (100 g/L), sterilize (121 °C’de 5 dak) edildikten
sonra, 30 (mezofilik suslar) veya 42 °C (termofilik suslar)’ ye sogutulmus, tiir
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diizeyinde tanimlanan saf bakteri izolat1 (%1, v/v) ile inokiile edildikten sonra ayni
sicaklikta 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresince 0., 2., 4., 6. ve 24. saatte,
ortamin pH’s1 Ol¢iilmiistir (Cogan ve ark. 1997; Caridi, 2003; Ayad ve ark 2004).
Daha sonra rekonstitiie siitiin pH’sina goére (2., 4., 6. ve 24. saat) bakteri izolatlari,
4.00-4.50 (1. grup), 4.51-5.00 (2. grup), 5.01-5.50 (3. grup), 5.51-6.00 (4. grup) ve
6.01-6.50 (5. grup) araliginda gruplandirilmistir.

3.2.5. istatistiksel analizler

Geleneksel starter kiiltiirler ile peynirlere ait mikrobiyolojik veriler logaritmik
transformasyona ugratildiktan sonra tek/iki yOnlii varyans analizi ile
degerlendirilmistir. Onemli ¢ikan ortalamalar arasidaki farklilik Tukey testi ile test

edilmistir (Y1ldiz ve Bircan, 1994).

Laktik asit bakteri izolatlarinin molekiiler tanimlamasi amaciyla, agaroz jel
elektroforezi sonucu ortaya ¢ikan bantlarin varligi ya da yoklugu sirasiyla 1 ve O
seklinde kodlanmistir. Bu kodlamaya gore, laktik asit bakteri izolatlar1 cins
diizeyinde gruplandirilmigtir. Bu baglamda, her bir 6rnege ait bant desenleri
birbiriyle karsilagtirilarak  ornekler arasinda bir genetik benzerlik indeksi
olusturulmustur. Bu amagla, NTSys-pc istatiksel bilgisayar destekli paket program
kullanilmigtir. Bu indeks kullanilarak bakteri izolatlar1 arasindaki genetik yakinlik

belirlenmis ve sonuglar bir dendrogram seklinde gosterilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Geleneksel Starter Kiiltiirlerin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Calisma kapsaminda, 20 farkli siit isletmesinden toplanan inek (10 adet) ve
koyun (10 adet) stitlerinden, 20 adet termofilik DSK, 20 adet mezofilik MSS, 20 adet
termofilik MSS kiiltiirii olmak iizere toplamda 60 adet geleneksel starter kiltiir
tiretilmistir. Bu kiiltlirlerin 30 adedi koyun siitiinden, 30 adedi ise inek siitiinden
tiretilmistir. Uretilen geleneksel starter kiiltiirlerin mikrobiyolojik florasinda LAB ile
istenmeyen kontaminant varligi ve yikleri arastirilmistir. Geleneksel starter
kiiltiirlerin mikrobiyolojik parametrelerine iliskin varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.1’ de, bu parametrelere iligskin ortalama degerler ve olusan gruplar ise Cizelge 4.2’

de verilmistir.

Geleneksel starter kiiltiir tretiminde kullanilan siit ¢esidi bakimindan
Enterococcus sp., FKGB ve E. coli sayilar1 arasindaki farklilik P<0.05 diizeyinde
onemli, maya-kiif sayilar1 arasindaki farklihk P<0.01 diizeyinde ¢ok Onemli
bulunmustur. Starter kiiltiir tipi bakimindan B-LAB, FKGB ve S. aureus bakteri
sayilar1 arasindaki farklilik P<0.01 diizeyinde ¢ok 6nemli, Enterococcus sp. ve E.
coli sayilar1 arasindaki farklilik P<0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Siit ¢esidi x
kiiltiir tipi interaksiyonu bakimindan ise, K-LAB ve E. coli sayilari arasindaki
farklilik 6nemli (P<0.05) bulunmustur (Cizelge 4.1).

Mezofilik MSS kiiltiir florasinda B-LAB, K-LAB ve Enterococcus sp. bakteri
sayilari, termofilik DSK ve termofilik MSS kiiltiir floralarindaki yiikten daha yiiksek
bulunmustur. Mezofilik MSS kiiltiirii florasinda FKGB, E. coli ve S. aureus sayisi
termofilik DSK ve termofilik MSS kiiltiir florasinda elde edilen degerden 6nemli
diizeyde daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.2). Bu durum, istenmeyen

kontaminantlarin daha ¢ok mezofilik 6zellikte olmalarindan kaynaklanmis olabilir.
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Diger taraftan, istatistiksel olarak 6nemli olmamakla birlikte, mezofilik MSS
tipi kiiltiir florasinda KGB ile maya kiif sayilari, diger iki kiiltiir tipine oranla daha

yiiksek bulunmustur.

Siit ¢esidi bakimindan inek siitiine oranla, koyun siitiinden {iretilen geleneksel
starter kiiltiirlerde, Enterococcus sp., KGB, FKGB, E. coli ve maya-kiif yiikleri
onemli diizeyde daha yiiksek bulunmustur. Ayrica istatistiksel olarak Onemli
olmamakla birlikte, koyun siitiinden tretilen geleneksel kiiltiir florasinda S. aureus
yiikleri daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.2). Bu durum, koyunlarda siit sagiminda
hijyenik sartlar1 saglamada yasanan zorluklardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Simsek ve Sagdic (2006) Isparta yoresinde Dolaz adi verilen peynir g¢esidiyle
yaptiklar1 bir ¢alismada, benzer sonuglar1 bildirmis ve bu durumun koyunlarda siit

sagimindaki hijyenik problemlerden kaynaklandigini belirtmislerdir.

Yapilan bir calismada, tulum peynirinin liretiminde kullanilan koyun siitii
florasinda Enterococcus sp. sayisinin inek siitlerine oranla, fark edilir diizeyde
yiiksek oldugu, en yiiksek Staphylococcus sp. sayisinin ¢ig koyun siitiinden iiretilen
peynire ait peyniralt1 suyunda (3.60 log kob/g), en diisiik say1 ise 1s1l islem gormiis
inek siitiinden iretilen peynirlere ait peyniralti suyunda (2.05 log kob/g)
belirlenmistir (Sert, 2011).

Bu calisma kapsaminda gelistirilen geleneksel starter kiiltiirler (termofilik
DSK, mezofilik MSS ve termofilik MSS) laktik asit bakteri yiikleri agisindan
ozellikle Diyarbakir Orgii peyniri, Lavas, Yaprak ve Urfa peyniri gibi ¢ig siitten
tiretilen gesitli yoresel peynirlerin endiistriyel tiretiminde kullanilabilecek uygunlukta
olduklar1 diistiniilebilir. Ancak, istenmeyen kontaminant (KGB, FKGB, E. coli, S.
aureus ve maya-kiif) yiikleri acisindan ayni durum s6z konusu degildir. Bu nedenle,
stit sagiminda hijyen ve sanitasyon kurallarina uyularak mevzuata (Anonim, 2012)
uygun kaliteli ¢ig siit liretilmesi durumunda, geleneksel starter kiiltiirlerin 6zellikle
iilkemizde yoresel olarak ¢ig siitten lretilen peynirlerin endiistriye aktarilmasinda
onemli bir firsat oldugu degerlendirilmektedir. Baska bir deyisle yoresel

peynirlerimiz endiistriyel boyutta iiretimi ile sadece sekilsel bir iretim
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gerceklestirilmektedir. Bunun yerine, yoresel peynirlerimizin endiistriyel iiretiminde
peynire islenecek siitiin termize veya pastorize edilmesi, iiretimde termofilik DSK,
termofilik MSS ve mezofilik MSS kiiltiirlerin kullanimi ile ilgili bilimsel ¢alismalar
yapilmalidir. Bu durum, iilke ekonomisi ve tiiketici istekleri acisindan biiyiilk 6nem

tagimaktadir.

Bu baglamda, termofilik PAS kiiltiiriiniin, Dil peynirinin {retimine
uygunlugunun arastirildigi bir ¢alismada, termofilik PAS kiltiiriiniin kullanildig1
termize ve pastorize siitten iretilen Dil peynirleri ile ¢ig siitten yapilan peynirler
arasinda bilesim, biyokimyasal ve duyusal parametreler acisindan istatistiksel olarak
onemli bir farkliliin tespit edilmedigi, ¢ig siitten iiretilen Dil peynirinin olgunlagsma
periyodunun 90. giiniinde dahi tiiketici saghgi ve gida giivenlirligi agisindan risk
tagidigi, buna karsin termize siitten yapilan peynirin peryodun 60. giinlinde, pastorize
siitten iretilen peynirin ise 30. giinlinde, giivenilir oldugu ve risk tagimadigi

bildirilmistir (Uysal, 2008).

