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OZET

KLASIK (OLGUNLASTIRILMIS) BEYAZ PEYNIR URETIMININ FARKLI
ASAMALARINDAN LAKTIK ASIiT BAKTERILERININ iIZOLASYONU,
IDENTIFIKASYONU VE TEKNOLOJIK OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI

Bu calismada, Balikesir ilinde starter kiiltiir kullanilmadan geleneksel
yontemle iiretilen klasik beyaz peynirin dogal mikroflorasinda bulunan laktik asit
bakterilerinin izolasyonu ve elde edilen izolatlarin fenotipik ve genotipik
identifikasyonu ile bazi izolatlarin teknolojik  Ozelliklerinin  belirlenmesi
amagclanmistir.

Bu amacla klasik beyaz peynir iiretim asamasi ve olgunlagma siiresinin farkl
basamaklarindan (¢ig ve 1sil islem uygulanmis siit, teleme, 6n olgunlagtirma ile
olgunlastirmanin 30, 60, 90 ve 120. giinleri) alinan 6rneklerin mikrobiyolojik ve
kimyasal analizleri yapilmistir. Orneklerden izole edilen ve &n tanimlama testleri ile
fenotipik olarak laktik asit bakterisi oldugu belirlenen 319 izolat matriks ile
desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani Kiitle spektrometresi
(MALDI-TOF MS) yontemi ile identifiye edilmistir. Buna gore baskin florayi
Streptococcus spp. (%33.54), Enterococcus spp. (%22.88) ve Lactobacillus spp.
(%17.55) cinsi laktik asit bakterilerinin olusturdugu belirlenmistir. Tiir diizeyinde en
baskin izolatlar ise Streptococcus gallolyticus (%12.85), Lactococcus lactis (%11.91),
Enterococcus faecalis (%11.60) ve Pediococcus acidilactici (%11.29) olarak tespit
edilmistir. Teknolojik oOzelliklerinin belirlenmesi amaciyla segilen izolatlardan,
asidifikasyon yetenegi en iyi olan izolatlarin P. acidilactici, E. faecalis ve E. faecium;
en yiiksek proteolitik aktivite gosteren izolatlarin ise Lactobacillus rhamnosus, Lb.
paracasei ve Lb. plantarum oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak elde edilen izolatlardan bazilarinin klasik beyaz peynir
tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilabilme potansiyelinin oldugu belirlenmistir. Bu
izolatlarin  peynir  Uretimindeki  performanslar1  ve  etkilerinin  ayrica

degerlendirilmesinin uygun olacagi sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Klasik beyaz peynir, laktik asit bakterileri, MALDI-TOF MS, teknolojik

ozellikler.



ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF LACTIC ACID BACTERIA
FROM DIFFERENT STAGES OF CLASSIC (RIPENED) WHITE CHEESE
PRODUCTION AND DETERMINATION OF TECHNOLOGICAL
CHARACTERISTICS

In this study, it was aimed to isolate the lactic acid bacteria found in the natural
microflora of the classical white cheese produced by the traditional method without
the use of starter culture in Balikesir province, and to determine the phenotypic and
genotypic identification and technological properties of the obtained isolates.

For this purpose, microbiological and chemical analyzes of the samples taken
from the different stages of the classical white cheese production stage and maturation
period (raw and heat-treated milk, curd, pre-ripening, and 30", 60"", 90", and 120"
days of ripening) were performed. A total of 319 isolates which were isolated from the
samples and determined to be lactic acid bacteria phenotypically by preliminary
identification tests were identified by the matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometer (MALDI-TOF MS) method. Accordingly, it was
determined that the dominant flora is formed by the lactic acid bacteria
genus, Streptococcus spp. (33.54%), Enterococcus spp. (22.88%) and Lactobacillus
spp. (17.55%). The most dominant isolates at the species level were found out to
be Streptococcus gallolyticus (12.85%), Lactococcus lactis (11.91%), Enterococcus
faecalis (11.60%) and Pediococcus acidilactici (11.29%). Of the isolates selected for
the determination of their technological characteristics, it is determined that the
isolates with the best acidification ability were P. acidilactici, E. faecalis, and E.
faecium, and the isolates with the highest proteolytic activity were Lactobacillus
rhamnosus, Lb. paracasei and Lb. plantarum.

As a result, it was determined that some of the obtained isolates have the
potential to be used as starter cultures in the production of classical white cheese. It
was concluded that it would be appropriate to evaluate the performances and effects

of these isolates in cheese production separately.
Keywords: Classic white cheese, lactic acid bacteria, MALDI-TOF MS, technological

characteristics.
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1. GIRIS

Siitteki besin ogelerinin biiyiik bir kismini igeren, yiiksek biyolojik degere ve
uzun dayanma siiresine sahip olan peynir; diinyada 2000°den fazla ¢esidi olan ve siit
iirlinleri i¢erisinde en fazla iiretilen 6nemli bir siit tirtintidir (Tekingen, 2005; Vlahovié
ve ark., 2014). Basta kahvalt1 olmak iizere birgok 0giinde yaygin olarak tiiketilen;
tatlilar, borekler ve salatalar gibi gesitli yemeklerde kullanilan peynir, Tirk mutfak
kiiltiiriiniin de vazgecilmez bir unsuru olarak goriilmektedir. Icerdigi besin dgeleri ile
tiim yas gruplart i¢in yeterli ve dengeli beslenmenin en iyi kaynaklarindan biridir.
Ekonomik acidan bakildiginda ise lilkemizde hem i¢ pazarda hem de dis ticarette 6nde
gelen Urlinlerden biri olarak degerlendirilir (International Dairy Federation [IDF],
2019). Diinyada 2020 yilinda yaklasik 21,69 milyon ton peynir iiretimi gergeklestigi
bildirilmistir. Bu iretimin yaklasik %481 (10,35 milyon ton) Avrupa Birligi
Ulkeleri’nde (27 iilke), %28'i (6 milyon ton) ise Amerika Birlesik Devletleri’nde
gerceklesmistir (Shahbandeh, 2021). Tiirkiye’de ise Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)
verilerine gore, 2020 yilinda toplam 756,65 ton peynir iretildigi bildirilmektedir
(TUIK, 2020a).

Anadolu’nun ilk yerlesim bolgelerinden olan Balikesir ve ¢evresinin, tarihi pek
cok 6nemli olaylarin yani sira peynir tiretiminin de gergeklestigi ilk noktalardan biri
oldugu bilinmektedir. Bunun ispati olarak bdlgede bulunan 8500 y1llik gegmise sahip
comlek kaplar gosterilmistir. Bu bolgede gergeklestirilen cesitli incelemelerde
arastirmacilar, bolgede siit hayvanciliginin ve peynir iiretiminin ilk 6rnekleri oldugunu
vurgulamaktadir. Gegmisten bu yana siit ve siit {irtinleri Balikesir halki i¢in hem
mutfaklarinin temel beslenme unsurlart hem de ticari kazang kaynaklar1 olarak 6nemli
bir yer tutmaktadir (Bal Onur ve Aksoy Biber, 2017). “Tiirkiye’yi doyuran il”” olarak
adlandirilan Balikesir; cografi konumu, kiiltiirii, mevsim elverigliligi ve hayvansal
triin gesitliligi gibi faktorlerin etkisiyle ayn1 zamanda pek ¢ok yoresel peynire ev
sahipligi yapmaktadir (Kafaoglu, 2017). Bunlardan Manyas kelle peyniri 2020

itibariyle cografi isaret alarak tescillenmistir (Tiirk Patent ve Marka Kurumu, 2020).



Balikesir’de en ¢ok iiretilen ve tiiketilen peynir gesitlerinin biri de beyaz
peynirdir. Olgunlastirma isleminden sonra tiiketime sunulan beyaz peynirler
grubundan olan klasik beyaz peynir, basta Balikesir olmak tizere Marmara bolgesinde
geleneksel olarak {tiretilen, olduk¢a yogun bir aromaya sahip, lokum kivaminda tabir
edilen, fiyat: kiiltlirlii beyaz peynirden pahali olup, piyasadan yiiksek talep goren bir
beyaz peynir ¢esididir. Balikesir’de iiretilen klasik beyaz peynir, iireticiden iireticiye
degismekle birlikte, genellikle ¢ig inek siitiine 63-65°C’de 15-20 dk. 1sil islem
uygulanarak, starter kiiltiir inokule edilmeden siitiin dogal laktik asit bakterisi (LAB)
florast ile iiretilmekte ve %12-14 salamura igerisinde 4-5°C’de en az 4 ay gibi uzun
bir siire uygun kosullarin saglandig1 depolarda depolanmak suretiyle olgunlastirilarak
elde edilmektedir. Geleneksel olarak fliretilen klasik beyaz peynirin iiretimine ait
standart bir iiretim sekli bulunmadigindan, isletmeler farkli 1s1l islem ve olgunlastirma
yontemleri uygulayabilmektedir. Bu da {iiretilen peynirlerin her birinin farkli tat ve
dokuda olmasina neden olmaktadir. Bunun yani sira iiretilen peynirlerin az bir kismi
endiistriyel olarak dretilirken, bliylik bir boliimii kiiciik isletmelerde ve yerel
mandiralarda iiretilmektedir. Bu sebeple iiretim asamalarinda yeterli kalite
kontroliiniin yapilamamasi1 ve standart bir iiretim yonteminin uygulanmamasi, Son

tirtiniin farkli kalitede olmasina ve verim kaybina zemin hazirlamaktadir.

Yapilan literatiir taramalarinda Balikesir’de geleneksel yontemlerle iiretilen
klasik beyaz peynirin laktik asit bakteri florasinin belirlenmesine yonelik bir
arastirmaya rastlanmamistir. Bu tez calismasinda, klasik beyaz peynirin iiretim
asamasi ve olgunlastirma siiresince mikroflorasinda bulunan laktik asit bakterilerinin
izolasyonu ve elde edilen izolatlarin fenotipik ve genotipik identifikasyonunun
yapilmasi amaglanmistir. Buna ilaveten identifiye edilen izolatlarin teknolojik

ozellikleri ve gida endiistrisinde peynir tiretiminde kullanilabilirligi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Peynir

Siit, mikroflorasinda dogal olarak bulunan mikroorganizmalar ile sagim
sirasinda ve sonrasinda meydana gelen kontaminasyonlar nedeniyle zengin bir
mikrobiyotaya sahiptir. Siit, icerdigi besin dgelerinden dolay1 mikroorganizmalar igin
ideal bir iireme ortamidir. Uygun sartlarda muhafaza edilmedigi takdirde hizli bir
sekilde bozulabileceginden dolayi, birka¢ giinden fazla saklanamayacagi icin
toplandiktan kisa bir siire sonra islenmelidir (Organisation for Economic Co-operation
Development-Food and Agricultural Organization [OECD-FAQ], 2020). Bunun yani
stira hacimli olmasi nedeniyle tasinmasi zor oldugundan ve lezzet bakimindan farkl
tiriinler elde edebilmek amaciyla daha dayanikli {iriinlere islenme ihtiyaci ortaya
¢ikmigtir. Diinyada {iretilen siitiin en fazla ve yaygin degerlendirilme sekli ise peynire
isleme seklindedir. Bu durumun basglica sebebinin peynirin siitteki besin 6gelerinin
onemli bir kismini icermesi, uzun dayanma siiresine sahip olmasi ve kisa siirede siitiin
peynire islenerek degerlendirilebilmesidir (Tekinsen ve Tekinsen, 2005; Tekinsen ve
Ugar, 2006). Peynir iiretiminin yaklasik 8000 y1l 6nce insanlarin hayvan yetistirme ve
stitlerini i1slemeye baslamasi ile ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (Sandine ve Elliker,
1970). Peynir, ¢ogunlukla inek siitii olmak tizere, koyun, keci, manda siitlerinin uygun
bir proteolitik enzim veya zayif organik asitlerle (laktik asit, asetik asit, sitrik asit vb.)
pihtilastirilmasiyla elde edilen telemenin islenerek taze ya da belirli kosullar altinda
olgunlastirma islemi uygulanarak tiretilen, besleyici degeri yiiksek bir siit iiriinii olarak
tanimlanmaktadir. Tiirkiye’nin 2020 yili itibariyle toplam peynir iiretimi 756,65 ton
(729,54 ton inek peyniri + 27,11 ton diger peynirler), peynir ihracati ise 49 bin ton
olarak gerceklesmistir (TUIK, 2020a; Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme
Enstitiisii [TEPGE], 2021) (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Siit ve peynir liretim istatistikleri.

Siit Uretim

Miktari 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
(bin ton)

Diinya 781084,61 795962,95 80659444 826284,19 841878,18 84985673 861402,49
Tiirkiye 18630,86 1822371  18489,16  20699,89  22120,72  22960,38 -
Balikesir 790,73 747,84 716,93 696,20 714,12 724,49

Eeynir

Clielan 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Miktari

(bin ton)

Diinya 22309,26  22730,50 2314542  23607,97 2376194 2414070  24299,55
Tiirkiye 631,09 665,58 657,69 687,21 753,23 696,80 756,65

(TUIK, 2020a; TUIK, 2020b; OECD-FAQ, 2021;
TUIK Balikesir Bolge Miidiirliigii, kisisel iletisim, 03 Ocak 2022)

Peynir, diinyada en fazla bilinen ve tiiketilen siit iiriinii olup, en az 2000 farkli
¢esidinin oldugu bildirilmektedir. Bu peynir ¢esitleri kullanilan ¢ig siitlin tiiriine,
isleme yoOntemine, olgunlastirma tekniklerine ve bulundugu bolgeye bagli olarak
degiskenlik gostermektedir (Montel ve ark., 2014). Her bir peynir ¢esidi, uygulanan
islem ve igermis oldugu mikroorganizmalar nedeniyle kendine 6zgii renk, tat, aroma
ve tekstlire sahip olmaktadir (Irlinger ve ark., 2015). Tiirkiye’de ise 130°dan fazla
peynir ¢esidi oldugu ve bunlar igerisinde en ¢ok tiiketilen ve pazar pay1 en yiiksek olan
peynir ¢esidinin beyaz peynir oldugu bildirilmistir (Kamber, 2015). Tirk Gida
Kodeksi Peynir Tebligi’ne (TGK, 2015) gore beyaz peynir, hammaddenin peynir
mayast kullanilarak pihtilastirilmas: ile elde edilen telemenin, teknigine uygun olarak
islenmesiyle {iretilen, iUretim asamalarindaki farkliliklara gore taze veya
olgunlastirilmis olarak tanimlanabilen, ¢esidine 6zgl karakteristik 6zellikler gosteren
salamurali bir peynir ¢esididir. Bu tanimdan da anlasabilecegi lizere beyaz peynir,
Peynir Tebligi’'nde (TGK, 2015) taze (kiiltiirlii) ve olgunlastirilmis (klasik) beyaz

peynir olmak {izere iki sekilde tanimlanmaktadir.