AB iilkelerinde, dogal PAS kiiltiirleri ticari olarak siero-innesto, cizza, scotto-
fermento, sierro-fermento olarak, 'dogal siit kiiltiirleri' ise latto-innesto ve latto-
fermento adlan ile bilinmektedirler. Bu kiltiirler, Crescenza, Italico, Mozzarella,
Asiago ve Montasio gibi Italyan peynir ¢esitlerinin iiretiminde starter olarak
kullanilmaktadir (Cogan ve Accolas, 1996; Limsowtin ve ark., 1996). Italya'da
Mozarella peynirinin endiistriyel tiretiminde, dogal siit kiiltiirleri veya dogal PAS
kiltlirlerini kullanmaktadir. S6z konusu peynirin {iretiminde pastorize siit ve starter
olarak ta dogal veya ticari DSS kiiltirleri (Str. thermophilus ve Lb. helveticus
karisimi) kullanilmaktadir. Ancak, ticari DSS kiiltiirlerinin kullanimi1 sonucu tat-
aroma agisindan arzulanan kalitede peynir iiretilememektedir (Addeo ve Coppola,

1983; Coppola ve ark., 1988; Parente ve ark., 1997).

Dogal kiiltiirler, LAB’ nin tanimlanmamis karisimi olup, faj kontroli igin
herhangi bir 6nlemin alinmadigi isletme ortaminda giinliik olarak c¢ogaltilmaktadir.
Sik sik ¢ogaltma, kiiltiirde kompozisyon degisikligine neden olmakta, bu da kiiltiirtin

diizensiz bir performans sergilemesine neden olmaktadir. Bu durum, olgun peynirin
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duyusal o6zelliklerinde degisiklige neden olmaktadir. Bu problemin ¢oziimi
amaciyla, ticari mezofilik ve termofilik MSS kiiltiirleri gelistirilmislerdir (Limsowtin
ve ark., 1996). Bu amagla, kaliteli peynir iiretiminin yapildigi dogal kiiltiirler,
kontrollii sartlarda laboratuvarda liyofilize ve dondurulmus MSS kiiltiirlerinin
hazirlanmasinda inokil olarak kullanilmaktadir. Hazirlanan ticari MSS kiiltiirleri,
isletmede aseptik sartlarda ana, ara ve isletme kiiltlirii olarak cogaltilmaktadirlar.
Ancak giliniimiizde, ticari olarak direk isletme kiiltiiriinlin hazirlanmasi veya direk
peynire islenecek siitiinlin inokulasyonu yapacak sekilde konsantre dondurulmus
veya konsantre liyofilize MSS kiiltiirlerini {retilmektedir. Bu yenilik, isletmede
kiiltiir gogaltma islemlerini ve birgok zorlugu ortadan kaldirmaktadir. Mezofilik MSS
kiiltiirleri daha c¢ok Iskandinav iilkeleri, Almanya ve ltalya’da, termofilik MSS
kiiltiirleri ise Italya (colture naturali in siero), Isvigre (rohmischkulturen) ve
Fransa'da kullanilmaktadir (Accolas ve Auclair, 1983). Giiniimiizde yogurt, Isvicre
tipi ve Italya tipi peynirlerin tiretiminde kullanilan termofilik MSS kiiltiirleri Str.
thermophilus, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. delbrueckii ssp. lactis ve Lb.
helveticus gibi termofilik LAB igerdigi bildirmektedir (Cogan ve Accolas, 1995;

Limsowtin ve ark., 1996).

4.2. Telemesi Haslanan Taze Peynirin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Telemesi haglanan taze peynirin mikrobiyolojik parametrelerine iliskin yapilan
istatistiksel degerlendirme sonucu, peynir ¢esidi (koyun ve inek peyniri) bakimindan
KGB sayilar1 arasindaki farklilik 6nemli (P<0.05), E. coli sayilart arasindaki farklilik
ise ¢ok onemli (P<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.3).

Koyun siitiinden tiretilen peynirin florasinda, KGB sayisi ile E. coli sayisi, inek
siittinden elde edilen peynirin florasindaki degerlerden 6nemli diizeyde daha yiiksek
bulunmustur. Istatistiksel olarak énemli olmamakla birlikte benzer sekilde koyun
stitinden elde edilen peynir florasinda FKGB sayis1 ile S. aureus sayilari daha
yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.4). Bu durum, ¢ig koyun siitiiniin mikrobiyal
yiikiiniin yiiksek oldugundan kaynaklandigi s6ylenebilir.
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Bununla beraber, ¢ig koyun ve inek siitiinden iiretilen telemesi haslanan taze
orgili, yaprak, lavas gibi peynirlerin istenmeyen kontaminant yiiklerinin yiiksek
oldugu ve tliketici saglig1 agisindan risk olusturdugu anlasilmaktadir. Ancak Tiirk
Gida Kodeksi Peynir Tebligi’ne (Teblig no: 2015/6) gore, ¢ig siitten lretilen ve
telemesi haslanan peynirlerin (madde 5, C bendi) taze olarak piyasaya arz
edilebilecegi hitkkmii yer almaktadir. Ayni tebligde, haglama isleminin en az 72°C’de
yapilmas1 gerektigi ifade edilmektedir. Bu sicaklikta, patojen bakterilerin elimize
oldugu bilinmektedir. Ancak yoresel peynir {iretimlerinde ¢apraz kontaminasyonun
onlenmesi olduk¢a zor goriinmektedir ve bu durum yapilan bu ¢alisma sonuglari ile

de desteklenmistir.

Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi (29.11.2011 tarih ve
28157 (3. Miikerrer) RG) ekinde peynirler i¢in, koagiilaz pozitif stafilokoklar i¢in
(almacak 5 6rnegin 2’sinde 10%-10% kob/g, diger 3 ornek ise 10% kob/g olmali,
Salmonella cinsi ve L. monosytogenes bakterilerinin 25 g. 6rnekte bulunamayacagi
hiikmiine baglanmistir. Ancak, bu ¢alismada peynir florasinda koliform grubu, fekal
koliform grubu, S. aureus, E. coli ve maya-kiif varligi ve yiikiiniin tespitine yonelik
parametreler ¢alisilmigtir. Tebligde belirtilen mikrobiyolojik kriterler ile bu
calismada calisilan parametreler arasinda bir iliski ve korelasyon dan soz edilebilir.
Tebligde belirtilen kriterlerin, koliform grubu bakteriler arasinda yer aldig

unutulmamalidir.

Tulum peynirlerinin  kimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla Oner ve ark. (2003) tarafindan yapilan galismada 20 adet
tulum peyniri 6rneginin mikrobiyolojik 6zelliklerinin TS 3001’ e uygun olmadig:
belirtilerek; fizikokimyasal, mikrobiyal ve organoleptik Ozellikler bakimindan

peynirin standardize edilmesi gerektigi ifade edilmistir.

Farkli yoresel peynir cesitlerinin iretiminde geleneksel kiiltiirlerin
kullanimimin tat-aroma ve tekstiir ile ilgili avantajlari, yapilan ¢alismalarla
desteklenmistir. Ornegin yapilan bir ¢alismada Antonsson ve ark. (2003)

Danimarka’da iiretilen Danbo peynirinin iiretimde Lb. paracasei bakterisinin kiltiir
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kombinasyonlarinda yer almasinin peynirin duyusal 6zellikleri iizerinde olumlu
etkide bulunabilecegi ifade edilmistir. Baska bir calismada koyun siitiinden
geleneksel yontemle iiretilen Orinotyri peynir iiretiminde geleneksel starter kiiltiir

kullaniminin faydali olacag bildirilmistir (Prodromou ve ark., 2001).
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4.3. Bakteri izolatlarimin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

4.3.1. Gram boyama, katalaz testi ve morfolojik o6zellikler

Farkli bolgelerden toplanan koyun ve inek siitleri kullanilarak {iretilen
termofilik DSK, mezofilik MSS ve termofilik MSS kiiltiir tipleri ile telemesi
haslanan peynir orneklerinden hazirlanan dilusyonlardan bireysel olarak laktik asit
bakterilerinin gelisimi i¢in spesifik olan MRS ve M17 agar besiyerlerine ekim
yapilmis ve herbir besiyerinden farkli morfolojik &zellik gosteren bakteri
kolonilerinden olmak sartiyla en az 5 koloniden toplam 358 adet izolat alinmstir.
Elde edilen bu izolatlar, oOncelikle Gram reaksiyonu ve Kkatalaz testine tabi
tutulmustur (Cizelge 4.5). Cizelgeden de goriildiigii gibi, izolatlarin 95 adedi Gr (+)
K (+), 46 adedi ise Gr (-) K (-), 15 adedi Gr (-) K (+) ve geriye kalan 202 adedi ise
Gr (+) K (-) olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. Farkli geleneksel starter kiiltiirler ile telemesi haglanan peynirlerden alinan bakteri
izolatlarinin Gram reaksiyonu ile Katalaz testi sonuglari

Kiiltiir tipi Izolatsayist |G (+)K(-) |[G(H)KH) |GHOKE)|G()K ()
Termofilik DSK 100 60 20 16 4
Mezofilik MSS 111 63 27 15 6
Termofilik MSS 101 58 33 9 1
Telemesi haglanan peynirler 46 21 15 6 4
Toplam 358 202 95 46 15

G: Gram reaksiyonu; K: Katalaz testi

Farkli geleneksel starter kiiltiirler ile telemesi haslanan peynir florasindan
alman LAB iazolatlarinin morfolojik ozellikleri Cizelge 4.6’ da verilmistir. Buna
gore 202 LAB izolatindan 43 adet izolat basil, 18 adet izolat kokobasil ve 141 adet

izolatin da kok sekilli oldugu belirlenmistir.
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4.3.2. Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme

Toplam 159 adet kok/kokobasil sekilli LAB izolati, 20, 40 ve 65 g NaCl/L
iceren M17 broth (%]1.7 bromkrezol purple) besiyerine ekim yapilarak 28 °C
(mezofiller) veya 42 °C’de (termofiller) 4 giin siireyle inkiibe edilerek, izolatlarin
gelisme durumlart test edilmistir. Bu siire sonunda besiyeri renginin sartya donmesi,
pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir. Basil sekilli olan 43 izolat i¢in boyle bir test
uygulanmamistir. Cizelge 4.7° de laktik aist bakteri izolatlarinin, farkli tuz oranlarini

iceren M17 broth besiyerinde gelisme durumlart ile ilgili test sonuglart verilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli geleneksel starter kiiltiir ve telemesi haslanan peynir florasindan alinan
laktik asit bakteri izolatlarinin morfolojik 6zellikleri

Killtir tipi Morfolojik Ozellikler Toplam
Kok Kokobasil Basil

Termofilik DSK 45 5 13 63
Mezofilik MSS 37 7 15 59
Termofilik MSS 42 4 9 55
Telemesi haslanan peynirler 17 2 6 25
Toplam 141 18 43 202
DSK: dogal siit kiiltiirii; MSS: bakteri karigimu belli olmayan kiiltiir
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Cizelge 4.7. Farkli geleneksel starter kiiltiir ile telemesi haglanan peynir florasindan alinan
kok/kokobasil sekilli laktik asit bakteri izolatlarinin farkli tuz konsantrasyonlarina
tolerans durumlar:

Tuzda geligsme durumu (g NaCl/L)

Killtir tipi 20 40 40 65 65 Toplam

(+) (+) () (+) @)
Termofilik DSK 50 31 19 6 44 50
Mezofilik MSS 44 30 14 7 37 44
Termofilik MSS 46 30 16 12 34 46
Telemesi haglanan peynirler 19 15 4 3 16 19
Toplam 159 106 53 28 131 159
DSK: dogal siit kiiltiirii; MSS: bakteri karigim belli olmayan kiiltiir

Cizelgeden de anlasildigi tizere, 20 g NaCl/L igeren M17 broth besiyerinde tiim
LAB izolatlar1 ¢ogalmistir. Ancak 40 ve 65 g NaCl/L igeren M17 broth besiyerinde
tim izolatlar gelisme performansi gosterememislerdir. LAB izolatlarinin tuza
gostermis olduklari direng peynir teknolojisi agisindan 6nem tagimaktadir. Bagka bir
deyisle, yiiksek tuz konsantrasyonunda gelisebilen LAB izolatlar1 peynir iiretiminde

kullanilan starter kiiltiir bilesimlerinde degerlendirilebilecektir.
4.2.3. Farkh sicakliklarda gelisebilme

Farkli geleneksel starter kiiltiirler ile telemesi haglanan peynir florasindan
alinan toplam 159 adet LAB izolati, farkli sicaklikta (10 veya 45° C) 48-72 saat siire

ile inkiibe edilmis ve gelisme durumlari Cizelge 4.8’ de verilmistir. Inkiibasyon

sonucunda besiyeri renginin sartya donmesi, pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.8. Farkli geleneksel starter kiiltiirler ile telemesi haglanan peynirlerden elde edilen
kok/kokobasil sekilli laktik asit bakteri izolatlarin farkli sicakliklarda gelisme

durumlar
Sicaklik (°C)

Kiiltiir Tipi 10 (-) 10 (+) 45 () 45 (+) Toplam
Termofilik DSK 7 43 20 30 50
Mezofilik MSS 10 34 28 16 44
Termofilik MSS 11 35 10 36 46
Telemesi haglanan peynirler 1 18 15 4 19
Toplam 29 130 73 86 159
DSK: dogal siit kiiltiirii; MSS: bakteri karigim belli olmayan kiiltiir

Cizelgeden de anlasilacag tizere, termofilik DSK’ dan elde edilen toplam 50
adet laktik asit bakteri izolatindan, 7 adeti 10 °C’ de, 20 adedi ise 45 °C’ de
gelisememistir. Mezofilik MSS Kkiiltiiriinden elde edilen toplam 44 adet laktik asit
bakteri izolatindan 10 adedi 10 °C’ de, 28 adedi ise 45 °C’ de gelisememistir.
Termofilik MSS kiiltiirinden elde edilen toplam 46 adet laktik asit bakteri
izolatindan 11 adedi 10 °C’ de, 10 adedi ise 45 °C’ de gelisememistir. Peynir
kiltiiriinden elde edilen toplam 19 adet laktik asit bakteri izolatindan 1 adedi 10 °C’

de, 15 adedi ise 45 °C’ de gelisememistir.

Farkli sicaklik (10 ve 45 °C) ile farkli tuz konsantrasyonunda (2, 4 ve 6.5 g
NaCl/L) gelisimlerine goére kok sekilli izolatlarin biyokimyasal o6zellikleri,
Lactococcus cinsi bakterilerin, Enterococcus ve Streptococcus cinsi bakteriler ile
ayristirilmasinda kullanilmaktadir (Carr ve ark., 2002; Schleifer ve Balz, 1984). LAB
izolatlarindan 10 ve 45 °C’de ve 6.5 g NaCl/L’ de gelisebilen izolatlar, Enterecoccus
sp. olarak tamimlanmistir. Bu durumda 159 adet kok izolatimin, 47 adedi
Enterecoccus cinsi bakteri, geriye kalan toplam 112 izolat ise fenotipik 6zelliklerine

gore Lactococcus sp. bakteri olarak degerlendirilmistir.

66



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Giilten SENOCAK SORAN

4.2.4. Fermantasyon testi

Farkli geleneksel starter kiiltiirler ile telemesi haslanan peynir florasindan
alinan toplam 202 adet LAB izolati, fermantasyon tipi (homo-, hetero fermantasyon)
bakimindan test edilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.9’ da verilmistir. Bu

baglamda, basil sekilli 43 adet LAB izolatina da, fermantasyon testi uygulanmaistir.

Cizelge 4.9. Farkli gelencksel starter kiiltiirler ile telemesi haglanan peynir florasindan alinan
laktik asit bakteri izolatlarinin fermentasyon testi sonuclari

Fermantasyon testi Toplam

Kiiltiir Tipi Homofermentatif Heterofermentatif

Termofilik DSK 51 12 63
Mezofilik MSS 51 8 59
Termofilik MSS 50 5 55
Telemesi haglanan peynirler 20 5 25
Toplam 172 30 202
DSK: dogal siit kiiltiirii; MSS: bakteri karigimi belli olmayan kiltiir

Gaz olusumu gozlenen MRS/M17 broth besiyerlerinde, izolat heterofermentatif
olarak degerlendirilmistir (Caridi, 2003; Bouton ve ark. 2002; Veljovic ve ark. 2007).
Fermentasyon testi sonucu, 172 adet LAB izolatinin homofermentatif o6zellik
gosterdigi, 30 adet LAB izolatinin ise heterofermentatif &zellik gosterdigi
belirlenmistir. Bu baglamda termofilik DSK florasindan aliman 51 adet izolat,
mezofilik MSS kiiltiirii florasindan alinan 51 adet izolat, termofilik MSS kultiri
florasindan alinan 50 adet izolat ve telemesi haslanan peynir florasindan alinan 20

adet izolat homofermentatif olarak degerlendirilmistir.

Uygulanan biyokimyasal testler sonucunda, farkli geleneksel starter kiiltiirler
ile telemesi haslanan peynir floralarindan alinan LAB izolatlarinin cins diizeyinde

tanimlanmas1 Cizelge 4. 10 ve Cizelge 4.11° de verilmistir.