Taze beyaz peynir; pastorizasyon ve daha yiiksek sicakliklarda 1sil islem
uygulanan siite starter kiiltiir inokule edilmesi ile iiretilen, iiretim siirecinin sonunda
olgunlastirilmadan piyasaya arz edilen ve fiyatinin uygunlugu sebebiyle siklikla
tiketilen beyaz peynir cesididir. Taze peynirlerde olgunlasma tam anlamiyla
saglanmadig i¢in yeterli 1s1l islemin saglanmis olmas1 6nem arz etmektedir. Pastorize
stit kullanilarak yapilan kiiltiirlii peynir tiretiminde, kimyasal ve mikrobiyolojik kalite

acisindan giivenli ve standart bir iiriin tiretimi miimkiindiir. Klasik beyaz peynir ise



basta Balikesir olmak {izere agirlikli olarak Marmara Bolgesi’nde geleneksel
kosullarda tiretilen, fiyat: kiiltiirlii beyaz peynire oranla daha pahali, piyasadan yiiksek
talep géren bir beyaz peynir ¢esididir. Lezzet olarak oldukga yogun ve begenilen bir

aromaya sahip olup “lokum kivaminda” seklinde tabir edilmektedir.

Balikesir’de tiretilen Klasik beyaz peynir, ireticiden ireticiye degismekle
birlikte, genellikle ¢ig inek siitiine 63-65°C’de 15-20 dk. 1s1l islem uygulanmasinin
ardindan, starter kiiltiir inokule edilmeden siitiin dogal laktik asit bakterisi (LAB)
florasi ile tiretilmektedir. Ardindan teleme tiiketici taleplerine gore degismekle birlikte
ortalama 8x8x8 cm olacak sekilde kaliplar halinde tenekelere yerlestirilir, {izerine
%12-14 salamura ilave edilerek teneke kapama makinelerinde kapatilir. Tenckeler 4-
5°C soguk hava deposunda en az 4 ay gibi uzun bir siire depolanarak olgunlastirma
islemi uygulanmaktadir (Sekil 1). Peynir Tebligi’ne (TGK, 2015) goére olgunlasma
ifadesi; her peynir cesidinin kendine 0zgli yapi, tat ve aroma gibi Ozellikleri
kazanabilmesi icin belirli kosullarda ve belirli bir siirede gecirdigi fiziksel,
mikrobiyolojik, enzimatik degisimler ve etkilesimler sonucu olusan biyokimyasal
olaylarin tiimiinii ifade etmektedir. Her peynir ¢esidinin arzu edilen fizikokimyasal ve
duyusal niteliklere sahip olabilmesi i¢in farkli olgunlagma siirelerine ihtiyag
duyulmaktadir. Peynir Tebligi’'ne (TGK, 2015) gore ¢ig siitten veya termizasyon
islemi uygulanan siitlerden iiretilen peynirlerin olgunlastirma siiresinin en az 4 ay
olmasi gerektigi belirtilmektedir. Ancak starter kiiltiir kullanilmadan pastdrize siitten
iiretilen klasik beyaz peynirler i¢in iiretici tercihine bagh olarak olgunlagsma stiresi 4

ile 8 ay arasinda degisebilmektedir.

Gegmiste agirlikl olarak klasik yontemle liretimi yapilan beyaz peynirin yerini
son 25-30 yi1l igerisinde starter kiiltiirlii beyaz peynir iiretimi almistir. Ozellikle starter
kiiltiirlii beyaz peynirin daha kisa olgunlagsma periyodunun ardindan piyasaya
stiriilmesi ve daha ¢abuk paraya g¢evrilmesi sebebiyle iireticinin daha hizli kar elde
etmesi bunun baglica nedeni olarak diisiiniilmektedir. Bunun yan1 sira olgunlagma
periyodu boyunca iscilik, depolama ve sogutma gibi maliyetlerin klasik beyaz peynire
gore daha ekonomik olmasi kiiltiirlii beyaz peynir tiretiminin daha yaygin olmasim

saglamigtir.



Son yillarda klasik beyaz peynir iiretimi iilkemizin hemen her boélgesinde
yapilmaktadir. Bununla birlikte gerek liretim ve gerekse iiretim sonrasi olgunlastirma
yontemleri bolgelere hatta isletmelere gore farkliliklar gostermektedir. Bu sebeple

iiretilen peynirlerin her birinin kendine 6zgii tadi, kokusu ve lezzeti olmaktadir.

Cig siit

SN2

Klarifikasyon iglemi

ANy

Is1l islem (63-65°C’de 15-20 dk)
ANy

Sogutma (mevsime gore 32-34 °C)
NS

Mayalama (Rennet ilavesi) (tam pihtilagsma i¢in 90-105 dk).

NS

P1iht1 kesimi (1-3 cm kiipler halinde kesilir, 5-10 dk dinlendirilir.)

SN2

NS

Tuzlama (Salamura %12-14)

ANy

On olgunlastirma (24-25°C'de yaklasik 12-16 saat)

SN

Ambalajlama (Kapatma) (pH < 4.90)

SN

Olgunlastirma (4-5°C'de en az 120 giin)

NS

Depolama (5°C'de)

SN2

|
|
|
|
|
|
| Telemenin baskilanmasi (Presleme) ve kaliplama
|
|
|
|
|
|

Sevkiyat

Sekil 2.1. Klasik beyaz peynir iiretim akis semasi.

Balikesir’de tiretilen Kklasik beyaz peynir, bolgenin bitki Ortiisii ve su
kaynaklarindan beslenen ineklerden elde edilen siitlerin starter kiiltiir kullanilmadan
geleneksel yontemlerle islenmesi ile kendine has 6zelliklerde iiretilen bir peynirdir.
Klasik beyaz peynirin iiretimine ait standart bir iiretim sekli bulunmadigindan
cogunlukla kiiciik isletmelerde, ustalarin bilgi ve becerisine dayali olarak farkli 1s1l
islem, tiretim ve olgunlastirma yontemleri kullanilarak tretilmektedir. Bu nedenle
tiretilen peynirlerin mikrobiyolojik, fiziksel, kimyasal ve duyusal 6zellikleri biiyiik
oranda farklilik gosterebilmekte; standart bilesim ve kalite elde edilememektedir. Bu
farkliliklarin; beslemede kullanilan yemin Kkalitesi, bolgenin cografi kosullari,
tiretimde kullanilan ¢ig siit, peynir liretim teknigi ve olgunlagtirma siireleri ile

kosullarindan kaynakli oldugu diistintilmektedir.
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Klasik beyaz peynir yilin 12 ayinda da isletmeler tarafindan iiretilse de
ozellikle nisan ve mayis aylarinda ¢ig siit kalitesine bagl olarak peynirlerin duyusal
ozellikleri artmakta, bu siitlerden iiretilen peynirler {ireticinin ifadesiyle “Gold Peynir”
olarak adlandirarak piyasaya siiriilmekte ve fiyat1 daha yiiksek tutulmaktadir. Ayni

zamanda bu peynirler tiiketici tarafindan iyi talep gérmektedir.

Geleneksel klasik beyaz peynir iiretimi genellikle pastérizasyon normlarinin
altinda 1s1/zaman parametreleri uygulanmig siitten yapilmaktadir. Cig siitte dogal
olarak bulunan ya da sonradan siite kontamine olan mikroorganizmalarin biiyiik
cogunlugu yetersiz 1s1l islem nedeniyle piht1 icerisinde kalarak telemeye gegmektedir.
Bu sekilde olgunlasma, 1sil islem sonrasi aktif kalan bakteri ve/veya enzimler
araciligiyla gerceklesmektedir (Cakmakgi, 2011). Peynir tiretiminde kullanilan siite
1s1l islem uygulanmadiginda veya yetersiz uygulandiginda, siitten gelen ve iiretim
sirasinda bulasan mikroorganizmalar hizla cogalabilmektedir. Bu
mikroorganizmalardan bazilar1 saglig1 tehdit etmeden olgunlagsma siirecinde 6nemli
rol oynayarak 6zellikle son iriiniin lezzetinde 6nemli bir katkis1 bulunsa da bir¢ok
patojen mikroorganizma olgunlagma siiresi ve kosullarinda canli kalabilmektedir. Bu
durum halk sagligi acisindan risk olusturmaktadir (Hudson ve ark., 2003). Buna baglh
olarak iiretilen peynirlerin bilesimi her iiretim sonucunda farklilik gosterebilecegi gibi,

diisiik mikrobiyal ve hijyenik kalitede iiriinler elde edilmesi muhtemel olmaktadir.

Son yillarda diinyada ve iilkemizde geleneksel iiriinlerin modern tesislerde
standart liretimle islenmesi oldukca yaygin bir uygulama halini almistir. Klasik beyaz
peynirin son yillarda endiistriyel olarak {iretimi yapilmaya baslansa da standart bir
tiretim sekli olmadigi i¢in yeterli pazar payina ulagilamamistir. Bu peynire olan talebin
giderek artmasi, standart {iretim prosesinin olusturularak endiistriyel tiretimine dahil
edilmesi ihtiyacin1 dogurmustur. Bu sayede peynirlerin {iretim, olgunlastirma ve
depolama kosullar1 ile siireleri denetlenerek piyasaya siiriilecek ve giivenle
tiiketilebilecektir. Ayn1 zamanda {iriiniin ticari olarak dis piyasaya pazarlanmasi
mimkiin olacak ve uluslararasi bilinirligi artarak ekonomiye katki saglayacaktir.
COVID-19 salgini, belirsizligini korusa da uluslararasi siit piyasalarini da etkilemistir.
Kisitlama 6nlemleri, genellikle siit tirtinlerinin, 6zellikle de peynirin biiyiik bir kismini
iceren ev dis1 tikketimi etkilemektedir (OECD-FAO, 2020). Dolayisiyla salginla

beraber siit Uriinleri tiikketimi artmig, bununla baglantili olarak peynir talebi de
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artmistir. Geleneksel peynirlerin iiretiminin zaman ic¢inde artan bu talebe ayak

uydurmasi 6nem tagimaktadir.

Ulkemizde endiistriyel olarak starter kiiltiir iiretiminin olmamas1 nedeniyle
peynir reticileri ve igletmeler disa bagimli halde bulunmaktadir. Bu sebeple peynirin
kendine 0zgli yap1 ve aromasinin saglanmasinda Onemli role sahip olan bu
mikroorganizmalarin izolasyon ve identifikasyonunun yapilarak teknolojiye
uygunlugunun degerlendirilmesi Onem tasimaktadir. Yapilacak olan bu tez
calismasinda, klasik beyaz peynirin ¢ig siit asamasindan itibaren olgunlasma isleminin
sonuna kadar dogal mikroflorasinda bulunan baskin LAB’1n izolasyonunun yapilarak
elde edilen izolatlarin, fenotipik ve genotipik identifikasyonu ile teknolojik
Ozelliklerinin belirlenmesi ve gida endiistrisinde kullanilabilirliginin arastirilmasi
amaglanmistir. Boylece bu yoresel lriiniin ¢ogunlukla geleneksel yontemlerle
yapilmakta olan iretiminin standartlasmasi ve endistriyel olarak yapilmasinin

yayginlagsmasinin saglanmasi hedeflenmistir.

2.2. Laktik Asit Bakterileri

2.2.1. Genel Ozellikleri

Siitte laktik asit bakterilerinin varligi hakkindaki ilk ¢aligma 19. yiizyilin
sonlarinda Nobel 6diillii Rus bilim insan1 Elie Metchnikoff tarafindan Bulgar dag
koyliilerinin tiikettigi fermente siitler tizerinde yapilmistir. Metchnikoff ayni1 zamanda
bu bakterileri insan sagligina yararl bir beslenme bileseni ve sindirim sisteminde canli
kalabilme 6zelliginde olan bakteriler olarak tanimlanmustir. (Schrezenmeir ve de
Vrese, 2001). Laktik asit bakterileri; Gram pozitif, fakiiltatif anaerob, katalaz ve
oksidaz negatif, sporsuz, hareketsiz kok veya cubuk seklinde bakterilerdir. Bu
bakteriler fermente et, siit, sebze ve meyve gibi gidalar, insan ve hayvanlarin
gastrointestinal ve tirogenital sistemleri ile toprak ve su gibi genis ekolojik ortamlarda
yaygin olarak bulunan, her yerde bulunabilen (ubikuter) 6zellikte bir bakteri grubudur
(Liu ve ark., 2014). Bu mikroorganizmalar, karbonhidratlarin fermantasyonu sirasinda

ana son iriin olarak laktik asit tiretme yetenekleri olan ve fermente gida iiriinlerinin
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besinsel, duyusal ve teknolojik 6zelliklerini faydali bir sekilde etkileyen cok cesitli
metabolitleri sentezlemeleri ile bilinmektedir (Ferrer Valenzuela ve ark., 2015).

Probiyotikler olarak adlandirilan baz1 LAB tiirlerinin, insan ve hayvan sagligi
tizerinde faydali 6zellikler gosterdigi ve fonksiyonel gida tiretiminin bir pargasi oldugu
bildirilmistir. Ayrica bazi LAB tiirleri organik asitlerin yani sira, peptitler,
antimikrobiyal bilesenler, ekzopolisakkaritler (EPS) ve vitaminler (folik asit,
riboflavin, C vitamini, kobalamin) gibi c¢ok gesitli bilesiklerin sentezinde rol

oynamaktadir (Capozzi ve ark., 2012).

2.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Siniflandirilmasi

LAB icerisinde morfoloji ve fizyolojik 6zelliklerine gore 60°tan fazla cins ve
530’dan fazla tiir oldugu bildirilmistir (Mokoena, 2017; Freire ve ark., 2021). Bu LAB
tirlerinden gida endistrisi agisindan Onemli olanlar1 ise: Lactobacillus spp.,
Pediococcus spp., Streptococcus spp., Lactococcus spp., Leuconostoc spp.,

Enterococcus spp. ve Weissella spp.’dir.

2.2.2.1. Lactobacillus spp.

Lactobacillaceae ailesinin bir iiyesi olan Lactobacillus spp.; Gram pozitif,
fakiiltatif anaerob, oksidaz ve katalaz negatif, hareketsiz, sporsuz bakterilerdir. Uzun
ya da kisa ¢ubuk ya da kokobasil hiicre morfolojisine sahiptir (Feiner, 2006). Homo-
ve hetero-fermentatif tiirleri bulunmaktadir. lk olarak 1901 yilinda Beijerinck
tarafindan yogurtta vazgegilmez bir tiir olan Lactobacillus delbrueckii (Lb.
delbrueckii) tanimlanmistir. Lactobacillus cinsine ait tiirler LAB igerisinde en ¢ok
cesitlilik gosteren grup olarak yer almakta olup, 2020 y1l1 itibariyle bu cins icerisinde
261 tiir bulundugu bildirilmistir. Bu tiirlerin icerisinde gida endiistrisi a¢isindan 6ne
cikanlar1 Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. bulgaricus, Lb. plantarum ve Lb. sakei’dir
(Zheng ve ark., 2020).



Lactobacillus spp., laktik asit ve diger asitleri iiretme yetenekleri nedeniyle
fermente siit lirlinlerinin Uretimi i¢in 6nemli yere sahiptir. Genellikle bu bakteriler
bitki, toprak, siit tiriinleri ve bagirsak florasinda bulunur. Bundan dolay1 et ve siit
irtinleri, meyve-sebzeler ile fermente gidalardan yaygin olarak izole edilmektedir.
Bazi1 Lactobacillus tiirlerinin probiyotik 6zelliklere sahip oldugu dogrulandigindan, bu
bakteriler daha ¢ok 6nem kazanmistir. Cogu probiyotik susun, bagirsaklarda kolonize
olma 6zelliginin mikrofloray1 olumlu yonde etkiledigine ve ayn1 zamanda patojenlerin
kolonizasyonunu engelledigi ileri siiriilmektedir (Batt ve ark., 2014). Bunun yani sira
baz tiirlerinin biyofilm olusturabildigi (Salas-Jara ve ark., 2016) ve ekzopolisakkarit
tiretebildigi bildirilmistir.

2.2.2.2. Lactococcus spp.

Streptococcaceae ailesinin bir iiyesi olan Lactococcus spp.; Gram pozitif,
katalaz negatif, sporsuz ve hareketsiz bakterilerdir. Morfolojik olarak kok ya da ovoid
sekilli olup tek, cift veya zincir seklinde bulunurlar. Hiicre yapilart bakimindan
Streptococcus spp. ve Enterococcus spp.’ye benzerlik gosterseler de; 10°C’nin altinda
ve 45°C’nin istiinde gelisemediklerinden dolay: bu bakterilerden ayrilmaktadirlar.
Optimum gelisme sicakliklar1 ise 30°C’dir. Homofermentatif o6zellikte olup,
karbonhidrat fermantasyonu sonucu %90 ve iistii oranda laktik asit tiretmektedirler
(Lorenzo ve ark., 2018). Lactococcus spp. igerisinde 7 tiir bulundugu bildirilmistir.
Bunlar Lc. chungangensis, Lc. fujiensis, Lc. garvieae, Lc. lactis, Lc. piscium, Lc.

plantarum ve Lc. raffinolactis tiirleridir (Kim, 2014).

Lactococcus spp., genellikle siit tirtinlerinde, bitkilerde ve hayvanlarda yaygin
olarak bulunmaktadir. Lactococcus tiirlerinin bir¢ogu giivenli olarak kabul edilir,
ancak Lc. garvieae gibi baz tiirler patojenik 6zellik gosterebilmektedir (Casalta ve
Montel, 2008). Lactococcus spp. iginde ¢ig siit, peynir ve diger fermente siit
tirtinlerinde en fazla bulunan tiir ise Lc. lactis’dir. Lc. lactis igerisinde ise, Lc. lactis ve
Lc. cremoris olmak tizere iki alt tiir bulunmakta olup, Lc. cremoris yalnizca siit ve siit
tirtinleri ilgili ortamlarda bulunurken, Lc. lactis alt tiirii igindeki suslar bitkiler, sebzeler

ve siit tiriinleriyle ilgili ortamlar dahil olmak tizere farkli kaynaklardan izole edilmistir
(Wels ve ark., 2019).

10



Lc. lactis siit endiistrisinde peynir gibi fermente siit {irlinlerinin iiretiminde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica peynirin olgunlagtirilmasi sirasinda oldukca
onemli bir role sahiptir ve starter kiiltiir olarak tek veya karisim halinde
kullanilabilirler. Fermantasyondaki ana goérevleri laktik asit iireterek asidifikasyonu
saglamak olsa da trettikleri ekzopolisakkaritler ile tekstiir gelisimine ve aromatik
bilesikler (alkoller, ketonlar, aldehitler) ile lezzete katkida bulunurlar (Smit ve ark.,
2005). Ayn1 zamanda organik asit ve bakteriyosin liretme yetenekleri nedeniyle gida
muhafazasinda da kullanilabilmektedirler. Bunun yani sira bakterinin plazmitler veya
transpozonlar gibi mobil genetik elementlerde bulunan antimikrobiyal/antibiyotik
direng genleri ve/veya viriilens genleri i¢in bir rezervuar gorevi gorebilecegi ve bazi

patojenlere karsi inhibitor etkisinin bulunabildigi bildirilmistir (Khemariya ve ark.,
2017).

2.2.2.3. Streptococcus spp.

[lk olarak 1874'te Avusturyali cerrah Theodor Billroth tarafindan
tanimlanmuslardir (Billroth, 1874). Gram pozitif, oksidaz ve katalaz negatif, hareketsiz
ve sporsuz bakterilerdir. Caplari 0.5 ile 2 um arasinda, kok veya kokoid sekilli
bakterilerdir (Chhatwal ve Graham, 2008). Streptococcus tiirlerinin dogada, 6zellikle
toprak, su ve havada her yerde bulundugu ve sicak kanli hayvanlar ile insanlarin bu
bakterilerin rezervuari oldugu bildirilmistir. Micrococcaceae familyasinin bir iiyesi
olan Streptococcus spp. iginde hem kommensal hem de patojen olarak bilinen 104 tiir
yer almaktadir. Bu tiirler iginde S. pyogenes, S. agalactiae ve S. dysagalactiae insan
ve hayvanlar i¢in baglica patojen tiirlerdir. Bu patojen tiirler i¢ kulak enfeksiyonlari ve
dis hastaliklar1 gibi daha hafif ancak olduk¢a yaygin durumlardan nekrotizan fasiit,
romatizmal ates ve pndmoni gibi ciddi ve yasami tehdit eden durumlara kadar
uzanmaktadir (Samanta ve Bandyopadhyay, 2020). Fakiiltatif anaerobik kosullar
altinda gelisirler ve bazi tiirleri gelisim i¢in ortamda ek CO: ihtiyag duyarlar.
Homofermantatif bakterilerdir, bu nedenle glikozdan CO> iiretmezler. Optimum
gelisme sicakligi genellikle 37°C olsa da minimum ve maksimum gelisme sicakliklari

tiirler arasinda degiskenlik gosterebilmektedir (du Toit ve ark., 2014).
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Streptococcus spp. iginde yer alan bazi tiirler laktik asit tiretimleri ile peynir ve
baz1 fermente siit {iriinlerinin iiretiminde 6nemli rol oynamaktadir. Ozellikle S.
thermophilus peynir, yogurt ve diger kiiltiirli siit triinlerinde starter kiiltiir olarak
kullanilmakta olup, diinya ¢apinda en ¢ok kullanilan starter kiiltiirlerden biridir. Bu
bakteri tek bagina veya diger starter kiiltiirlerle kombinasyon halinde kullanilabilir.
Fermantasyondaki asil rolii, laktozu laktik aside doniistirmek suretiyle iiriinde pH'y1
distirmektir. Ayn1 zamanda ekzopolisakkaritler ve aroma bilesikleri gibi ikincil
metabolitlerin lretimine Katkida bulunurlar. Bu ekzopolisakkaritlerin peynir
tiretiminde yagi azaltilmis peynirlere normal peynire benzer bir doku ve lezzet verdigi
bildirilmistir (Awad ve ark., 2005). S. thermophilus'un ayrica termofilinler olarak
adlandirilan bakteriyosinler iiretebildigi ve bazi siit iirlinlerinde bozulmaya neden olan
mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu gosterilmistir. Bunun yani1 sira bazi suslari da

probiyotik 6zelliklere sahip olabilmektedir (du Toit ve ark., 2014).

2.2.2.4. Leuconostoc spp.

Leuconostoc spp., i¢inde 14 tiir ve 8 alt tiir olan, Gram pozitif, katalaz negatif,
fakiiltatif anaerob, kok seklinde, spor olusturmayan, hareketsiz, hemolitik ve
proteolitik olmayan bakterilerdir. Optimum tireme sicakliklar1 20-30°C arasindadir.
Bazi tiirleri sakkarozdan dekstran iiretme yetenegine sahiptir. Leuconostoc spp.
heterofermentatif bakterilerdir ve bu cins igerisinde yer alan Ln. mesenteroides, Ln.
pseudomesenteroides ve Ln. lactis gidalarin fermantasyonunda rol oynamaktadir. Et
ve siit driinleri ile bazi bitki materyalleri dahil olmak tizere gida ile ilgili ekolojik
ortamlardan izole edilebilmekte, bu da ¢esitli ortamlara iyi bir adaptasyon yetenegi

oldugunu gostermektedir (Thunell, 1995; Ruppitsch ve ark., 2021).

Fermente gidalarin iiretiminde, Leuconostoc spp. genellikle hizli asit iireten
Lactococcus spp. ile kombinasyon halinde bir yardimer kiiltiir olarak kullanilir. Bu
tirler ¢cogunlukla sitrati yikimlama ve diasetil, asetoin ve COg iiretimi yoluyla son
tirlinde aroma ve doku olusumuna katkida bulunurlar (van Mastrigt ve ark., 2017).
Ozel olarak iiretilen peynirlerde biiyiik gdzenekli yapmin olusmasinda Leuconostoc
tiirlerinin kullanildig1 bilinmektedir. Ekzopolisakkarit iiretimi ile gidalarda koruyucu

ozellik gostermekte olup, ayrica oligosakkarit, mannitol, bakteriyosin ve bazi
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vitaminleri de sentezleyebildigi belirtilmektedir (Cardamone ve ark., 2011, Shin ve
Han, 2015). Leuconostoc spp.’ye ait tiirlerin streptomisine direng gosterebildigi, ancak
penisilin, ampisilin gibi p-laktam grubu antibiyotiklere karsi duyarli olduklar
bildirilmektedir (Florez ve ark., 2016).

2.2.2.5. Pediococcus spp.

Pediococcus spp., Gram pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan, katalaz ve
oksidaz negatif, fakiiltatif anaerobik ozellikte olup, morfolojik olarak genellikle
tetrakoklar halinde bulunan bakterilerdir (Porto ve ark., 2017; Singla ve ark., 2018a).
Tuza dayanikli olduklari ve tamamen homofermentatif o6zellik gosterdikleri
belirlenmistir. Pediococcus tiirlerinin  ¢ogunun enerji kaynagi olarak laktozu
kullanamadigi bilinse de son zamanlarda bazi suslarmin laktozu kullanabildigi
gosterilmigtir (Cavicchioli ve ark., 2019). Pek ¢ok Pediococcus tiiriiniin pediosin adli
bakteriyosinler iirettikleri bildirilmistir. Pediosinler; Gram pozitif bakterilere karsi
genis bir antimikrobiyal aktivite gosteren ve Listeria monocytogenes gibi patojenlere
kars1 bakterisidal etkiye sahip biyomolekiillerdir (Papagianni ve Anastasiadou, 2009).
Istya dayanikli olup, genis pH aralifinda aktivitelerini koruyabilirler (Porto ve ark.,
2017).

Pediococcus spp. gida endiistrisi agisindan Onemli bir yere sahiptir.
Pediococcus cinsinin ¢ogu tiirli, gida endiistrisinde fermente iriinler igin starter
kiiltiirler olarak kullanilmaktadir. Antimikrobiyal aktivitenin yani sira fitaz aktivitesi,
galaktoz fermantasyon kabiliyeti, ekzopolisakkarit tiretimi ve aroma iiretimi gibi
cesitli teknolojik yonler, bu kiiltiirleri endiistriyel olarak faydali mikroorganizmalar
haline getirmistir. Bu sebeple bu bakteriler sebze, silaj, et {irtinleri, siit ve siit tiriinleri
gibi fermente iriinlerde starter, non-starter ya da ilave probiyotik kiiltiirler olarak
kullanilmaktadir (Singla ve ark., 2018b).

Lactobacillaceae familyasinin bir {iyesi olan Pediococcus spp.’nin 11 tiir
icerdigi bildirilmistir (Cho ve ark., 2017). Bu tiirlerden gida ve siit ortamlarinda en
yaygin olarak bulunan iki tiir Pediococcus pentosaceus ve P. acidilactici’dir (Banwo

ve ark., 2013). Bunlardan P. acidilactici; pediosin iiretiminde, starter kiiltiir olarak
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fermantasyon siire¢lerinde ve insanlar ve hayvanlar i¢in probiyotik olarak kullanilan
baslica tiirlerden biridir (Porto ve ark., 2017). Bakterinin ¢ig siitten iiretilen peynirlerin
olgunlasma siirecinin sonunda NSLB olarak bulunabilecekleri ve diinyada geleneksel
olarak tiretilen ¢esitli peynirlerden izole edilebildikleri bildirilmistir (Eugster ve ark.,
2019).

2.2.2.6. Enterococcus spp.

Enterococcus spp. Gram pozitif, katalaz ve oksidaz negatif, spor olusturmayan,
bazi tiirleri hareketli, fakiiltatif anaerobik bakteri grubudur. Bu grup icerisinde
yaklagik 58 tiir yer almakta olup (Garcia-Solache ve Rice, 2019); bu tiirlerin bazilar
genis sicaklik (10-45°C) ve pH araligi (4.5-10) ile %9.6’ya kadar tuz konsantrasyonlari
dahil olmak iizere g¢evresel kosullarda gelisme yetenegine sahiptir (Arias ve Murray,
2012). Enterococcus spp.’nin dogal yasam alani basta insan ve hayvanlarin
gastrointestinal sistemleridir. Farkli ortamlara yiiksek adaptasyon kabiliyetine sahip
olduklarindan dolay1 toprak, su ve kanalizasyonda yaygin olarak bulunmaktadirlar.
Dolayistyla bu yollarla siit ve siit triinleri, et ve sebze gibi gidalara kolayca
bulasabilmektedirler (Giraffa, 2002; Giraffa, 2003). Fekal kontaminasyonun bir
gostergesi olarak kullanilan Enterococcus spp., biyojen amin iiretimi ve gida kaynakli
hastaliklarla da siklikla iliskilendirilmesi nedeniyle “genel olarak giivenli (GRAS)”
olarak kabul edilmemektedir (Riboldi ve ark., 2009). Ancak baz1 Enterococcus tiirleri
lipolitik aktiviteleri, sitrat kullanim1 ve aroma bilesikleri iiretme 6zelliklerinden dolay1
gida endiistrisinde starter kiiltiir olarak kullanilabilmektedir. Diger yandan ¢esitli
peynirlerin normal mikroflorasinda bulunan Enterococcus tiirlerinin de {iriiniin tadui,
aromasi, rengi, yapisi ve genel duyusal profilini olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir
(Giraffa, 2003). Farkli ¢alismalarda siit tiriinlerinde Enterococcus spp.’ye ait baslica
Enterococcus faecium ve E. faecalis ile E. casseliflavus, E. durans ve E. gallinarum

tiirlerinin tespit edildigi bildirilmistir (Settanni ve ark., 2012; Gaglio ve ark., 2016).
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2.2.2.7. Weissella spp.

[k olarak 1993 yilinda ayr1 bir grup olmasi dnerilen Weissella spp.; Gram
pozitif, katalaz negatif, fakiiltatif anaerobik, spor olusturmayan, harcketsiz
bakterilerdir. Kokoid veya kisa basil morfolojisine sahiptirler (Collins ve ark., 1993,
Bjorkroth ve ark., 2014). Weissella spp.’nin giiniimiize kadar 25 tiirii dogrulanmig
olup, bu cinse ait tiim tiirlerin zorunlu heterofermentatif ozellikte olduklar
bildirilmistir (Teixeira ve ark., 2021). Weissella cinsine ait tiirler genel olarak 15-
37°C’de gelismekte olup, W. cibaria ve W. confusa tiirlerine ait bazi suslarin 45°C’ye
kadar gelisme gosterebildikleri bildirilmistir. Weissella spp.; bitkiler, gesitli fermente
gidalar, anne siitii, insanlarin iirogenital ve gastrointestinal sistemleri ile hayvanlarin
deri, siit ve mide-bagirsak sistemlerinden izole edilebilmektedir. Bu bakterilerin
karmasgik beslenme gereksinimleri vardir ve gelisimleri i¢in peptitlere, amino asitlere,
fermente olabilen karbonhidratlara, niikleik asitlere, yag asitlerine ve vitaminlere

ihtiya¢ duyarlar (Fusco ve ark., 2015).