Cizelgelerden de goriildiigli gibi, Termofilik DSK kiiltiirlinden 14 adet

Enterococcus sp., 22 adet Lactococcus sp., 6 adet Leuconostoc sp., 7 adet
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Streptococcus sp, 8 adet Homolaktik Lb., 4 adet Heterolaktik Lb.; Mezofilik MSS
kiiltiirtinden 11 adet Enterococcus sp, 18 adet Lactococcus sp., 5 adet Leuconostoc
sp., 11 adet Streptococcus sp., 12 adet Homolaktik Lb., 4 adet Heterolaktik Lb.;
Termofilik MSS kiiltiiriinden 16 adet Enterococcus sp., 20 adet Lactococcus sp., 10
adet Streptococcus sp., 7 adet Homolaktik Lb., 2 adet Heterolaktik Lb.; Telemesi
haglanan peynirler 3 adet Enterococcus sp., 14 adet Lactococcus sp., 1 adet
Leuconostoc sp., 1 adet Streptococcus sp., 2 adet Homolaktik Lb., 4 adet
Heterolaktik Lb. elde edilmistir.
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4.4. Bakteri izolatlarimin Molekiiler Karakterizasyonu

Biyokimyasal testler sonucunda cins diizeyinde tanimlanan laktik asit bakteri
izolatlarinin, cins temelinde molekiiler yontemlerle tanimlamalar1  ve
gruplandirilmalart  igin DNA izolasyonu, rep-PCR (Repetetive extragenic

palindromic) ve agaroz jel elektroforezi islemleri gerceklestirilmistir.

Bu yontemin, diisiik maliyetli oldugu, yiiksek tanimlayici kapasiteye sahip ve
bir cok Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin siniflandirma ve tiplendirilmesi
icin uygun oldugu ve basariyla kullanildig: bildirilmistir (De Bruijn, 1992; Woods ve
ark., 1992; Versalovic ve ark., 1994; Georghiou ve ark., 1995; Herman ve ark., 1998;
Jersek ve ark., 1999; Olive ve Bean, 1999; De Urraza ve ark., 2000; Gevers ve ark.,
2001; Masco ve ark., 2003; Krizova ve ark., 2008; Adiglizel ve Atasever, 2009;
Mohammed ve ark., 2009).

DNA izolasyon kiti kullanarak saflastirilan DNA fragmentleri, izolatlarin
gruplandirilmasi igin rep-PCR kullanilarak g¢ogaltilmig ve agaroz jel elektorforez
yardimiyla goriintiillenmistir. Laktik asit bakteri izolatlarina ait DNA fragmentlerinin
agaroz jel elektroforezde ayristirilmasina iliskin 6rnek elektroforogram Sekil 4.1° de

verilmistir.

Sekil 4.1° de gorildiigii tlizere, elektroforogramin sol iist kisminda M ile
isaretlenen kuyucukta, 100-3000 bp igeren marker yer almaktadir. Daha sonra, 1-11
nolu kuyucuklarda farkli LAB izolatlarina ait rep-PCR protokolii ile ¢ogaltilan DNA
fragmentleri yer almaktadir. Bu baglamda, 1 nolu kuyucukta yiiriitilen DNA
fragmentinin 2200 bp biyikligiinde bir molekiil igerdigi, 5 nolu kuyucukta
yiuriitilen DNA fragmentinin ise 700-900-1000-1200-1500-1700-2200 ve 2700 bp

iceren 8 farkli molekiil igerdigi gortilmektedir.
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Sekil 4.1. Farkli geleneksel starter kiiltiir ile telemesi haslanan peynir floralarindan alinan
laktik asit bakteri izolatlarinin izolatlarina ait DNA fragmentlerinin agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmesi ile ilgili drnek elektroforegram

Rep-PCR sonucu ¢ogaltilan DNA fragmentlerinin agaroz jel elektroforezinde
ylriitilmesi, ortaya c¢ikan bantlarin varligi/yoklugu 1/0 seklinde kodlanmasi
sonucuna laktik asit bakteri izolatlari cins diizeyinde gruplandirilarak (Cizelge 4.11)
genetik benzerlik indeksi olusturulmustur. Bu indeks kullanilarak bakteri izolatlar
arasindaki genetik yakinlik belirlenmis ve sonuglar dendrogram seklinde

gosterilmistir (Cizelge 4.12).

Bakteri suslar1 arasindaki genetik yakinligi belirten dendogram grafigine
bakildiginda markirin olusturdugu grup genotiplerinden 4 biiyiik kiimeye ayrildigi
goriilmektedir. 1. kiime kendi arasinda iki alt kiimeye ayrilmaktadir. Alt kiimelerden
birincisi, 1-37 ve 41-79 nolu iki grup izolat icerirken, ikinci alt kiime sadece 42 nolu
izolat1 icermektedir. 2. biiyiik kiime de yine iki alt kiimeye ayrilmaktadir. Bunlardan
birincisi, 46; ikincisi ise 47 nolu izolatlardir. 3. biiyilk kiimenin olusturdugu 2 alt
kiime de yine kendi arasinda gruplara ayrilmistir. Bunlardan 1. alt kiime, 2-18-20 ve
29-35-100-73-53 olmak iizere iki gruptan olugmustur. 2. alt kiime ise 3-32-33 ve 30-
31-71 olmak fizere iki gruptan olusmustur. 4. biiylik kiime yine 2 alt kiimeden

meydana gelmistir.

Bunlardan 1. alt kiime 43-44-48 ve 49 olmak {izere iki gruba ayrilirken, 2. alt

kiime sadece 45 nolu izolattan olusmustur. Dendograma gore izolatlar arasinda en
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biiyiikk benzerlik 35-100 ve 9-11 nolu genotipler arasinda goriiliirken, en biiyiik
farklilik 1 ve 13 nolu genotipler arasinda goriilmiistiir. Yapilan c¢alismalarda,
markirin olusturdugu var yok testine gore dendogram grafiginde olusan gruplar

benzer sekilde yorumlanmstir (Ercisli ve ark., 2008; Kose, 2003).

Ertekin (2007) farkli gidalardan elde ettigi laktik asit bakteri izolatlarinin
tanimlanmasinda morfolojik, metabolik ve fizyolojik karakterlerin, standart tip suslar
(izolatlar) ile birlikte belirlenip niimerik taksonomi esaslar1 dahilinde degerlendirince
homojen gruplar halinde smiflandirma ve teknolojik 6zelliklerini ¢alismustir.
Niimerik taksonomiye gore izolatlar 7 iiyeli (benzerlik %89.4), 15 iiyeli (benzerlik
%89.4) ve 3 iiyeli (benzerlik %90.7) olmak iizere 3 adet cok iiyeli, 15 adet de tek
tyeli kiimeye ayrilmistir. Cok tyeli kiimenin birbiri ile benzerligi %80’dir. Bu
degerler niimerik taksonomi degerlendirme kriterlerine gore taksonomik yapinin iyi

sonuc¢landigini gosterdigini belirtmistir.
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Cizelge 4.12. Farkli geleneksel kiiltiir ile telemesi haglanan peynir floralarindan alinan laktik asit
bakteri suslari arasinda genetik yakinligi belirten dendogram grafigi
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Farkli geleneksel starter kiiltiirler ile peynir florasindan alinan LAB izolatlar1
rep-PCR calismasi sonucunda, termofilik DSK kiiltliriinden tanimlanan toplam 44
adet izolatin 20 adet Lactococcus sp., 1 adet Pediococcus sp., 6 adet Leuconostoc
sp., 9 adet Enterococcus sp., 8 adet Lactobacillus sp. olarak; mezofilik MSS
kiiltiirtinden alinan 44 adet izolat, 14 adet Lactococcus sp., 2 adet Pediococcus sp., 8
adet Leuconostoc sp., 8 adet Enterococcus sp., 12 adet Lactobacillus sp. olarak;
termofilik MSS kiiltiiriinden alinan 37 adet izolat 18 adet Lactococcus sp., 2 adet
Pediococcus sp., 3 adet Leuconostoc sp., 7 adet Enterococcus sp., 7 adet
Lactobacillus sp. olarak; telemesi haslanan peynir florasindan tanimlanan 16 adet
izolat 10 adet Lactococcus sp., 3 adet Pediococcus sp., 1 adet Enterococcus sp., 2
adet Lactobacillus sp. olarak belirlenmistir. Ozetle, geleneksel starter kiiltiirler ile
telemesi haslanan peynir florasindan 141 adet LAB izolati rep-PCR teknigi
kullanilarak tanimlanmis ve izolatlarin cins diizeyinde dagilimi, 62 adet Lactococcus
sp., 8 adet Pediococcus sp., 17 adet Leuconostoc sp., 25 adet Enterococcus sp. ve 29

adet Lactobacillus sp. olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.11).