Baz1 Weissella tiirlerinin dekstran iiretebildigi ve bir EPS olan desktranin
yogurt gibi viskoziteye sahip olmasi istenen siit tirlinlerinin iiretimi i¢in 6nemli oldugu
belirtilmistir (Mende ve ark., 2016). Bunun yani sira farkli tiirlerinin bakteriyosin
tiretimi, probiyotik ve prebiyotik 6zellikler géstermesi, eskiilinin hidrolizi, argininden
amonyak tiiretimi ve folat tretimi gibi Ozellikleri bulunabilmektedir. Bu tiirler
giinlimiizde teknolojik agidan O6nem kazanmaktadir ve o6zellikle biyoteknolojik

uygulamalarda dikkate alinmasi gerektigi bildirilmistir (Fusco ve ark., 2015).

Weissella cinsine ait bakterileri, Leuconostoc cinsinin iiyelerinden veya
heterofermentatif laktobasillerden yalmizca fenotipik 6zellikler temelinde ayirmak
zordur. Bu gruplardaki yakindan iligkili bakterilerin taksonomisi ve Weissella cinsinin
tanimlanmasinin ancak molekiiler taksonomik teknikler temelinde miimkiin oldugu

belirtilmektedir (Fusco ve ark., 2015; Fessard ve Remize, 2017)
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2.2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Gida Endiistrisinde Uygulamalar

LAB’1n gida endiistrisinde ¢esitli uygulama alanlar1 bulunmaktadir. Bunlardan
en Onemlisi fermente gidalarda starter kiiltiir olarak kullanimlaridir. Bunun yani1 sira
adjunct (ilave) kiltir olarak, biyokoruyucu olarak veya probiyotik kiiltlir olarak
kullanilabilmektedirler (Bintsis, 2018). Belirli LAB tiirleri, gidalarda yaygin olarak
bulunmalarinin yani sira, insan tiiketimi konusunda uzun ve giivenli bir gegmise sahip
olmasindan dolayr Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan “Giivenli Olarak
Kabul Edilen (GRAS)” statiisiine alinmiglardir (EFSA, 2020). Bunlar arasinda en
yaygin olanlarmin Lactobacillus ve Streptococcus cinslerine ait tiirlerden bazilar
oldugu bildirilmektedir (FDA, 2021).

2.2.3.1. Starter ve ikincil Kiiltiir Olarak Kullammlari

Gida fermantasyonu, tarim ve cift¢iligin ortaya ¢iktigi 10.000 y1l 6ncesine
dayanan gida muhafaza yontemlerinden biridir (Cordain ve ark., 2005). Laktik asit
bakterilerinin fermantasyondaki rolleri ¢aglardan beri bilinmekte olup, fermente gida
tiretiminde en ¢ok kullanilan ve baskin mikroflora olarak yer alan bakteri grubudur
(Anandharaj ve Sivasankari, 2014). Fermente gidalardaki LAB aktivitesi, kisaca
hammaddelerin farkli 6zelliklere sahip yenilebilir gida {irtinlerine doniisiimii olarak
aciklanabilmektedir (De Filippis ve ark., 2020). Fermente gidalar endiistriyel ve
geleneksel (artisanal) olmak tizere iki kategoriye ayrilabilmektedir. Endiistriyel gida
tiretimlerinde LAB tiirleri starter kiiltiirler olarak veya ilave (adjunct) kiiltiirler olarak
kullanilabilmektedir (Burns ve ark., 2012). Geleneksel fermantasyon ise starter kiiltiir
kullanilmadan hammaddede bulunan ve c¢evresel kaynakli LAB tiirleri ile
gerceklesmektedir (De Filippis ve ark., 2020). Farkli duyusal 6zelliklere yol acan
cesitli mikroorganizma grubunu iceren yaklasik 400 geleneksel ve fermente siit
iriinlinlin bulundugu bildirilmektedir (Ghosh ve ark., 2019). Bunlardan bazilar1 kefir,
peynir, tereyagi, yogurt, ayran ve kimiz gibi siit tirtinleridir (Gupta ve ark, 2018). LAB
tirleri fermente siit Uriinlerinin temel mikroflorasini olusturmasit nedeniyle bu
tiriinlerin tretiminde en onemli bakteriler olarak kabul edilirler (Al-kotami ve ark.,
2015). Fermente siit iriinleri ile iligkili olan laktik asit bakterilerine ait iyeler,

¢ogunlukla Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
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Propionibacterium ve Bifidobacterium cinslerine aittir. Bu bakteriler ayn1 ekolojik

ortamlarda yasamakta ve mutualist olarak hareket etmektedirler (Ayivi ve ark., 2020).

LAB tiirleri dogal florada yaygin olarak bulunmasinin yam sira, endiistriyel
fermantasyon proseslerinde starter kiiltiir olarak siite bilingli olarak ilave edilerek
dogal olarak veya kontrollii starterler olarak kullanilabilmektedir (Urbonaviciene ve
ark., 2015). Starter kiiltiirler; fermente siit triinlerine kendine 6zgii tat ve aroma ile
goriiniis, yap1 ve tekstiiriin gelistirilmesi ve lirliniin raf dmriiniin uzatilmas1 amaciyla
pastorize siit veya kremaya katilan belli 6zellikteki mikroorganizma toplulugu
seklinde tanimlanabilmektedir (Kilig, 2011). Basta peynir olmak {izere fermente siit
iriinlerinin tiretiminde ¢ok 6nemli fonksiyonlara sahip olan starter kiiltiirler arasinda
LAB tiirleri, yilizey olgunlastirici bakteriler, mayalar ve kiifler bulunur (Ayivi ve ark.,
2020). Bunlardan Starter Laktik Asit Bakterileri (SLAB) olarak adlandirilan tiirler
peynir iiretimi sirasinda istenilen siirede laktozu fermente ederek yiiksek seviyelerde
laktik asit tiretirken; Non Starter Laktik Asit bakterileri (NSLAB) olarak bilinen diger
tiirler ise peynirin olgunlasma esnasinda karakteristik lezzetini gelistirmeye katkida
bulunurlar (Antonsson ve ark., 2003). Laktik asit bakterilerinin bu fonksiyonlart ile siit
tirtiniine 6zgii aroma ve yapi olusturmalari beklenir. Starter kiiltiir olarak kullanilacak
LAB tiirleri; tuz toleransi, ekzopolisakkarit iiretimi, bakteriyosin tiretimi ve sicakliga
duyarlilik gibi iiretimde fayda saglayacak 6zelliklerine gore segilirler (Ayivi ve ark.,
2020).

IIk ticari starter kiiltiir isletmesi 1890 yilinda Danimarka’da kurulmus olup, siit
tiriinleri i¢in kiiltiir iretimine baslanmistir (Yaygin, 1988). Teknolojinin gelisimi ve
kitalararas1 ticaretin yayginlagmasi, starter kiiltiir teknolojisinde gelismelere neden
olmustur. Ulkemizde peynirin iiretimi ve olgunlastiriimasinda rol oynayan
mikroorganizmalarin tespiti ile ilgili ¢aligmalar 1950’1i yillardan itibaren yapilmaya
baglansa da peynir iretiminde starter kiltir kullanimi 1970’lerde baslamstir.
Ulkemizde yeterli bilgi birikimi edinmis yetenekli personel olmasina ve konu ile ilgili
bilimsel arastirmalar yiiriitiilmesine ragmen, ger¢ek anlamda starter kiiltiir tiretimi
yapilamamaktadir (Kilig, 2011). Bu sebeple 0Ozellikle ticari starter kiiltiir
kullanilmadan geleneksel yontemlerle iiretilen siit {irlinlerinde bulunan mikrobiyal
cesitliligi ve genis peynir ¢esitliligi kaybini 6nlemek amaciyla, LAB koleksiyonlarini
olusturmak dnemli bir ihtiyag olarak degerlendirilmektedir (Ghahremani, 2015).

17



Siit endustrisinde starter kiltiir kullaniminda beklenen, standart kalitede
saglikli ve giivenilir {iriin elde edilmesini saglamak oldugundan, peynir iiretiminde
kullanilacak siitiin once pastorize edilerek icerigindeki patojen ve/veya istenmeyen
diger zararli mikroorganizmalarin inaktive edilmesi veya gelismelerinin
siirlandirilmasi gerekmektedir (Kilig, 2011). Bu sebeple endiistriyel olarak iiretilen
peynirlerin ¢ogunda pastorize siit kullanildigi bildirilmistir (Heier ve ark., 2010).
Ancak peynire islenecek siitlin pastorize edilmesi ile istenmeyen mikroorganizmalar
ile birlikte ¢ig siit mikroflorasinin kaybolmasi dezavantajina sahiptir. Bu islem, peynir
yapiminda spesifik Ozelliklere sahip bakterileri de ortadan kaldirabilmektedir.
Arastirmalarda ¢ig ve pastdrize siitten iiretilen peynirlerin mikroflorasinin énemli
diizeyde farkliliklar gosterdigi belirlenmistir. Cig siitten yapilan bazi peynirlerin,
pastorize siitten yapilan ayni olgunlagma siiresine sahip ayni tiirdeki peynirlerden daha
yogun tada sahip oldugu belirlenmistir (Albenzio ve ark., 2001; Franciosi ve ark.,
2009). Bunun nedeninin peynir iiretiminde kullanilan ¢ig siitten gelen floranin daha
fazla proteoliz ve lipolize neden olmasi ve bunun sonucunda daha iyi lezzet
olusturmasi oldugu ileri stirilmektedir (Smit ve ark., 2005; Irlinger ve ark., 2015). Bu
aroma zenginligi dogal olarak tiiketiciye de yansimaktadir. Ancak ¢ig siitlerin
bakteriyolojik kalitesi onemli olgiide farklilik gosterdigi icin ¢ig siitten tiretilen
peynirlerin tliketilmesi sonucunda ¢esitli enfeksiyon ve intoksikasyon riskleri
bulunmaktadir. Bu nedenle hem hijyen hem de giivenlik agisindan peynir iiretiminde
kullanilacak pastorize siite, peynire Ozgii laktik asit bakterilerinin ilave edilerek

tretiminin saglanmasi teknolojik bir zorunluluk olarak goériilmelidir.

2.2.3.2. Biyokoruyucu Olarak Kullammlari

Giliniimiizde tiiketicilerin beslenme ve saglik agisindan degisen tercihlerine
bagli olarak gida koruyuculart olarak kimyasallar yerine dogal igeriklerin
stirdiiriilebilir kullanimina artan bir ilgi s6z konusudur. Tercihlerdeki bu degisikligin
bir sonucu olarak, gida uygulamalarinda LAB kullanim1 daha 6nemli hale gelmistir
(Ayivi veark., 2020). LAB, diger bakterilerin tiremesi ve toksin iiretimi tizerinde giiglii
inhibitor etkilere sahiptir. Bu etkiler; ortamdaki besinler igin rekabet, asit tiretimine
bagli pH’nin distsii, H202, CO. veya diasetil gibi birincil metabolitler ve

bakteriyosinler ile antibiyotikler gibi antimikrobiyal bilesiklerin {iretiminden meydana
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gelebilmektedir. Bu sebeple bu 6zelliklerden her biri, gida tiriinlerinin raf dmriinii ve

giivenligini uzatmak i¢in kullanilabilmektedir (Kalantzopoulos, 1997).

Bakteriyosinler, ribozomlar kullanilarak LAB tarafindan sentezlenen
proteinlerin, polipeptitlerin veya protein komplekslerinin birincil metabolitleridir
(Diep ve Nes, 2002). Genel olarak antimikrobiyal etkileri hiicre duvari biyosentezini
inhibe ederek veya gozenek olusumu yoluyla membrani bozarak hiicrenin 6liimiine
yol acarak ortaya ¢ikmaktadir (Twomey ve ark., 2002). Bu sekilde ¢esitli bakterilerin
gelisimini ve ¢ogalmasini engelleyici 6zellige sahiptir. Bakteriyosinler genis bir pH
araliginda aktif olabilmekte ve genellikle 1s1ya direng gosterebilmektedirler. insan
sagligl icin giivenirliliginden dolay1r bazi bakteriyosinler gida endiistrisinde
bakteriyostatik ve koruyucu olarak kullanilmaktadir. Lb. gasseri tarafindan iretilen
gasserinler, Lc. lactis tarafindan iiretilen nisin ve Lb. sakei tarafindan tiretilen sakacin
P bunlardan bazilaridir (Wang ve ark., 2021). Bunun yani sira bakteriyosin iiretme
kabiliyeti olan LAB tiirleri, siit endiistrisinde starter kiiltiir seciminde iyi adaylar olarak

degerlendirilirler (Perez ve ark., 2014).

Bakteriyosinler iki kategoriye ayrilabilir: Birinci kategori, lantionin igeren
lantibiyotiklerdir (nisin, epidermin ve streptin gibi). Bu kategori icerisinde 11 alt
grubun yer aldig1 bildirilmis olup (Cotter ve ark., 2005; Deegan ve ark., 2006) gida
endiistrisi agisindan nisin 6n plana ¢ikmustir. Nisin, belirli Lc. lactis suslari tarafindan
salgilanan bir peptittir (Lubelski ve ark., 2008). Nisinin etki mekanizmasi, Gram
pozitif bakterilerin hiicre duvarinda kiigiik gbzenekler olusturarak hiicre hasarina
neden olmaktir (Montville ve Chen, 1998). Gida endiistrisinde giivenli ve dogal bir
koruyucu olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Zhou ve ark., 2014). Ikinci kategori

ise lantionin icermeyen bakteriyosinlerdir (Cotter ve ark., 2005).

2.2.3.3. Probiyotik Olarak Kullanimlar:

Probiyotikler, “yeterli miktarlarda alindiginda konakg¢inin sagligi tizerinde
olumlu etki saglayan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadir (FAO/WHO,
2006). Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Streptococcus spp., Pediococcus spp. ve

Leuconostoc spp. gibi baz1 LAB tiirleri gidalarda en yaygin kullanilan probiyotikler
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olup, intestinal sistemde tutunarak hizla ¢ogalabilmektedir (Fijan, 2014). Bu tiirler
konagin patojen mikroorganizmalara karsi korunmasinda 6nemli rol oynarlar ve ayrica
bagisiklik sistemini gii¢lendirirler (Ziclinska ve Kolozyn-Krajewska, 2018). Bu
mikroorganizmalarin etki mekanizmasi; kolonizasyona direng, fagositozun uyarilmasi
ve antimikrobiyal bilesiklerin iiretimi gibi ¢esitli faktorlere bagl olarak degiskenlik
gostermektedir (Vemuri ve ark., 2014). Probiyotiklerin gelisimi, prebiyotik olarak
tanimlanan bazi polisakkarit tiirleri tarafindan desteklenebilir. Frukto-oligosakkaritler
ve galakto-oligosakkaritler, insan sagligi iizerinde faydali etkileri olan iki 6nemli
prebiyotik grubudur (Davani-Davari ve ark., 2019). Ayrica bakteriyosinlerin
sentezinin de LAB tiirlerinin bagirsakta probiyotiklerin islevini yerine getirmesi i¢in

de yardimci oldugu bildirilmistir (Wang ve ark., 2021).