Bu c¢alismda, laktik asit bakteri izolatlarimin molekiiler benzerlik
siiflandirilmasi sonucunda, MRS besiyerinden izole edilen toplam 109 izolattan, 47
adedi Lactococcus sp. olarak tanimlanirken, 24 adedi Lactobacillus sp., 16 adedi
Enterococcus sp., 15 adedi Leuconostoc sp. ve 7 adedi Pediococcus sp. olarak
tanimlanmistir. M17 besiyerinden izole edilen 32 laktik asit bakteri izolatindan 15
izolat Lactococcus sp. olarak tanimlanirken, 9 izolat Enterococcus sp., 5 izolat
Lactobacillus sp., 2 izolat Leuconostoc sp. ve 1 izolat Pediococcus sp. olarak

tanimlanmustir.

Lactobacillus cinsi bakterilerin izolasyonu amaciyla kullanilan MRS
besiyerinde Lactobacillus sp.’den ¢ok Lactococcus sp. izole edilmesi, bu besiyerinin
farkli tiirdeki koklarin gelisimine de olanak saglamasmnin neden oldugu
diistiniilmektedir. Franciosi ve ark. (2008) MRS besiyerinde fazla sayida laktik asit
bakteri izolati elde edilmesine karsin, bunlardan yalnizca diisiik diizeyde izolatin
Lactobacillus sp. tiiriine ait suslardan olustugunu ve Enterococcus sp. bakterilerin

ortamda baskin oldugunu belirlemislerdir. Dolci ve ark. (2008)’ da MRS besiyerinde
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Lactobacillus sp. yani sira Lactococcus sp. ve Streptococcus Sp. suslarini da izole
etmislerdir. Caridi (2003) “Pecorino del Pero” peynirinde baskin floray: karakterize
ettigi ¢alismasinda MRS besiyerinden izole edilen 90 sustan yalnizca 41’ ni
Lactobacillus sp. olarak tanimlanmustir. Bir diger arastirmada ise, Lopez-Diaz ve ark.
(2000) MRS besiyerinde izole edilen suslarin %62.7” ni Lactococcus sp., %22’ ni ise
Lactobacillus sp. olarak tanimlamislardir.

Kesmen ve ark., (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada, sucuk florasindan izole
ettikleri laktik asit bakterilerini tanimlama i¢in molekiiler yontemler kullanmiglardir.
Bu baglamda izole ettikleri saf DNA fragmentlerini rep- PCR yardimiyla ¢ogaltarak
elektroforez ile goriintiilemislerdir. Sucuk florasinda Lactobacillus cinsine ait Lb
sakei, Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. farciminis ve Lb. alimentarius tiirlerini

tanimlamiglardir.

4.5. Bakteri izolatlarinin API Yontemi ile Tanimlanmasi

PCR yontemiyle cins diizeyinde benzerliklerine gore tanimlanan izolatlar API
test kiti kullanilarak tiir/sus diizeyinde tanimlanmistir. API test sonuglar1 Cizelge 4.

13’ de verilmistir.

Calisma sonucunda API test kiti ile tanimlamasi yapilan suslarin 62 adedi
(%43.97) Lactococcus spp, 29 adedi (%20.57) Lactobacillus spp., 25 adedi (%17.73)
Enterococcus spp., 17 adedi (% 12.06) Leuconostoc spp. ve 8 adedi ise (%5.67)

Pediococcus spp. olarak tanimlanmustir.

PCR kullanilarak cins diizeyinde tanimlanan toplam 62 adet Lactococcus spp.
izolatin API test kiti ile tanimlanmasi sonucunda 50 adedi (%80.64) Lactococcus
lactis spp. lactis, 11 adedi (%17.74) Lactococcus lactis spp. cremoris ve 1 adedi ise
Lactococcus raffinolactis (%1.61) olarak tanmimlanirken; 25 Enterococcus spp.
izolatin 12 adedi Enterococcus faecium (%48), 7 adedi E. avium (%28) ve 6 adedi ise
E. faecalis (%24) olarak tanimlanmistir. PCR ¢alismasi1 sonucu Lactobacillus spp.

olarak tanimlanan 29 izolatin ise API test Kiti ile tanimlanmast sonucunda 19
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adedinin (%65.52) Lactobacillus plantarum, 4 adedinin (%13.79) Lactobacillus
rhamnosus, 3 adedinin (%10.34) Lactobacillus brevis, 2 adedinin (%6.89)
Lactobacillus pentosus ve 1 adedinin (%3.45) Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
oldugu bulunmustur. Ayrica Pediococcus sp. olarak tanimlanan 8 izolatin tamami
(%100) Pediococcus pentosaceus ve Leuconostoc spp. olarak tanimlanan 17 susun
ise sirasiyla 8’nin (%47.05) Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides, 5’nin
(%29.41) Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum ve 4’niin  (%23.53)

Leuconostoc lactis oldugu tespit edilmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda, kiiltiirlerden alinan izolatlarda hakim olan floray1
Lactococcus sp. (l.sirada), Lactobacillus sp. (2.sirada) ve Enterococcus sp. (3.

Sirada) grubu laktik asit bakterilerinin olusturdugu belirlenmistir.

API test sonuglari ile rep-PCR sonuglar1 cins diizeyinde birbiriyle uyum iginde
oldugu ve birebir Ortiistigii anlasilmaktadir. Ancak, API testleri sonucunda tiir
diizeyinde tanimlanan LAB’nin sus diizeyinde tanimlanmasi i¢in sekans analizi

calismalarinin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Geleneksel starter kiiltiirler ile peynir florasim1 olusturan tanimli LAB
temelinde dagilimi asagiya g¢ikarilmistir. Bu baglamda, termofilik DSK kiiltiiriiniin
LAB florasindan, 44 adet bakteri tanimlanmustir. Bu bakterilerden 17 adet Lc. lactis
ssp. lactis (tip 1, 2 ve 3), 3 adet Lc. lactis ssp. cremoris, 1 adet Ped. pentosaceus, 2
adet Leu. mesenteroides, 4 adet Leu. dextranicum, 6 adet E. faecium (tip 1, 2), 3 adet
E. avium, 1 adet Lb. pentosus, 1 adet Lb. rhamnosus ve 6 adet Lb. plantarum (tip 1,
2, 3) tanimlanmistir. Mezofilik MSS Kkiiltiirtiniin LAB florasinda, 44 adet bakteri
tamimlanmistir. Bu bakterilerden 10 adet Lc. lactis ssp. lactis (tip 1, 2), 4 adet Lc.
lactis ssp. cremoris, 2 adet Ped. pentosaceus (tip 1, 2), 4 adet Leu. mesenteroides, 1
adet Leu. dextranicum, 3 adet Leu. lactis, 4 adet E. faecium (tip 1, 2), 2 adet E.
avium, 2 adet E. faecalis, 1 adet Lb. pentosus, 2 adet Lb. rhamnosus ve 6 adet Lb.
plantarum (tip 1, 3) tanimlanmustir. Termofilik MSS kiiltiiriiniin LAB florasinda, 37
adet bakteri tanimlanmistir. Bu bakterilerden 15 adet Lc. lactis ssp. lactis (tip 1, 2, 3),
1 adet Lc. raffinolactis, 2 adet Lc. lactis ssp. cremoris, 2 adet Ped. pentosaceus (tip 1,
2), 2 adet Leu. mesenteroides, 1 adet Leu. lactis, 2 adet E. faecium (tip 1, 2), 2 adet E.
avium, 3 adet E. faecalis, 1 adet Lb. paracasei, 1 adet Lb. rhamnosus ve 5 adet Lb.
plantarum (tip 1, 2, 3) tamimlanmistir. Bu sonuglara gore, gelencksel starter
kiltirlerin  LAB florasinda, Lc. lactis ssp. lactis bakterileri baskin olarak

bulunmaktadir.

Telemesi haslanan peynirlerin LAB florasinda ise, 16 adet bakteri
tamimlanmistir. Bu bakterilerden 8 adet Lc. lactis ssp. lactis (tip 1, 2, 3), 2 adet Lc.
lactis ssp. cremoris, 3 adet Ped. pentosaceus (tip 1), 1 adet E. faecalis ve 2 adet Lb.
plantarum (tip 1) tanimlanmigtir. Bu sonuglara gore telemesi haglanan peynir

florasinda Lc. lactis ssp. lactis bakterileri baskin olarak yer almaktadir.