Hali hazirda sadece insan gastrointestinal sisteminden izole edilen laktik asit
bakterilerinin insanlar tarafindan probiyotik olarak kullanilmas1 Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO) ve Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan énerilmektedir. Bununla birlikte,
giderek daha fazla ¢aligma hayvansal kaynakli fermente iiriinlerden ve ayrica siit iirtinii
olmayan fermente {irlinlerden probiyotik olarak kabul edilen suslarin izole
edilebilecegini gostermektedir. Ozellikle geleneksel fermente f{iriinler, bazilar
probiyotik ozellikler sergileyebilen zengin bir mikroorganizma kaynagidir (Zielinska

ve Kolozyn-Krajewska, 2018).

2.2.4. Laktik Asit Bakterilerinin Teknolojik Ozellikleri

Siit endiistrisinde peynir iiretiminde kullanilacak laktik asit bakterilerinin 3
temel islevi bulunmaktadir. Bunlar glikoliz, proteolitik aktivite ve lipolitik aktivitedir
(Beresford ve ark., 2001).

2.2.4.1. Glikoliz ve Asit Uretimi

LAB tiirleri enerji iretimi ve gelisimleri i¢in karbonhidratlara ihtiyag
duymaktadirlar. Her bakteri grubunun kendine 6zgii bir fermantasyon profili oldugu

belirlenmistir. LAB tiirleri, karbonhidratlar1 (heksozlari) metabolize etme
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yeteneklerine gore homofermantatif ve heterofermentatif olmak tizere iki gruba
ayrilmaktadirlar (Sekil 2.2). Bu fermantasyon mekanizmasi, bakterilerin salgiladiklar
enzimlerin 6zellikleri ile iliskilidir. Homofermantatif laktik asit bakterileri; fruktoz di
fosfat (FDP, Embden-Meyerhof-Parnas yolu) yoluyla 1 mol laktozdan 2 mol glukoz
ve 4 mol laktik asit meydana getirirler. Bu metabolizma sonucunda %90 ve iizerinde
laktik asit tiretirler. Heterofermentatif LAB ise laktozu heksoz monofosfat (pentoz
fosfat) yoluyla pargalayarak 2 mol laktik asit, 2 mol etil alkol ve 2 mol COy iiretirler.
Bu metabolizma sonucunda en az %50 laktik asit ve bunun yan1 sira CO», formik ve
asetik asit gibi bazi organik asitler ile etanol, gliserol, mannitol ve fruktoz
tiretebilmektedirler (Bintsis, 2018). Karbon kaynaginin sinirlt olmasi, glikoz disinda
farkli karbon kaynaklarinin varligi, yiiksek pH veya diisiik sicaklik gibi bazi stres
kosullar1 altinda, bazi homofermentatif mikroorganizmalar karisik asit fermantasyonu
ile formik asit tretebilirler (Sousa ve ark., 2001). Olusan organik maddeler gida
tirtinlerinin kendilerine 6zgii tat, doku ve aroma gibi organoleptik 6zelliklerine katkida
bulunmaktadir. Ayrica, liriiniin raf 6mriinii, mikrobiyal giivenligini etkili bir sekilde

gelistirmekte, dokuyu iyilestirmektedir (Ayivi ve ark., 2020).

HOMOFERMANTATIF Glikoz HETEROFERMANTATIF
ATP
ADP
Fruktoz 6-P 4——— Glikoz-6P #’ 6-P-Glukonat
ATP NAD NADH NAD
ADP co: NADH
Fruktoz 1,6 BP Arabinoz 7*: Ribuloz 5-P
ATP  App

l Etanol

Gliseraldehit P «—— Dihidroksiaseton P Ksiloz Ksiluloz 5-P
2NAD ‘X: ATP ATP AD:’/\ 2NAD

2 NADH 4 ADP
2 NADH
. Hiicresel stres .
2 Piruvat —-=-=-=-=- » Asetil Co-A Gli ldehi i
JNADH  ADP 2 NADH iseraldehit P Asetil P
Hor K»z NAD  ATP: 2NAD 2 ATP NAD
2 ADP NADH  ATP
2 Laktat Asetat  Etanol
Piruvat ADP
NADH Asetat
LDH NAD
Laktat

Sekil 2.2. Laktik asit bakterilerinin glikoliz metabolizmas: yollar.
(Hofvendahl ve Hahn- Hagerdal, 2000)
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LAB igerisinde yer alan Lactobacillus spp., Lactococcus spp. ve Pediococcus
spp.’nin homolaktik fermantasyon gergeklestirirken, Leuconostoc spp., Weissella spp.
ve Oenococcus spp.’nin heterolaktik fermantasyon gergeklestirdigi bildirilmistir.
(Sridhar ve ark., 2005; Zaunmiiller ve ark., 2006).

Peynir liretiminde siite starter olarak katilan veya siitiin dogal mikroflorasinda
bulunan LAB’larin en Onemli islevleri laktozu fermente ederek laktik asit
olusturmaktir. Hizli asit iiretme yetenegi, starter bakterilerin en énemli 6zelligi olarak
degerlendirilmektedir (Cogan ve ark., 1997). Mevcut LAB florasi siitiin
asitlestirilmesini yavas sagladigindan, starter kiiltiir olarak eklenen LAB kiiltiirlerinin
ana gorevi ortamin hizli asitlendirilmesidir. Bu sebeple peynir iiretiminde 6ncelikle
termofilik ve mezofilik homofermentatif LAB’larin faaliyetlerinin bir sonucu olarak
ortamda hizli bir sekilde laktik asit olusmaktadir. Peynir iiretim asamasinin yani sira
asitligin 6n olgunlastirma ve olgunlastirma asamalari1 boyunca da ¢ok 6nemli gérevleri
bulunmaktadir. Peynire islenen siitte 6n asitlenmeyi saglayarak pihtilagtirici enzimin
etkinligini arttirmakta, pihtidan yeterli miktarda peyniralti suyunun ayrilmasini
saglamakta, haglama islemini kolaylagtirmakta, salamuradan tuz alimim
yonlendirmekte, olgunlagsmaya yon vererek tat ve aromanin olusmasina katkida
bulunmaktadir. Ayrica gelisen asitlik sayesinde antimikrobiyel etki bir¢ok zararli ve
patojen mikroorganizmanin faaliyetini engellemektedir (laktik antagonizm) (Kilig,

2021).

2.2.4.2. Proteolitik Aktivite

Proteoliz, ¢cogu peynir ¢esidinin olgunlasma siirecinde meydana gelen baslica
ve en karmagik biyokimyasal reaksiyondur. Peynirde proteoliz, peynir iiretiminden
Once siitte proteoliz, siitiin enzimatik olarak pihtilasmasi ve peynir olgunlagsmasi
sirasinda proteoliz olmak f{izere li¢ asamaya ayrilabilmektedir (Fox, 1989). Proteoliz
oncelikli olarak peynirin sertlik, elastikiyet ve eriyebilirlik gibi yapisal 6zelliklerinin
olusmasinda sorumlu olup, kiigiik peptitler ve amino asitler peynirin aromasina
dogrudan katki saglamaktadir (Fox ve ark., 2017). Ayn1 zamanda proteolitik aktivitesi

yiiksek olan bakteriler aracilig1 ile aciga c¢ikan hidrolize azot bilesikleri ve cesitli
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aminoasitler, laktik asit bakterilerinin gelisimlerini tesvik etmekte ve glikoliz hiz

kazanmaktadir (Kilig, 2021).

Peynirde proteoliz; siitten, koagulanttan, starter, starter olmayan ve ikincil
kiiltiirler olmak {tizere 5 farkli kaynaktan gelen enzimler tarafindan katalize
edilmektedirler (McSweeney ve Sousa, 2000). Bunlardan siit kaynakli enzimler,
plazmin, somatik hiicre proteinazlar1 ve siitlin dogal florasindan kaynaklanan

enzimlerdir.

Laktik asit bakterileri aminoasit sentezleme bakimindan smirli yetenege
sahiptir. Bu sebeple gelisebilmeleri i¢in ortamda bazi serbest aminoasitlerin
bulunmasina gerek duymaktadirlar. Siitte laktik asit bakterilerinin gelisimini yeterli
diizeyde destekleyecek miktarda aminoasit ve diisik molekiil agirlikli peptitler
olmadig1 i¢in starter kiiltiirde ve peynir yapiminda gerek duyulan yiiksek hiicre
sayisina ulasabilmek amaciyla, ortamdaki siit proteinlerini aminoasit ve peptitlere
hidrolize edebilecek bir proteinaz sisteminin olmasi gerekmektedir (Kilig, 2021).
Genel olarak, laktik asit bakterilerinin zayif proteolitik olmalarina ragmen c¢ok
kapsamli bir proteinaz/peptidaz sistemine sahip olduklar1 bildirilmistir (Sousa ve ark.,

2001; McSweeney, 2004; Al-kotami ve ark., 2015).

Peynirde proteoliz olay1 diger siit iirlinlerinin aksine yalnizca laktik bakterilerin
etkisi ile gelismektedir. Pihtinin elde edilmesinde kullanilan pihtilastirict enzim ile
NSLAB tiirleri bu siiregte rol oynamaktadir. Proteoliz tirlinleri, tat ve aroma {izerine
olumlu etkide bulunduklar1 gibi tat bozukluklarina da sebep olabilirler. Ozellikle baz1
peptitler, peynirde ac1 ve keskin tat bozukluklarinin kaynagi olarak belirlenmislerdir

(Kilig, 2021).

2.2.4.3. Lipolitik Aktivite

Lipoliz peynirlerin olgunlastirilmast sirasinda meydana gelen en Onemli
biyokimyasal olaylardan biridir. Siit yagi, esas olarak toplam lipidlerin %98'ini
olusturan gliserol ve yag asitlerinin esterleri olan trigliseritlerden (triagilgliserollerden)

olusur. Peynirdeki lipoliz, bir yag asidi ile trigliseritin gliserol kismi1 arasindaki ester
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bagini pargalayan hidrolazlar (lipazlar ve esterazlar) adi verilen lipolitik enzimlerle
gerceklesmektedir (Lopez ve ark., 2006). Bu enzimler; siit, peynir mayasi (rennet),
starter bakteriler, sekonder kiiltiirler, NSLAB ve eksojen lipazlarin eklenmesi olmak
tizere alti muhtemel kaynaktan gelmektedir. Lipolitik enzimlerin pH 7-8.5 ve 35°C

sicaklikta optimum aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Deeth ve Fitz-Gerald, 1983).

Lipoliz reaksiyonu trigliseritlerin Once digliseritlere ve ardindan
monogliseritler ile serbest yag asitlerine parcalanmasi ile gerceklesmektedir. Bu
enzimlerin faaliyetleri sonucu esterler, metil ketonlar, laktonlar ve ikincil alkoller gibi
bazi bilesikler olusmakta ve bunlar peynir lezzet profilini olusturmaktadir. Bunlardan
serbest yag asitleri, ugucu olan ve tada katkida bulunan bilesikler iireten katabolik

reaksiyonlarin 6nemli dnciileridir (McSweeney ve Sousa, 2000).

LAB tiirleri peynirle ilgili diger bazi mikroorganizmalara kiyasla zayif
denilecek diizeyde lipolitik etkiye sahiptir. Buna ragmen peynirde ¢ok sayida starter
ve NSLAB tiirii bulundugundan, sahip olduklar1 hiicre i¢i esterolitik/lipolitik
enzimleriyle bir¢cok olgunlastirilmis peynirin uzun olgunlasma periyodu sirasinda
onemli seviyelerde yag asitlerinin ortaya ¢ikmasindan sorumlu oldugu tespit edilmistir

(Collins ve ark., 2004).

2.2.5. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyon ve Identifikasyon Yéntemleri

Mikroorganizmalarin ¢esitliligi, varyasyonlar1 ve bilim alanlarindaki kesifler
ile yenilikler, mikroorganizmalarin tanimlama yontemlerinin gelisimine yol agmustir
(Nacef ve ark., 2016). Ozellikle starter kiiltiirlerin tanimlanmas1 ve karakterizasyonu
ile secimi, cogaltilmast ve kullanimindaki teknolojik ilerlemeler gerek endiistri
gerekse bilim diinyasi i¢in 6nem arz etmektedir. Endiistriyel peynir iiretiminde,
pastorize slit ve arzu edilen lezzetin saglanmasi amaciyla hazirlanan kiltiir
karigimlarint  kullanarak peynir mikroflorasint daha fazla kontrol edebilmek

glinlimiiziin ¢aligma alanlarinda yer almaktadir (Broome ve ark., 2011).

Laktik asit bakterilerinin  biyokimyasi, fizyolojisi ve genetiginin

anlasilabilmesi, daha spesifik ve hedef odakli kiiltiirlerin kullaniomma imkan
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saglamaktadir. Bu tiirlerin tanimlanmasinin artmasi ile fermente siit {irlinleri
tiretiminde kullanilacak spesifik kiiltiir se¢cimi ve buna bagli olarak son iiriiniin
organoleptik 6zellikleri tizerinde daha fazla kontrol avantaji saglamaktadir (FOX ve
ark., 2017). LAB’larin tiir diizeyinde tanimlanmasi ayni zamanda saglik agisindan
potansiyel risklerinden kag¢inmak i¢in biiyiikk 6nem tagimaktadir. Bu bakterilerin
tanimlanmas1 amaciyla uzun yillardir ¢ok farkli yontemler kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, bu bakterilerin tiir diizeyinde kesin olarak tanimlanmasinin kolay bir is
olmadig bildirilmistir (Mohania ve ark., 2008). Laktik asit bakterileri identifikasyon
yontemleri fenotipik ve genotipik yontemler olmak iizere iki ana grup altinda

toplanmaktadir.

2.2.5.1. Fenotipik Yontemler

Mikroorganizmalarin fenotipik karakterizasyonu icin kullanilan ydntemler,
kiiltiir ortaminin kullanimina ve morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal tabanli testlere
dayanmaktadir. Genellikle bu geleneksel tanimlama yontemlerinin 3-5 giin arasinda
stirdiigii ve uzman becerileri gerektirdigi bildirilmistir (Popovic ve ark., 2017). Ancak
bu tip yontemlerin az tekrarlanabilirlik gibi bazi sinirlamalari bulunmaktadir. Bu
yontemler bir cins i¢indeki tiir ve alt tiirleri etkin bir sekilde ayirt etmede yetersiz
kalmaktadir. Ayrica baz1 tekniklerin belirsizligi tam anlamiyla kesin ve dogru sonug

vermeyebilmektedir (Mohania ve ark., 2008).

Gelisen teknolojiyle birlikte, fenotipik tanimlamayi hizlandirmak ve
dogrulugunu arttirmak i¢in yari otomatik veya otomatik tanimlama sistemleri
gelistirilmistir. Bu sistemler kullanima hazir test kitleri olarak bulunmakta ve ticari
olarak satilmaktadir. Bu Kitlerin ¢alismasinda mikroorganizmalarin bir dizi substrati
fermente etmesi veya asimile etmesi etkili olmaktadir. Analytical profile index (API)
(BioMerieux, France) ve BBL Crystal (Becton, Dickinson and Company, USA) bu test
Kitlerine 6rnek olarak verilebilir. Bu kitlerin avantajlari; birgok biyokimyasal testin bir
arada calisilmasi, az miktarda malzeme ve ornek kullanimiyla kisa siirede sonug
vermesi, tekrarlanabilir olmas1 ve yliksek dogrulukta sonu¢ vermesidir (Elgioglu,
2010). Ancak ozellikle laktik asit bakteri tiirleri gibi birbirine benzer gelisme ve

biyokimyasal aktiviteleri bulunan mikroorganizmalarin tanimlanmasinda, bu
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yontemlerin ayirt ediciligi yeterli olamamaktadir. Bu sebeple geleneksel tanimlama
yontemlerinin bakteri karakterizasyonu igin yararli ve vazgegilmez oldugu kanitlanmis
olmasma ragmen, fenotipik ozelliklere dayali tanimlamalarin giivenilirliginin
sorgulanmasina Ve bu testlere ek tanimlama testlerine ihtiya¢ duyulmustur. Bu nedenle
geleneksel metotlara ilave olarak DNA tabanli tekniklerin kullanilmasi onerilmistir.
Zaman iginde fenotipik ve molekiiler yontemlerin kombinasyonu, hedeflenen
mikrobiyal topluluklarin tiir kompozisyonunu belirlemek ve analiz etmek i¢in en ¢ok

tercih edilen yaklasimlardan biri haline gelmistir (Ostlie ve ark., 2005).

2.2.5.2. Genotipik Yontemler

Bakterilerin identifikasyonuna yonelik geleneksel yaklasim, fizyolojik ve/veya
biyokimyasal ozellikleri esas alan fenopitik yonemlere dayansa da son yillarda
molekiiler bazli tekniklerin kullanimi1 yayginlagsmaya baslamistir (Ayivi ve ark., 2020).
Bu amagla kullanilan molekiiler yontemlerden bazilari; DNA-DNA hibridizasyonu,
16s rRNA, pulse-field jel elektroforez (PFGE), ger¢cek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR), floresan in-situ hibridizasyon (FISH) ve amplified rDNA
restriction analysis (ARDRA) gibi yontemlerdir (Okafor, 2011). Bu yontemler
maliyetli, zaman alici ve yiiksek uzmanlik gerektirse de yapilan aragtirmalarda
ozellikle LAB tiirlerinin tanimlanmasi i¢in daha hizli, hassas, giivenilir ve dogru

sonuglar elde edildigini gostermektedir (Mohania ve ark., 2008).

Bakteri tanimlama yonteminin se¢imi i¢in goz oniinde bulundurulan Kriterler
genellikle; kullanilan tanimlama testlerinin duyarliligi ve 6zgiilligii, saglamliklar ile
analiz basina diisen maliyettir. Bu baglamda MALDI-TOF MS yontemi ile bakteri
tanimlamasi, bakteri izolatlarinin cinsini, tliriinii ve hatta alt tiirlerini belirlemek i¢in
tercih edilen bir yontem haline gelmistir (Carbonnelle ve ark., 2012; Nacef ve ark.,
2016).
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MALDI-TOF MS

Bakteri karakterizasyonu i¢in kullanilan yontemler arasinda MALDI-TOF MS
yontemi 6ne ¢ikmistir. MALDI-TOF MS, parcaciklarin iyonize edildigi, kiitle/yiik
oranlarina gore ayrildigi ve bir ugus siiresi tiipiiniin sonunda iyonlarin bir dedektore
gitmeleri i¢in gegen siireyi belirleyerek dl¢iildiigii analitik bir tekniktir. Genel olarak
bir kiitle analiz cihazina bagl kati numuneler i¢in bir iyon kaynagindan olugsmaktadir
(Nacef ve ark., 2016). Yontem sonunda ortaya c¢ikan spektrum, bilinen
organizmalardan gelen spektrumlarin veri tabaniyla karsilastirilarak tanimlama
yapilir. Organizmanin spektral kiitliphanesinin herhangi bir organizma i¢in beklenen
dogal degiskenligi hesaba katacak kadar gii¢lii olmasi1 i¢in cesitli kosullar altinda
gelistirilen her tiir igin yeterli sayida izolat icermesi ¢ok énemlidir. Ilk olarak 1996
yilinda Holland ve ark. (1996) tarafindan kullanilan bu yontem ile bakteri
hiicrelerinden spektral parmak izleri elde edilmistir. Bu teknolojiyle gram pozitif,
gram negatif, aerobik ve anaerobik bakterilerin yani sira mikobakteriler, mayalar ve
kiifler tiir diizeyinde, geleneksel yontemler kadar iyi ve genellikle daha yiiksek bir
dogruluk oraniyla tammlanabilmektedir (Rychert, 2019). Mikroorganizmalarin
MALDI-TOF MS ile tanimlanmasi 6zellikle son 15 yilda ¢ok fazla ilgi gormiis ve rutin

olarak laboratuvarlarda uygulanmaya baslanmistir (Gantzias ve ark., 2020).

Bu yontemin olumlu ozellikleri; karmasik o6rnek hazirlama adimlarinin
olmamasi, kullanim kolayligi, verilerin nispeten hizli bir sekilde elde edilmesi ve
analiz basma distik maliyettir (Freiwald ve Sauer, 2009). Hassas bir teknik
oldugundan, analiz i¢in sadece az miktarda mikrobiyal biyokiitle (bakteriler igin 10
108 kob) gereklidir. Bu sayede iyi izole edilmis tek bir koloni oldugu siirece testler
genellikle birincil kiiltirden yapilabilir (Wieser ve ark., 2012). Yontemle kisa siire
icerisinde ¢ok sayida Ornegin sonucu cins Ve bazen de tir bazinda
tanimlanabilmektedir. (Carbonnelle ve ark., 2011). Kullanilan pek ¢cok gen tabanl
yonteme gore daha az masrafli olmas1 ve hizli ve giivenilir sonu¢ vermesi nedeniyle,
diger tanimlama yontemlerine gore iyi bir alternatif olarak degerlendirilmektedir
(Nacef ve ark., 2016). Ayrica bu yontemle geleneksel yontemlerle ayrilmasi zor olan
bakteriler ile 16S rRNA gen sekansi ile ayrim1 yapilamayan benzer tiirlerin ayriminin

yapilabildigi bildirilmistir (Kilic Kanak ve Oztiirk Yilmaz, 2018).
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Bununla birlikte yontemin bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bu yontemle
tanimlamanin basar1 orani, 6zellikle referans alinan veri tabaninin genisligine baglidir.
Iyi tasarlanmus bir referans veri tabani baz alinarak, tanimlanmak istenen bakterilerin
MALDI-TOF MS profilleri, referans spektrumlarma kars1 spektral benzerlikleri
puanlanarak hizli ve kolay bir sekilde karakterize edilebilirler (Freiwald ve Sauer,
2009). Ancak yontemin tanimlama ilkesinin bir ireticiden digerine farkli veri
tabanlarina dayanmasi ve bu veri tabanlarinin bazilariin kisitli olabilmesi sorun teskil
edebilmektedir. Bu durumlarda, tiir diizeyinde yanlis bir tanimlama elde edilmekte
veya hi¢ tanimlamama yapilamamaktadir. Bu sebeple bakteriyel MALDI-TOF MS
referans spektrumlarinin diinya ¢apinda tek bir veri tabaninin kurulumu ile daha biiyiik
bir mikrobiyal sus setinden ve/veya gida endiistrisi i¢in 6zel bir veri tabanindan
genomik verilerle iligskilendirilmesi, bu bakteri tanimlama ydnteminin yayilmasinda
onemli bir ilerleme olacagi belirtilmistir. Bunun yani sira izole edilen
mikroorganizmalarin mutlaka taze kiiltiir olarak kullanilmasi gerekliligi, hassas bir
ornek hazirlama siireci gerektirmesi ve filogenetik olarak birbirine yakin

mikroorganizmalarin ayiriminin zor olmasi yontemin olumsuz yanlarindan bazilaridir

(Nacef ve ark., 2016).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Ornekleme

Ornekler, Balikesir ilinde faaliyet gdstermekte olan bir siit ve siit iiriinleri
isletmesinden temin edilmistir. Ornek toplama islemleri her mevsimin ortasinda bir
kere olmak tizere bir yillik bir zaman periyoduna yayilmigtir. Aragtirma grubunu

olusturan 6rnekler Sekil 3.1.’de ve 6rnek alim periyotlart Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

Cig siit

Y
J

Is1l islem uygulanmus siit

\, J
4 N\
Teleme
\, J
4 \

On olgunlagtirma sonu peynir drnegi

Depolamanin 30, 60, 90 ve 120. giinlerinden peynir 6rnekleri

Sekil 3.1. Arastirma grubunu olusturan 6rnekler.

Tablo 3.1. Ornek alim periyotlari.

Ilkbahar 2020 Yaz 2020 Sonbahar 2020 Kis 2021

Mart | Nisan | Mayis | Haziran | Temmuz | Agustos | Eylill | EKim | Kasim | Aralik | Ocak | Subat
-lv T -T1T- v - - Tl - T -1Tvl-
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3.1.2. Kullamlan Malzeme ve Kimyasallar

3.1.2.1. Besiyerleri

Bu c¢alismada kullanilan besiyerleri Tablo 3.2.’de verilmistir. Besiyerlerinin

hazirlanmalari tiretici firmalarin talimatlar1 dogrultusunda yapilmustir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan besiyerleri.

Besiyeri Ad1 Uretici Katalog No.
Firma

de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Agar Merck 1.10660
de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Broth Merck 1.10661
M17 Agar Merck 1.15108
M17 Broth Merck 1.15029
Maximum Recovery Diluent (MRD) Merck 1.12535
Kanamycin Esculin Azide (KEA) Agar Merck 1.05222
Plate Count Skim Milk Agar (PCA) Merck 1.15338
Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC) Agar Merck 1.00466
Trypcase Soy Agar (TSA) Biomerieux 43011
Tryptic Soy Broth (TSB) Merck 105459
Mueller-Hinton Agar (MHA) Oxoid CMO0337

3.1.2.2. Kimyasallar

Laktoz Cozeltisi
Cozeltinin hazirlanmasinda ilk olarak 10 g laktoz (Oxoid, L70) tartilarak, 100

ml suda ¢Oziindiiriildii. Ardindan steril filtreden (Merck, Millipore) siiziilerek,

hazirlanan MRS agar ve M 17 agar besiyerlerine %5 oraninda ilave edildi.
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Hidrojen Peroksit (H202) Cozeltisi
Cozelti i¢in 3 ml analitik saf (%35°lik) hidrojen peroksit (H202) 100 ml’lik
balon jojeye aktarildi. Balon joje igerigi distile su ile 100 ml ¢izgisine tamamlandi.

Isinan balon joje oda sicakligina kadar sogutuldu. Cozelti 24 saat bekletildikten sonra

kullanildi.

Gliserol

Ticari gliserol (Merck, 104057) otoklavda sterilize edildikten (121°C’de 15 dk)

sonra kullanildi.

3.1.2.3. Antibiyotik Diskleri

Calismada kullanilan ticari antibiyotik diskleri (Oxoid, Ingiltere) Tablo 3.3.’de

gosterilmistir.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan antibiyotik diskleri.

Antibiyotik Disk Ad1 Disk kodu Konsantrasyon
(ng/disk)

Ampisilin CT0003B 10
Gentamisin CT0024B 10
Streptomisin CT0047B 10
Kloramfenikol CT0013B 30
Eritromisin CT0066B 5
Tetrasiklin CT0054B 30
Vankomisin CT0058B 30
Kanamisin CT0026B 30
Klindamisin CT0064B 2
Siprofloksasin CT0425B 5
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3.1.2.4. Gram Boyama Cozeltileri

Gram boyama yonteminde kullanilan reaktif ¢ozeltiler set halinde Advanced

Diagnostics & Research (A.D.R) firmasindan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin Toplanmasi ve Analize Alinmasi

Stit 6rnekleri steril vida kapakli siselere (200 ml), teleme ve peynir 6rnekleri
ise peynir kalibinin i¢ bolgesinden steril stomacher torbalarina (200 g) alinarak soguk
zincirde (4+2°C) en kisa siirede laboratuvara getirilerek ayni giin i¢inde analize alindi.
Analizler Balikesir Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi

Anabilim Dal1 laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.2.2. Mikrobiyolojik Analizler

Siit 6rneklerinden 10 ml, teleme ve klasik beyaz peynir 6rneklerinden 10 gram
aseptik kosullar altinda stomacher torbalari igerisine alinarak iizerlerine 90’ar ml
maximum recovery diluent (MRD) ilave edildi. Stomacherde (UL, 400) 2 dakika
siireyle homojenize edildi. Bu sekilde 1:10’luk diliisyonu elde edilen orneklerin
homojenatindan 1 ml alinarak, 6nceden hazirlanan 9 ml steril MRD igeren tiiplere
aktarildi. Vortekste (Velp, ZX3) homojenize edilerek o6rneklerin desimal seri

diltisyonlar1 hazirlandu.

3.2.2.1. Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB) Sayimi

Hazirlanan diliisyonlardan plate count skim milk agara (PCA)1 ml dékme plak

yontemi ile ekim yapildi. Petrilerin 37°C’de 48 saat inkiibe edilmesinin ardindan,
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besiyerinde gelisen tiim koloniler sayildi. Sonuglar diliisyon faktorii ile ¢arpilarak logio
kob/g olarak kaydedildi (TS EN ISO 4833-1, 2014).

3.2.2.2. Toplam Aerobik Psikrofilik Bakteri (TAPB) Sayim

Hazirlanan diliisyonlardan PCA’ya 1 ml dokme plak yontemi ile ekim yapildi.
Petrilerin 4°C’de 14 giin siire ile inkiibe edilmesinin ardindan, besiyerinde gelisen tiim
koloniler sayildi. Sonuglar diliisyon faktortii ile ¢arpilarak logio kob/g olarak kaydedildi
(TS EN ISO 4833-1, 2014).

3.2.2.3. Maya Sayimi

Hazirlanan diliisyonlardan dichloran rose bengal chloramphenicol (DRBC)
agara 0.1 ml yayma plak yontemi ile ekim yapildi. 25°C’de 5 giin inkiibasyonun
ardindan, besiyerinde gelisen koloniler sayildi. Sonuglar diliisyon faktori ile

carpilarak logio kob/g olarak kaydedildi (TS ISO 21527-2, 2014).

3.2.2.4. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Lactobacillus spp. izolasyonu igin, hazirlanan seri diliisyonlardan 100 pl
alinarak steril laktoz soliisyonu (%10 w/v) igeren de man, ragosa and sharpe (MRS)
agara ekim yapildi. Steril drigalski spatiilii ile ylizeye yayma isleminin ardindan,

petriler anaerobik kosullarda 37 °C’de 48-72 saat inkiibe edildi (de Man ve ark., 1960).

Lactococcus/Streptococcus spp. izolasyonu i¢in, hazirlanan seri diliisyonlardan
100 pl alinarak, steril laktoz soliisyonu (%10 w/v) iceren M17 agara ekim yapildi.
Steril drigalski spatiilii ile yiizeye yayma isleminin ardindan, petriler anaerobik
kosullarda 30 °C’de 48-72 saat inkiibe edildi (Terzaghi ve Sandine, 1975).