Elde edilen sonuglar Avrupa’da, 6zellikle de Akdeniz havzasindaki iilkelerde
hakim flora dagilimi ile benzerlik gostermektedir. Geleneksel olarak ¢ig siitten
iiretilen peynirlerde hem {iretim esnasinda hem de olgunlasma asamasinda
Enterococcus cinsi bakterilerin sayisal yogunluklar1 genellikle artis gostermektedir
(Akoglu, 2017; Giraffa, 2003; Andrighetto ve ark., 2001). Yapilan arastirmalarda

Enterococcus cinsi bakterilerin taze peynirlerde yiiksek oranlarda bulunmasina ¢ig

79



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Giilten SENOCAK SORAN

stite direkt fekal kaynakli bulasmanin veya indirekt olarak siit¢iiliik ekipmanlar1 ve
siit depolama tanklarindan kaynaklanan bulagsmalarin neden olarak gosterilmektedir
(Giraffa, 2003). Yapilan bir ¢alismada ¢ig siitten iiretilen 13 adet peynir 6rneginden
izole edilen ve biyokimyasal ve API test kiti ile tanimlanan 83 adet LAB susunun
baslangi¢ kiiltiir olma 6zellikleri belirlenmistir. Bu izolatlardan, 22 nin Lactococcus
sp., 36’nin Enterococcus sp. ve 25’nin ise Lactobacillus sp. olarak tanimlandigi
bildirilmistir (Turhan, 2014).

Yiiksek tuz ve asitlik direnglerinden dolay1r Enterococcus cinsi bakterilerin
olgunlasmanin ileri donemlerinde peynir florasinda yer almakta ve olgunlasma
sliresine gore peynirde 6-8 log kob/g diizeylerinde bulunabilmektedir (Clementi ve
ark., 1998). Enterococcus cinsi bakteriler, Akdeniz kusaginda hem ¢ig siitten hem de
pastorize slitten geleneksel olarak iiretilen peynirlerde yaygin olarak bulunmaktadir
(Andrighetto ve ark., 2001; Giraffa, 2003; Suzzi ve ark., 2000). E. faecalis, E.
faeceium ve E. durans peynir florasinda en sik rastlanan Enterococcus tiirleridir ve
peynirlerin tekstiir ve tat aroma gelisimde 6nemli rol oynamaktadirlar (Akoglu, 2017,
Rodriguez ve ark., 1995; Cogan ve ark., 1997; Giraffa, 2003). Bu o6zelliklerinden
dolayr bazi AB iilkelerinde peynir (Feta, Mozzarella ve Cebreiro) uretiminde
kullanilan starter kiiltir kombinasyonunda yer almaktadir (Akoglu, 2017;
Sarantinopoulos ve ark., 2002; Villani ve Coppola, 1994; Mendez ve ark., 2001).
Giliney Avrupa iilkelerinde geleneksel olarak ¢ig koyun siitiinden iiretilen birgok
peynirin florasinda Lactococcus spp. tiirli bakteriler baskin olarak bulunmaktadir
(Torres-Llanez ve ark., 2006; Estepar ve ark., 1999; Rodriguez ve ark., 1995).

Tanimlanan Lactobacillus cinsi bakteriler (Lactobacillus spp., Lb. plantarum,
Lb. rhamnosus) starter olmayan laktik asit bakteri grubu igerisinde
degerlendirilmektedir. Bu grup bakteriler ¢ig siit florasinda yer almaktadir ve
ozellikle uzun siireli olgunlastirilan peynirlerde aroma gelisimde 6nemli role sahip
olduklar1 bilinmektedir (Beresford ve ark., 2001; Turgut, 2012). Fox ve ark. (1998) 3
aydan daha uzun siire olgunlastirilan peynirlerde bu grup bakteri sayisinin en iist
seviyeye ulagtigimmi bildirmislerdir. Zlatar peyniri gibi bazi geleneksel peynirlerde

olgunlasmanin baslangicinda diisiik seviyelerde bulunan Lactobacillus spp. grubu
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bakterilerin sayisinda olgunlasma sonuna dogru belirgin bir artis gozlendigi

belirlenmistir (Velijovic ve ark., 2007) .

Calismamizda buldugumuz Lb. plantarum tip 1, 2 ve 3 tiirii bakteriler starter
kiiltiir bakterisi olmayip destek kiiltiir olarak kullanilan bakterilerdir. Bu grup
bakteriler =~ Streptobacterium  grubunda  yer  alirlar.  Yani  fakiiltatif
heterofermantatiflerdir. Yine aymi sekilde Lb. paracasei ssp. paracasei ve Lb.
pentosus bakteri tiirleri de fakiiltatif heterofermantatif olan streptobacterium
grubunda yer almaktadirlar. Lb. brevis tiirii bakteriler ise betabacterium grubunda yer
almaktadir. Bu yoreye ait siit triinlerinde bu tiir bakterilerin goriilmesi dikkat

cekmistir. Aroma farkliliginin bu bakteriler sayesinde oldugu diisiiniilmektedir.

4.6. Tammlanan Laktik Asit Bakterilerinin Baz1 Teknolojik Ozellikleri

4.6.1. Antagonistik aktivite

Bakteriyosinler, protein dogasinda antagonistik maddeler olup sinirli sayida
bakteriye, 0zellikle de bakteriyosin iireten bakteriye yakin tiirlere karsi bakterisidal
veya bakteriyostatik aktiviteye sahip bilesiklerdir (Tagg ve ark., 1976). Bu tiir
bakteriler drettikleri bakteriyoinlerle hedef bakteriyi inaktive ya da inhibe
etmektedirler. Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen bakteriyosinler, Gram-pozitif
ve Gram-negatif bakterilere karsi inhibisyon etkisi gosterirler (Jack ve ark., 1995).
Fermente ya da taze gidalarda bulunan c¢ok sayida laktik asit bakterisi farkli
bakteryosinler iiretebilmektedir (Cleveland ve ark., 2001). Ornegin; Lc. lactis
bakterisi, nisin, laktisin 481 ve laktokoksin G; Leu. mesenteroides bakterisi
mesenterisin  Y105; Lb. helveticus bakterisi helvetisin J; E. faecium bakterisi
Enterosin P, Enterosin B, Enterosin A gibi farkli tiirlerde bakteriyosinler

uretebilmektedir.

Bu arastirmada tanimlt LAB’nin antagonistik aktiviteleri petri plaklarinda test
edilmistir (Cizelge 4.13). Tanimli LAB, uygun s1v1 besiyerine (MRS broth veya M17
broth) %1 oraninda inokiile edilmis ve 28/42 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Daha
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sonra M17 ve MRS agar lizerine inokiile edilen bakterilerin indikator sus olarak E.
coli bakterisine karsi olusturduklart zonlar bakteriyosin aktivitesi olarak

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.14. Farkli geleneksel kiiltiir ile telemesi haglanan peynir florasindan tanimlanan laktik
asit bakterilerinin asitlik olusturma kapasiteleri ile E. coli bakterisine karsi
gosterdikleri antagonistik aktiviteleri

Inkiibasyon siiresi | Antagonistik
(saat) aktivite
(Zon capy,
No | Tiir 0. 4. 6. | 24. mm)
1 | Lc. lactis ssp. lactis 1 6.35 | 6.30 | 6.29 | 5.08 24
2 | Lc. lactis ssp. lactis 1 6.29 | 6.28 | 6.25 | 5.05 24
3 | Lc. lactis ssp. lactis 2 6.28 | 6.21 | 6.10 |5.20 22
4 | Lc. lactis ssp. lactis 2 6.30 | 6.29 | 6.26 | 5.18 21
5 | Lc. lactis ssp. lactis 3 6.32 | 6.30 | 6.27 | 5.04 25
6 | Lc. lactis ssp. lactis 3 6.31 | 6.29 | 6.27 | 5.06 27
7 | Lc. lactis ssp. lactis 3 6.27 | 6.20 | 6.16 | 5.06 25
8 | Lc. lactis ssp. cremoris 6.38 | 6.00 | 5.77 | 4.68 25
9 | Lc. lactis ssp. cremoris 6.39 | 6.36 | 6.33 |4.79 24
10 | Leu. mesenteroides ssp. mesenteroides 1 6.36 | 6.32 | 6.30 |4.95 25
11 | Leu. mesenteroides ssp. mesenteroides 2 6.30 | 6.25 | 6.21 |5.08 28
12 | Leu. mesenteroides ssp. dextranicum 1 6.39 | 6.34 | 6.31 | 5.06 30
13 | Leu. lactis 6.40 | 6.37 | 6.34 |4.25 26
14 | Leu. lactis 6.49 | 5.86 | 5.25 |4.23 26
15 | Lb. paracasei ssp. paracasei 6.34 | 6.26 | 6.21 |4.34 38
16 | Lb. plantarum 1 6.10 | 5.75 | 5.62 | 4.03 20
17 | Lb. plantarum 1 6.15 | 5.49 | 5.14 |3.95 18
18 | Lb. plantarum 2 6.16 | 5.69 | 5.42 |4.10 23
19 | Lb. plantarum 3 6.38 | 6.31 | 6.30 |4.38 28
20 | Lb. plantarum 3 6.40 | 6.32 | 6.28 |4.35 26