Enterococcus spp. izolasyonu i¢in ise hazirlanan seri diliisyonlardan 100 pl

alinarak kanamycin esculin azide (KEA) agara ekim yapildi. Steril drigalski spatiilii
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ile ylizeye yayma isleminin ardindan, petriler 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi
(Pesavento ve ark., 2014).

Anaerob ortam kosullarinin saglanmasi ig¢in anaerocult A (Merck, 1.13829)
posetleri kullanildi. Anaerocult A poseti yatay tutularak 15-20 saniye siire i¢inde
posetin her yanini 1slatacak sekilde 35 mL su ilave edilerek jara yerlestirildi ve jar
kapag1 kapatilarak istenilen sicaklikta inkiibasyona birakildi. Anaerobik ortamin
saglanip saglanmadig1 anaerotest seridi (Merck, 1.15112) ile kontrol edildi. Yaklasik
4 saat sonunda seridin mavi renginin renksiz olmasi, anaerobik ortamin saglandigini

gosterdi.

Inkiibasyon sonunda her bir 6rnek icin petrilerde LAB olma potansiyeli
bulunan farkli goriiniislic 5-10 tekli koloni saflastirma amaciyla segilerek
identifikasyon testlerine tabi tutuldu.

3.2.3. LAB izolatlarinin identifikasyonu

3.2.3.1. LAB izolatlarimin On identifikasyonu

Koloni Morfolojisi

Inkiibasyon sonunda petrilerdeki koloni gériiniislerine gore izolat segimi, renk
ve sekle gore yapildi. Lactobacillus spp. i¢in krem renkli, mat, diizgiin kenarl
koloniler, Lactococcus/Streptococcus spp. i¢in beyaz, diizgiin kenarli ve parlak
koloniler, Enterococcus spp. icin ise en az 1 cm ¢apinda siyah zonlarla ¢evrili, kiigiik,
yuvarlak, beyaz veya gri koloniler secilerek 1sik mikroskobunda (Novex, Holland)

incelendi.
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Gram Boyama

LAB stipheli kolonilerden spesifik agar besiyerlerine ekim yapilarak, 24 saat
inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda gelisen aktif kolonilerden igne uglu 6ze ile alindi.
Temiz bir lam tizerine bir damla FTS ile yayilarak kurutuldu ve alevden 2-3 kez hizla
gecirilerek fikse edildi. Preparat iizerine kristal viyole boyasi damlatilarak 2-3 dakika
bekletildi. Ardindan saf su ile yikanarak liigol damlatildi ve 1-2 dakika bekletildi.
Sonra lam saf su ile yikandi1 ve saf alkol damlatilarak 15-20 saniye kadar dekolore
edildi. Son olarak saf su ile yikandiktan sonra safraninle 30 saniye bekletildi. Preparat
su ile yikanarak boyas1 giderildikten sonra kurumasi beklendi ve 151k mikroskobunda
(Novex, Holland) 100x’lik biiyiitmede immersiyon yagi (Merck, 104699) damlatilarak
incelendi. Mikroskop incelemesi sonucunda mavi-mor renkli koloniler Gram pozitif,
pembe renkli koloniler ise Gram negatif olarak kabul edildi. Gram pozitif olan izolatlar
LAB siipheli olarak segildi (Bartholomew ve Mittwer, 1952).

Katalaz Testi

Gram pozitif LAB siipheli kolonilerden steril bos petriye bir 6ze dolusu
alinarak lizerine Pastor pipeti ile bir-iki damla %3’lik hidrojen peroksit (H202)
damlatildi. Gaz kabarciklarinin olusup olusmadigi gozlemlendi. Gaz kabarciklar
olusturan ornekler katalaz pozitif, herhangi bir reaksiyon gostermeyen izolatlar ise
negatif olarak degerlendirildi. LAB, H202’yi su ve oksijene doniistiiren katalaz enzimi

tiretmediklerinden dolay1, negatif sonug veren izolatlar LAB siipheli olarak segildi.

Glikozdan CO: Olusturma Testi

LAB’1n heterofermentatif veya homofermentatif olup olmadiklarini belirlemek
amaciyla, 10’ar mL MRS ve M17 broth igeren tiiplere ters konumda Durhaim tiipleri
yerlestirilerek otoklavda sterilize edildi. Aktiflestirilmis izolatlardan alinarak 10’ar mL
MRS ve M17 broth igeren tiiplere ekim yapildi ve 30°C’de 7 giin siireyle inkiibasyona

birakildi. Inkiibasyon sonunda Durhaim tiiplerinde gaz olusumu olup olmadig: kontrol

35



edildi. Ortamda gaz olusturan izolatlar heterofermantatif, gaz olusumu meydana

getirmeyen izolatlar ise homofermantatif olarak degerlendirildi.

LAB Izolatlarinin Saklanmast

Sonraki analizlerde kullanilmak {izere; Lactobacillus spp. oldugu diisiiniilen
koloniler MRS broth, Lactococcus/Streptococcus spp. oldugu diisiiniilen koloniler
M17 broth ve Enterococcus spp. oldugu diisiiniilen koloniler ise tryptic soy broth
(TSB)’da aktiflestirildi. Izolatlar, drneklerin temin edildigi zaman dilimine gore
izolasyon numaralari i¢erecek sekilde adlandirildi. Izolatlarm her biri steril eppendorf
tiiplerinde 800 pl izolatin zenginlestirme brothu ve 200 pl steril gliserol ilave edilerek

homojenize edildi ve kullanilincaya kadar -80 °C derin dondurucuda saklandi.

3.2.3.2. LAB izolatlarinin Molekiiler identifikasyonu

On identifikasyon testlerinin ardindan secilen izolatlarin genotipik olarak

tanimlanmasi icin MALDI-TOF MS ydntemi kullanildi.

Orneklerin MALDI-TOF-MS ile Analizi

MALDI-TOF-MS analizleri i¢in, HCCA (a-Siyano-4-hidroksisinnamik asit;
Bruker), ACN (asetonitril; HPLC saflikta, Sigma-Aldrich), TFA (trifloroasetik asit;
Sigma-Aldrich), FA (formik asit; Sigma-Aldrich), DNA az ve RNA az igermeyen 0.1
Bruker giivenli filtrelenmis ultra saf su (Sigma-Aldrich), Escherichia coli, RNAaz ve
myoglobin protein profilleri igeren BTS (bakteriyel test soliisyonu) sollisyonu
kullani1ldi. HCCA matris ¢ozeltisi, 250 pL standard solvent ¢ozeltisi (50 uL asetonitril
+ 47.5 pL ultra saf su + 2.5 pL trifluoroasetik asit) ile son konsantrasyonu 10 mg

HCCA/mL oraninda olacak sekilde hazirlandi.

MALDI TOF MS ile mikrobiyal biyokiitle analizi i¢in, steril kiirdan ucu ile tek
bir koloniden (24-48 saat inkiibe edilmis kiiltiirden) alinan kiiltiir, 6zel bir ¢elik 96
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MSP-MALDI (Bruker Daltonics) plakasina (direkt transfer yontemi) uygulanarak
kuruduktan sonra iizerine 1 pl HCCA matris ¢6zeltisi ilavesi yapildi. 96 MSP MALDI
plakasinda kuruyan her bir 6rnek spotunun iizerine HCCA matriks ¢6zeltisinden 1 pL
ilave edilerek oda sicakliginda tamamen kurumasi saglandi. Son olarak, 6rnek yiikli
96 MSP plaka MALDI TOF MS cihazina (Bruker Microflex LT, Almanya)
yerlestirilerek okuma gergeklestirildi. Sistem, dogrusal pozitif iyon mou ile
calistirllarak optimize edilmis yontem olan 2.000-20.000 Da kiitle araliginda tarama
yapacak, iyon kaynagi olarak 337 nm'de 60 Hz'lik bir nitrojen lazer kullanilacak ve
spektrumlari elde etmek i¢in her bir numunenin dl¢iimiinde 240'l1k 40 paketten olusan
lazer atimlar1 yapildi ve her 6rnek icin {i¢ calisma yapilarak tekrarlanan okumalarda
en yiiksek puanin elde edildigi sonuglar dikkate alindi. BTS (Bakteriyel test soliisyonu)

ile kiitle kalibrasyonu numunelerle es zamanl olarak gerceklestirildi.

Tzolatlarin Tanimlanmasi

Bakterilerin tanimlamasi, Flex Control 3.0 yazilimi (Bruker Biotyper; Bruker
Daltonics, Bremen, Almanya) kullanilarak yapildi. Spektrumlar MALDI Biotyper
otomasyon kontrollii (flexAnalysis Version 3.4; Biotyper Compass Explorer 1.4
software), yazilimi ve kiitliphanesi (MALDI Biotyper 3.1; 8500 entires; Bruker
Daltonics) kullanilarak analiz edildi. Kullanilan tanimlama puan (skor) olgiitleri

imalatg1 firma (Bruker) tarafindan 6nerilen prosediire gore uygulandi.

3.2.4. izolatlarin Teknolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi
MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlanan izolatlardan, siit endiistrisinde beyaz

peynir iiretiminde en yaygin kullanilan ve skor degeri en yiiksek 20 izolat segilerek

teknolojik ozellikleri ve starter kiiltiir olarak kullanim olanaklar1 degerlendirildi.
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3.2.4.1. Asit Uretim Kapasitesi

[zolatlarn asit iiretim yetenekleri pH 6l¢iimii ve titrasyon yoluyla laktik asit
cinsinden ylizde asitlik hesaplanarak belirlendi. Bunun i¢in 30°C’de 15 giin ve
55°C’de 7 giin inkiibe edilen ve inkiibasyon sonras1 ambalajlarinda sizint1 ve bombaj
goriilmeyen UHT yagsiz siitler kullanildi. Steril deney tiipleri igerisine konulan 10 mL
UHT yagsiz siitlere 18 saatlik aktif kiiltiirlerden 0,1 mL (v/v) ilave edildikten sonra
Lactococcus/Streptococcus spp. i¢in 30 °C; Enterococcus spp. ve Lactobacillus spp.
ise 37°C’de 3, 6, 9 ve 24 saat inkiibe edildi. Her inkiibasyon siiresinin sonunda aseptik
olarak tiiplerden 2’ser ml 6rnek alinarak 6nce pH metre (HANNA, HI2211) ile pH
Olctimii yapildi. Titrasyon yoluyla laktik asit cinsinden yiizde asitlik hesaplamak icin
ise, alinan her 6rnegin tizerine 1-2 damla fenolftalein indikatorii damlatildi ve 0.1 N
NaOH ile hafif pembe renge kadar titre edildi. Asagidaki formiilden yararlanilarak
izolatlarin asitlik degerleri % laktik asit cinsinden hesaplandi (Sarantinopoulos ve ark.,

2001).

Laktik asit (%) = Vnaon XNnaor X Frnaon X90x10 3x100
m

V: Harcanan NaOH miktar1 (ml)
m: Siit miktart (ml)
F: 0.1N NaOH c¢ozeltisinin faktori

N: NaOH normalitesi

3.2.4.2. Proteolitik Aktivite

[zolatlarin proteolitik aktivitesini belirlemek amaciyla %10 skim milk (Oxoid,
LP0031) ilave edilmis MRS agar hazirlanarak, iizerine steril Whatman kagit diskleri
yerlestirildi. Her bir diske 20 pL'lik taze kiiltiir eklenerek 37°C'de 24 saat
inkiibasyondan sonra, disklerin etrafindaki acik renkli opak bdlgeler proteoliz

olustugunun bir gostergesi olarak degerlendirildi (Harrigan, 1998).
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3.2.4.3. Farkl Sicaklik Derecelerinde Gelisebilme

[zolatlarn farkl1 sicaklik derecelerinde gelisebilme kabiliyetini belirlemek i¢in
sicaklik dayaniklilik testi yapildi. Bu amagla izolatlar 10 mL M17 ve MRS broth
besiyerlerine %1 oraninda inokiile edilerek 10°C, 15°C ve 45°C’de 48 saat
inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda besiyerinde bulaniklik olusturarak gelisme

gosteren izolatlar pozitif, bulaniklik olusturmayanlar ise negatif olarak kabul edildi.

3.2.4.4. Farkh NaCl Konsantrasyonlarinda Gelisebilme

Farkli NaCl konsantrasyonlarinda bakteri tireme kabiliyetini belirlemek igin
tuz dayaniklilik testi yapildi. Bu amagla izolatlar %2 ve %6.5 konsantrasyonunda NacCl
iceren M17 ve MRS broth besiyerlerine %1 oraninda inokiile edilerek 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan besiyerinde bulaniklik olusturarak
gelisme gosteren izolatlar pozitif, bulaniklik olusturmayanlar ise negatif olarak kabul
edildi.

3.2.4.5. Farkh pH Degerlerinde Gelisebilme

Izolatlarin farkli pH degerlerinde gelisebilme kabiliyetini belirlemek icin iki
farkli pH degerinde (9.6 ve 3.9) gelisebilme durumlari degerlendirildi. pH 9.6
degerinde gelisebilme testi i¢in; 1 N NaOH yardimi ile 10 ml M17 broth’un pH degeri
9.6’ya ayarlanarak steril edildi. 24 saatlik aktif kiiltiirlerden %1 oraninda inokule
edilerek 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Bulaniklik gozlenen tiiplerde gelisim
test sonucu pozitif, olmayanlarda ise negatif olarak kabul edildi. pH 3.9 da gelisebilme
testi igin ise; 1 N HCI yardimi ile 10 ml MRS broth’un pH’1 3.9a ayarlanarak steril
edildi. Aktiflestirilmis izolatlardan %1 oraninda inokiile edilerek 37°C’de 48 saat
inkiibe edildi. Bulaniklik goriilen tiiplerde test pozitif, goriilmeyenlerde ise test sonucu

negatif olarak degerlendirildi.
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3.2.4.6. Antibiyotik Direncliliklerinin Belirlenmesi

izole edilen LAB’1n antibiyotiklere kars1 direncini saptamak icin Kirby-Bauer
disk diflizyon yontemi kullanildi1 (Bauer ve ark., 1966). Bunun i¢in yaygin olarak
kullanilan ampisilin (10 pg), gentamisin (120 pg), streptomisin (10 pg), kloramfenikol
(30 pg), eritromisin (15 pg), tetrasiklin (30 pg), vankomisin (30 pg), kanamisin (30
ug), klindamisin (2 pg) ve siprofloksasin (5 ug) antibiyotik diskleri kullanildi (Tablo
3.3). Mueller-Hinton agarda 37°C’de 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda olusan zonlar
Olciildii. Sonuglar, Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, M100-
ED31:2021) kriterlerine gore zon ¢aplarina bagli olarak direngli (R), orta duyarl (1)

ve duyarli (S) olmak iizere degerlendirildi.