Farkli geleneksel starter kiiltlirler ile telemesi haglanan peynir florasindan
tanimlanan ve E. coli bakterisi {izerinde antagonistik etki gosteren LAB suslar ve
olusturduklar1 zon c¢ap1 Cizelge 4. 14’ te verilmistir. Sekil 4.2° de ise geleneksel
starter kiltiirler ile peynir florasindan tanimlanan LAB’nin E.coli bakterisini

geligsmesini engelledigi ifade eden zon goriintiisii yer almaktadir.
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Antagonistik aktivite gosteren izolatlardan 2 adedi Lc. lactis ssp. lactis tip 1, 2
adedi Lc. lactis ssp. lactis tip 2 ve 3 adedi Lc. lactis ssp. lactis tip 3 olmak iizere
toplam 7 adet Lactococcus lactis ssp., 2 adedi Lc. lactis ssp. cremoris, 1 adedi Leu.
mesenteroides ssp. mesenteroides tip 1, 1 adedi Leu. mesenteroides ssp.
mesenteroides tip 2, 1 adedi Leu. mesenteroides ssp. dextranicum tip 1, 2 adedi Leu.
lactis, 2 adedi Lb. plantarum tip 1, 1 adedi Lb. plantarum tip 2 ve 2 adedi Lb.
plantarum tip 3 olmak tizere toplam 5 adedi Lb. plantarum ve 1 adedi ise Lb.

paracasei ssp. paracasei olarak tanimlanmustir (Cizelge. 4.13).

Tanimlanan bakterilerden Lb. paracasei ssp. paracasei bakterilerinin E. coli
bakterisine kars1 en iyi antagonistik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar ve
Lactobacillus tiiri bakterilerin sozkonusu geleneksel peynirin hijyenik kalitesinin

diizeltilmesi amaciyla kullanilabilecegi baska ¢alismalarda da bildirilmistir (Caridi,
2003).

Gonzales ve ark. (2007) geleneksel Ispanyol peyniri olan Genestoso
peynirinden izole ettikleri ve tanimladiklar1 395 izolattan 24’ {iniin indikator suslara
kars1 bakteriyosin aktivitesi gosterdigini belirlemislerdir. Bu suslardan 13’ {inii Lc.
lactis subsp. lactis, 5° ini E. faecium, 2’ ser tanesini Leu. mesenteroides ve Lb.
paracasei, 1’ er tanesini de Leu. pseudomesenteroides ve Lb. plantarum olarak
tanimlamislardir. Bir bagka arastirmada Casla ve ark. (1996) Ispanya’ da geleneksel
peynirlerden ve ¢ig kegi siitlerinden izole ettikleri 203 adet laktik asit bakterisinin
antibakteriyel aktivitelerini arastirmiglardir. Arastiricilar, yalnizca 2 adet Lc. lactis, 1
adet E. faecalis ve 1 adet Lb. curvatus susunun bakteriyosin benzeri maddeler

irettigini belirlemislerdir.
Tanimli laktik asit bakteri suslarimdan toplam 20 adet sus E. coli bakterisine

kars1 biiyiik zonlar olusturduklari tespit edilmistir (Cizelge 4.13). Sekil 4.2° de E. coli

bakterisine karsi olusan zonun fotografi verilmistir.
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4.6.2. Asit iretimi

Laktik asit bakterileri homofermentatif ya da heterofermentatif olarak
karbonhidrati metabolize ederek laktik asit iiretmeleri sonucu ortamin asitliginde
yiikkselmeye neden olurlar. Asitlikte meydana gelen bu artis, peynirin tat- aroma ve
tekstiir 6zelliklerinde 6nemli degisimlere neden olmaktadir. Bundan dolay laktik asit

bakterilerinin asit tiretme Ozellikleri siit endiistrisinde 6nem teskil etmektedir.

Sekil 4.2. Farkli geleneksel kiiltiir ile telemesi haslanan peynir floralarindan alinan taniml
laktik asit bakterinin E. coli bakterisine karsi olusturduklari antogonistik aktivite
(zon ¢ap1)

Bu amagla, hem siit hem de Nutrient Broth besiyerinde asit iiretme kapasiteleri
test edilmistir. Elde edilen sonuclarin birbiriyle paralel olduklar1 tespit edilmistir. Siit
teknolojisinde, bakterilerin siitte gelisebilmeleri Onem tasidigindan dolayi,
rekonstitiie siit kullanilarak elde edilen sonuglar bu ¢alisma kapsaminda
degerlendirilmistir. Bu baglamda tanimlanan LAB tiirleri rekonstitiie siitte asitlik

olusturma kapasiteleri agisindan, 5 farkli gruba ayrilmistir (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14. Farkh geleneksel kiiltiir ile telemesi haslanan peynir florasindan tanimlanan laktik
asit bakterilerinin rekonstitiie siitte inkiibasyonu sonucu olusan gruplar

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup 5. Grup
Kiiltiir Tipi 6.saat | 24.saat | 6.saat | 24.saat | 6.saat | 24.saat | 6.saat | 24.saat | 6.saat | 24.saat
Termofilik DSK 0 23 1 20 4 1 3 0 36 0
Mezofilik MSS 0 30 0 14 1 0 7 0 35 0
Termofilik MSS 0 22 0 13 1 2 9 0 27 0
Telemesi haslanan
peynirler 0 12 1 4 2 0 6 0 7 0
Toplam 0 87 2 51 8 3 25 0 105 0
DSK: dogal siit kiiltiirii; MSS: bakteri kariginu belli olmayan kiiltiir

Tiir/sus diizeyinde tanimlanan LAB saf izolat1 (%1, v/v) sterilize rekonstitiie
siite (100 g/lt) inokiile edildikten sonra 30/42 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresince 0., 2., 4., 6. ve 24. saat, siitiin gelisen asitligi (pH) dl¢iilmiistiir.
Daha sonra siitlin gelisen asitligine gore tanimli bakteri kiiltiirii inkiibasyonun 6. ve
24. saatlerinde, 4.00-4.50 (1. grup), 4.51-5.00 (2. grup), 5.01-5.50 (3. grup), 5.51-
6.00 (4. grup) ve 6.01-6.50 (5. grup) araliginda gruplandiriimistir (Cizelge 4.14).

Cizelgeden de goriildigli gibi tanimli LAB inkiibasyon periyodunun 6.
saatinde, 2 adet tanimli LAB 2. grupta; 8 adet LAB 3. grupta; 25 adet LAB 4. grupta
ve 105 adet LAB ise 5. grupta yer almustir. Inkiibasyon periyodunun 24. saatinde ise,
87 adet taniml1 LAB 1. grup; 51 adet LAB kiiltiirii 2. grup; 3 adet LAB kiiltiirii ise 3.

grup i¢inde siniflandirilmistir.

Cogan ve ark. (1997) 1582 adet Lactococcus ve 482 adet mezofilik
Lactobacillus izolatinin, sirasiyla sadece %8 ve %2’nin 30 °C’de 6 saatte siitiin
pH’sin1 <5.3’e diistirebildikleri; Str. thermophilus, termofilik lactobacillus ve
enterococcus izolatlarinin ise sirastyla, %53, %32 ve %13 linlin ayn1 sartlarda (30
°C, 6 saat) stitiin pH’sin1 <5.3 degerine indirebildiklerini saptamiglardir. Arastiricilar,
bazi izolatlarin fermente siit {riinlerinin iretimi i¢in potansiyel yeni starter
olabilecegini de ifade etmislerdir. Herreros ve ark. (2003) ise yaptiklar1 arastirmada,

inkiibasyon sonunda >2.5 mg/mL iizerinde laktik asit {iretebilen Lc. lactis subsp.
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lactis suslarmin peynir iretiminde starter kiiltiir olarak kullanilabileceklerini

belirtmistir.

Geleneksel peynirlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin teknolojik
ozellikleri ile ilgili bir¢ok arastirma yapilmistir. Coppola ve ark. (2003) Caciocavallo
peynirlerinden elde ettikleri laktik asit bakteri izolatlarinin % 80’ inin MRS broth ve
sit pH> m1 3.5-4.5 diizeyine kadar diisiirdiigiinii belirlemislerdir. Baska bir
arastirmada, geleneksel olarak iiretilen Mozzarella peynirlerinden izole edilen LAB
arasinda, Lc. lactis subsp. lactis ve Str. thermophilus suslar1 en yiiksek asit iiretme
yetenegine sahip olduklari belirlenmistir (Morea ve ark., 1999). Bir diger aragtirmada
ise Tenerife peynirlerinden izole edilen toplam 130 laktik asit bakterisinden
Lactococcus sp. bakteriler, 6zellikle Lc. lactis spp. lactis bakterisinin en yiiksek
asidifikasyon 6zelligini gosterdigi; Lactobacillus ve Leuconostoc bakteri suslarinin

ise diistik diizeyde asit tirettikleri tespit edilmistir (Perez ve ark., 2003).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calisma kapsaminda, Diyarbakir ve Sanlwrfa illerindeki farkli siit
isletmelerinden ¢ig siit ile telemesi haslanan peynir Ornekleri toplanmustir.
Isletmelerden elde edilen ¢ig siit drneklerinden geleneksel starter kiiltiirler (termofilik
DSK, termofilik MSS ve mezofilik MSS) iiretilmistir. Uretilen bu kiiltiirler ile peynir
florasinin laktik asit bakteri ytikleri ve istenmeyen kontaminant ytikii arastirilmistir.
Ayrica, kiiltiirler ile peynirin florasindan alinan LAB izolatlar1 tiir diizeyinde

tanimlanmis ve bazi teknolojik 6zellikleri tespit edilmistir.

Bu calismada, iiretilen geleneksel starter kiiltlirler laktik asit bakteri yiikleri
acisindan yoresel peynirlerimizin liretiminde kullanilabilecek uygunlukta olduklari
sOylenebilir. Ancak, istenmeyen kontaminant yiikleri acgisindan ayni durum séz
konusu degildir. Bu nedenle mevzuatta (Anonim, 2012) belirtilen hijyen ve
sanitasyon kurallarina uyularak {iretilen ve mikrobiyolojik yiikii bakimindan uygun
olan ¢ig siitiin geleneksel starter kiiltiir iiretiminde kullanilmasi durumunda, bu
kiiltiirlerin istenmeyen kontaminant acisindan pasta filata tip (Kasar, Diyarbakir
Orgii, Lavas, Yaprak peynirleri gibi) yoresel peynirlerimizin pastrize siitten yapilan
tiretimlerinde giivenli bir sekilde kullanilabilecektir. Bu sekilde geleneksel starter
kiiltiirler kullanilarak {retilecek yoresel peynirlerimizin tat-aroma ve tekstiir
acisindan tiiketici begenisini kazanacagi, ayrica tiiketici saghigi acisindan riskin
minimize olacagi, ayrica gilivenilirlik riskinin minimizasyonu i¢in olgunlasma

periyodunun kisalacag diisiiniilmektedir.

Geleneksel starter kiiltiirler ile telemesi haglanan peynirin LAB florasindan
aliman izolatlarin (toplam 141 adet) rep-PCR ve API test Kiti ile galisilmasi
sonucunda, 62 adet Lactococcus sp., 29 adet Lactobacillus sp., 25 adet Enterococcus
sp., 17 adet Leuconostoc sp. ve 8 adet Pediococcus sp. tanimlanmistir. Tanimlanan
Lactococcus cinsi bakterilerden 50 adedinin Lc. lactis spp. lactis, 11 adedinin Lc.
lactis spp. cremoris ve 1 adedinin ise Lc. raffinolactis; Lactobacillus cinsi

bakterilerden 19 adedinin Lb. plantarum, 4 adedinin Lb. rhamnosus, 3 adedinin Lb.
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brevis, 2 adedinin Lb. pentosus ve 1 adedinin Lb. paracasei ssp. paracasei;
Enterococcus cinsi bakterilerin 12 adedinin E. faecium, 7 adedinin E. avium ve 6
adedinin E. faecalis; Leuconostoc cinsi bakterilerden 8 adedinin Leu. mesenteroides
ssp. mesenteroides, 5 adedinin Leu. mesenteroides ssp. dextranicum ve 4 adedinin
Leu. lactis; Pediococcus cinsi bakterilerin tamaminin Ped. pentosaceus olarak
tanimlanmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, geleneksel starter kiiltlirlerde hakim olan
floray1 Lactococcus sp. (1.sirada), Lactobacillus sp. (2.sirada) ve Enterococcus sp.
(3. sirada) cinsi laktik asit bakterilerinin olusturdugu; telemesi haslanan peynirlerde
ise hakim flora olarak 1. sirada Lactococcus sp., 2. sirada Pediococcus sp., 3. sirada
Lactobacillus sp. cinsi LAB olusturmustur. Tanimlanan Lactococcus sp. cinsi
bakterilerin %80.64’1i Lc. lactis spp. lactis tiirii bakterilerden olusmaktadir. Lc. lactis
spp. lactis tiirii bakteri, geleneksel peynirlerde Lc. lactis spp. cremoris ile birlikte
dogal flora igerisinde yer aldigi, peynirde aroma gelisimi basta olmak {izere bazi

spesifik etkilere sahip olduklar diisiiniilmektedir.

Aragtirmamizda Lactobacillus sp. cinsi bakterilerin geleneksel kiiltiirlerden
izole edilen laktik asit bakteri florasinda yiliksek sayida bulunmasinin énemli oldugu
distiniilmektedir. Lactobacillus sp. cinsi bakteriler i¢inde Lb. plantarum, Lb.
rhamnosus, Lb. brevis, Lb.pentosus ve Lb. paracasei ssp. paracasei tiirlerinin
goriilmesi dikkat ¢cekmistir. Bu tiir bakteriler siit iiriinlerinde de bulunmakla birlikte
fermente gidalar, bitkisel materyaller ve insan ve hayvan gastrointestinal yapilarda
yaygin olarak bulunmaktadirlar. Lactobacillus sp. cinsi bakterilerin, geleneksel
peynirlerde Lc. lactis ile birlikte dogal flora igerisinde yer aldigi belirlenirken
peynirde aroma gelisimi basta olmak {izere antagonistik etki gibi bazi spesifik

etkilere de sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Enterococcus sp. cinsi bakterilerin laktik asit bakteri florasinda yiiksek
diizeyde bulunmasi, bu bakteri tiiriine ait bircok susunun diisitk pH ve sicaklik ile
yiiksek tuz konsantrasyonuna karsi direncli olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica
¢ig slitlin sagim ve isleme asamalarinda yeterli diizeyde hijyenik sartlara dikkat
edilmediginden dolayr bu tiir bakterilerin gelisimine imkan sagladigi

diistiniilmektedir.
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Tanimlanan LAB cinsi bakterilerden Enterecoccus cinsi bakterilerin 10 ve 45
°C’de ve 65 g NaCl/L tuz konsantrasyonunda gelisim gosterdigi; Lactococcus sp.
cinsi 32 adet bakteri 40 gr/L tuz igeren besiyerinde gelisme performansi
gostermislerdir. Baska bir deyisle, yliksek tuz konsantrasyonlar1 igeren ortamlarda
cogalmislardir. Bu durum, peynir teknolojisi agisindan 6nem tagimaktadir. Ancak 65
gr/L tuz iceren besiyerinde hicbir Lactococcus sp. grubu bakteri gelisme performansi

gosterememistir.

Tanimh laktik asit bakterilerinin E. coli bakterisine karsi antagonistik aktivite
gosteren izolatlardan 7 adedinin Lc. lactis ssp. lactis, 2 adedinin Lc. lactis ssp.
cremoris, 1 adedinin Leu. mesenteroides ssp. mesenteroides tip 1, 1 adedinin Leu.
mesenteroides ssp. mesenteroides tip 2, 1 adedinin Leu. mesenteroides ssp.
dextranicum tip 1, 2 adedinin Leu. lactis, 2 adedinin Lb. plantarum tip 1, 1 adedinin
Lb. plantarum tip 2 ve 2 adedinin Lb. plantarum tip 3, olmak iizere toplam 5
adedinin Lb. plantarum ve 1 adedinin ise Lb. paracasei ssp. paracasei oldugu tespit
edilmistir. Antagonistik aktiviteleri tespit edilen bu bakteri suslarinin DSS tipi starter
kiiltiir kombinasyonlarinda yer alabilecegi diistiniilmektedir. DSS tipi starter kiiltiir
kombinasyonlarinda yer alabilecek Lactococcus sp., Lactobacillus sp. ve
Leuconostoc sp. bakteri tiirlerinin oncelikle lipolitik ve proteolitik aktiviteleri ile
simbiyotik iliskileri c¢alisilmali, 6zellikle geleneksel peynir iliretim denemelerinde
kullanilabilecek DSS tipi starter kombinasyonlarinda yer verilmeli ve olusturulacak
kombinasyonlarinin peynir iiretimi denemelerinde kullanilarak karakteristik tat-
aroma ve tekstlir bakimindan degerlendirilmeli ve yoresel peynirlerin endiistriyel

tiretimlerine uygunluklar ile ilgili caligmalara oncelik verilmektedir.
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