3.2.4.7. Antimikrobiyal Aktivite

LAB’nin antimikrobiyel aktivite testleri igin; Listeria monocytogenes ATCC
7644, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli 0157:H7 ATCC 35150,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 referans suslari1 kullanildi. Bu suslar Balikesir
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali bakteri
kiiltir koleksiyonundan temin edildi. Antimikrobiyal etkileri test edilecek olan
izolatlar falkon tiiplerde, 50 ml’lik broth ortaminda ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda kiiltiir stvilar1 8000 rpm’de +4°C sogutmali santrifiijde (Hettich,
Universal 320R) 10 dakika santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra kiiltiir
slipernatantlart pelletten ayrilarak, steril siringalarla gekildi ve 0.45 pl por gapl, steril
membran filtreden (Merck, Millipore) siiziildii. Siizintiler (CFS, cell-free
supernatant) steril deney tiiplerinde toplandi. Her bir patojen bakteri izolati i¢in uygun
agar ortamlari hazirlandiktan sonra, bakteri siispansiyonlart steril ekiivyon ¢ubugu ile
inkiibe edildi. Petrilere 6 mm c¢apli kuyucuklar agilarak CFS’lerden 180 pl konuldu ve
patojen bakteriler i¢cin uygun sicakliklarda 24 saatlik inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda inhibisyon zonlarinin gaplar dlgiilerek kaydedildi (Pringsulaka
ve ark., 2012).
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3.2.5. Kimyasal Analizler

3.2.5.1. Siit Orneklerinin Kimyasal Analizleri

Stit orneklerinin kimyasal degerlerinin belirlenmesi i¢in Lactoscan MCCW
cihazi kullanildi. Bu cihaz ile siit 6rneklerinde yag, donma noktasi, tuz, pH, protein ve

yagsiz kuru madde degerleri analiz edildi.

3.2.5.2. Peynir Orneklerinin Kimyasal Analizleri

Peynir 6rneklerinde, kuru madde (TS EN ISO 5534/T1, 2008), yag (TS ISO
3433, 2015), protein (TS EN ISO 8968-1, 2014), titrasyon asitligi (TS 591/T3, 2019),
pH (TS 591/T3, 2019) ve tuz tayinleri (TS EN ISO 5943, 2007) yapildi.

Titrasyon Asitliginin Belirlenmesi

Peynir orneklerinin asitligi titrimetrik metotla belirlendi ve % laktik asit
cinsinden ifade edildi (TS 591/T3, 2019). Bunun i¢in 10 g 6rnek tartilarak 100 ml
distile eklendi ve homojenize edildi. Siiziintiiden 25 mL alinarak tizerine 2-3 damla
fenolftalein indikatorii damlatildi ve 0.1 N NaOH ile hafif pembe renk en az 30 sn
kalic1 oluncaya kadar titre edildi. Asagidaki formiilden yararlanilarak izolatlarm %

laktik asit degerleri hesaplandi (Sarantinopoulos ve ark., 2001).

Laktik asit (%) = Vnaon XNnaor X Frnaon X90x10 x100
m

V: Harcanan NaOH miktar1 (ml)
m: Ornek miktar1 (g)

F: 0.1N NaOH c¢ozeltisinin faktorii
N: NaOH normalitesi
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PH Degerinin Belirlenmesi

pH metre (HANNA, HI2211) pH 4 ve 7’lik buffer soliisyonlariyla kalibre
edildikten sonra, 10 g peynir ornegi tartilarak kiiclik bir beher i¢ine konuldu. Distile
suyla 1:1 oraninda sulandirildi ve homojenize edildi. pH metre elektrotu karisimin
icine daldirilarak sabit degere ulastiktan sonra okuma yapilarak kaydedildi (TS
591/T3, 2019).

Kuru Madde Oranlarinin Belirlenmesi

Peynir Orneklerinin kuru madde miktart TS EN 1SO 5534/T1 (2008)
standardina gore referans yontem ile belirlendi. Kurutma kaplarina yaklasik 3 g peynir
numunesi tartildi ve 105°C’ye ayarlanmis etiive konularak 4 saat kurutuldu. Siire
sonunda kaplar desikatore alinarak sogutulduktan sonra tartildi. Ardindan tekrar etiive
konularak, 30 dakikalik araliklarla kurutulup tartildi. Agirlik sabit hale geldiginde son

tartim dikkate alinarak 6rnegin % kuru madde miktar1 hesaplandi.

Yag Oranlarinin Belirlenmesi

Yag oranlar1 TS ISO 3433 (2015) standardina gére Van Gulik yontemi ile %
olarak belirlendi. 0-40 6l¢iim aralikli 6zel peynir biitirometresinin kadehcigine peynir
orneginden 3 g tartilarak tizerine 10 ml silfrik asit (%90; d: 1.55 g/ml) ilave edildi.
65°C’lik su banyosuna yerlestirilerek peynirdeki kazein ve ¢oziiniir maddelerin
tamamen erimesi saglandi. Daha sonra iizerine 1 ml amil alkol ilave edilerek
calkaland1 ve biitirometrenin 35 ¢izgisine kadar ayn1 6zgiil agirliktaki siilfiirik asitten
ilave edildi. Biitirometrenin agz1 kapatilarak 10 dakika santrifiij edildi. 65 °C’lik su
banyosunda 5 dakika tutulduktan sonra biitirometre skalasindan % olarak yag miktar1

okundu.
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Protein Oraninin Belirlenmesi

Peynir 6rneklerinde azot igerigi tayini Kjeldahl metodu ile tespit edildi (TS EN
ISO 8968-1, 2014). Bunun i¢in homojen hale getirilmis peynir 6rneklerinden yakma
tiipiiniin igerisine 5 g tartildi. Uzerine 2 adet (7 g) Kjeldahl katalizor tableti (Gerhardt
Kjelcat S), 25 ml H2SO4 ve pastor pipeti ile 2 damla parafin likit damlatildi. Tiipler yas
yakma finitesine yerlestirilerek sicaklik kademeli olarak yiikseltildi. Yakma islemi
bittikten sonra 1 saat sogumaya birakildi ve yas yakma tiiplerinin her birine 50 ml
distile su eklendi. Distilasyon islemi Gerhardt distilasyon cihazinda otomasyon ile
gerceklestirildi. Distilasyon asamasinda 60 ml %4’liik borik asit (Merck) ve %40’lik
75 ml NaOH (Merck) eklenerek amonyum borat destilati olusturuldu. Olusan her bir
destilat ayr1 ayr1 500 ml’lik beherlere konularak titrasyon asamasma ge¢ildi. Bu
asamada beherlere pastor pipeti ile 4 damla indikator ¢ozelti eklendi. Indikator ¢ozelti
olarak 7 ml metilen mavisi ve 3 ml metilen kirmizisindan olusan bir ¢ozelti kullanildi.
Cozelti erlenlere eklendikten sonra olusan yesilimsi renkli distilat, manyetik karigtirict
tizerinde 0.1 N HC1 (Merck) ile a¢ik mor-leylak renk elde edilinceye kadar titre edildi.
% azot degeri agsagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (IDF, 1993).

% Azot = (V1i— Vo x N x 0.014) x 100
m

% Protein = % Azot x F

V1: Titrasyonda harcanan HCl ¢ozeltisi miktar: (mL)

Vo: Kor deneme titrasyonunda harcanan HCI ¢6zeltisi miktar: (mL)
N: Titrasyonda kullanilan HCI ¢6zeltisinin normalitesi (0.1 N)
0.014: azotun mili ekivalent agirlig

m: alinan 6rnek miktari (g veya mL)

F: % azot ig¢erigine gore kullanilan faktor (stit ve siit tirtinleri i¢in 6.38)

Tuz Oraninin Belirlenmesi

Beyaz peynir 6rneklerinde tuz tayini TS EN ISO 5943 (2007) standardina gore
potansiyometrik titrasyon metodu ile yapildi. Peynir ornekleri rendelenerek bir

havanda 5 g tartild1 ve sicak distile su ile iyice ezilerek sulu kismi1 500 mL’lik bir
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balona aktarildi. Ayni iglem tuzun tamamen suya ge¢mesi amaciyla 5-6 kez
tekrarlandi. Balondaki su soguyunca 500 mL ¢izgisine kadar saf su ile dolduruldu ve
kaba filtre kagidi yardimiyla siiziilmeye birakildi. Siiziintiiden erlene 25 mL alinarak
tizerine 0.5 mL %5’lik KoCrOg4 indikatorii ilave edildi ve 0.1 N AgNO3 ¢ozeltisi ile
kiremit kirmizisi renk olusuncaya kadar titre edildi. Tuz degeri asagidaki formiilden

yararlanilarak hesaplandi.

9% Tuz = G x 0.585 x100
p

G: Titrasyonda sarf edilen 0.1 N AgNO3 miktar1
P: Titre edilen siiziintii i¢indeki peynir miktari, g

0.585:1 mL 0,1 N AgNOs titre ettigi NaCl

Su Aktivitesinin Belirlenmesi

Peynir orneklerinin su aktivitesi (aw) degerleri Novasina Labtouch-Aw su

aktivitesi 6l¢tim cihazi ile belirlendi.

3.2.6. istatistiksel Analizler

Caligma sonucunda elde edilen verilerin tek yonli varyans analizleri SPSS
paket programi (IBM SPSS Statistics 26, IBM Corporation, New York, USA)
kullanilarak yapildi. Orneklerin ortalama degerleri arasindaki farklar Duncan ¢oklu
karsilastirma testi ile belirlendi. Iki bagimsiz gruba ait farkliliklar ise Independent t-
testi ile degerlendirildi. Elde edilen istatistiksel analiz sonuglarinin p<0.05 6nem

diizeylerine gore degerlendirmesi ve yorumlamalar1 yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mikrobiyolojik Analiz Sonuclar:

4.1.1. TAMB, TAPB ve Maya Sayim Sonugclari

Klasik beyaz peynir iiretim asamasi ve olgunlastirma stiresince toplam aerobik
mezofilik bakteri (TAMB), toplam aerobik psikrofilik bakteri (TAPB) ve maya
sayisindaki degisimler Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Klasik beyaz peynir (retim asamasi ve olgunlastirma
stiresince TAMB, TAPB ve maya sayis1 degigimi.
TAMB TAPB Maya
(log kob/ml-gr)  (log kob/ml-gr)  (log kob/ml-gr)

Ornek

Uretim asamasi

Cig siit 7.68+0.26" 7.89+0.12° 5.41+0.13%
Is1l islem uygulanmig siit 6.67+0.42¢ 5.66+0.36" 2.78+0.27¢
Teleme 7.25+0.38% 6.28+0.17% 3.48+0.35%
On olgunlastirilmis peynir 8.92+0.36° 6.89+0.50% 4.18+0.38°

Olgunlastirma siiresi

Olgunlagtirmanin 30. giinii 8.73+0.142 7.00+£0.47% 6.50+0.332
Olgunlastirmanin 60. giinii 8.80+0.17¢ 6.76+0.42% 5.82+0.82%°
Olgunlastirmanin 90. giinii 9.37+0.36% 6.14+1.41% 4.78+1.11%¢
Olgunlastirmanin 120. giinii 8.46+0.27% 7.34+0.62% 4.42+0.620<

abed: Farklr harfle gosterilen ortalama degerler arasindaki fark istatistiksel agidan énemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.1. Klasik beyaz peynir liretim asamas1 ve olgunlastirma
stiresince TAMB, TAPB ve maya sayis1 degigimi.

Klasik beyaz peynir iiretim asamasinda alinan 6rnekler arasinda (¢ig siit, 1s1l
islem uygulanmis siit, teleme ve 6n olgunlastirilmis peynir drnekleri) TAMB sayisi
bakimindan istatistiksel olarak fark bulunmustur (p<0.05; Tablo 4.1; Sekil 4.1).
Uretim asamasinda TAMB sayisinda en diisiik deger 1s1l islem uygulanmis siit
orneklerinde ortalama 6.67 log kob/ml ve en yiiksek deger ise 6n olgunlastiriimis
peynir Orneklerinde ortalama 8.92 log kob/gr diizeyinde tespit edilmistir.
Olgunlastirma siiresince ise alinan orneklerde (olgunlastirmanin 30, 60, 90 ve 120.
giinli) TAMB sayis1 bakimindan giinler arasinda istatistiksel agidan bir fark
bulunamamistir (p>0.05; Tablo 4.1; Sekil 4.1).

Klasik beyaz peynirin iiretim asamasinda TAPB sayist bakimindan ¢ig siit
ornekleri ile diger drnekler arasinda istatistiksel fark oldugu tespit edilmistir (p<0.05;
Tablo 4.1; Sekil 4.1). Bu asamada en diisik TAPB sayis1 ortalama 5.66 log kob/ml
diizeyinde 1s1l iglem uygulanmis siit 6rneklerinde tespit edilmistir. Olgunlastirma
stiresince ise orneklerde TAPB sayist bakimindan giinler arasinda bir fark tespit

edilememistir (p>0.05; Tablo 4.1; Sekil 4.1).

Maya sayisi agisindan peynir iiretim asamasindan alinan ¢ig siit, 1s1l iglem

uygulanmis siit ve teleme 6rnekleri arasinda istatistiksel ag¢idan bir fark bulunmustur
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(p<0.05; Tablo 4.1; Sekil 4.1). Cig siit 6rneklerindeki maya sayis1 ortalama 5.41 log
kob/ml iken 1s1l iglem uygulanmus siit 6rneklerinde 2.79 log kob/ml’ye diistiigii, ancak
iretimin ilerleyen asamalarinda bu degerin tekrar yiikseldigi saptanmistir.
Olgunlastirma asamasinda da maya sayisinda giinler arasinda fark anlamh
bulunmustur (p<0.05; Tablo 4.1; Sekil 4.1). On olgunlastirma asamasindan,
olgunlastirmanin 30. giiniine kadar olan siirede maya sayisinda yaklasik 2.3 log artis
gozlenmis ancak bu degerin olgunlastirmanin 120. giiniinde 4.42 log kob/ g’a kadar

diistiigii belirlenmistir.

4.1.2. LAB Sayim Sonugclari

Klasik beyaz peynir liretim agsamasi ve olgunlastirma siiresince Lactobacillus
spp., Streptococcus/Lactococcus spp. ve Enterococcus spp. sayisindaki degisimler

Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Klasik beyaz peynir liretim asamasi ve olgunlastirma siiresince LAB say1s1
degisimi.

Lactococcus/
Streptococcus spp.
(log kob/ml-gr)

Lactobacillus spp.
(log kob/ml-gr)

Enterococcus spp.

Ornek (log kob/ml-gr)

Uretim asamasi

Cig siit 7.73+£0.112 8.55+0.34¢% 5.94+0.132
Isil islem uygulanmus siit 5.20+0.57¢ 6.29+0.16° 2.39+0.40P
Teleme 5.92+0.13%¢ 7.2340.04 2.52+0.52°
On olgunlastirilmis peynir 7.61+0.642 8.69+0.382 2.70+0.71°
Olgunlastirma siiresi

Olgunlastirmanin 30. giinii 7.51+0.268 8.92+0.522 5.02+0.39%
Olgunlagtirmanin 60. giinii 7.24+0.52% 8.93+0.952 4.61+0.132
Olgunlastirmanin 90. giinii 6.39+0.482bc 8.77+0.172 4.77+0.228
Olgunlastirmanin 120.giinii 6.79+0.36% 8.03+0.17% 5.05+0.492

b Farkli harfle gosterilen ortalama degerler arasindaki fark istatistiksel agidan onemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.2. Klasik beyaz peynir liretim asamas1 ve olgunlastirma siiresince LAB sayis1
degisimi.

Klasik beyaz peynir iiretim asamasinda ¢ig siit Ornekleri ile 1s1l islem
uygulanmis siit 6rnekleri arasinda ve teleme Ornekleri ile 6n olgunlastirilmig peynir
ornekleri arasinda Lactobacillus spp. sayisi agisindan istatistiksel olarak fark
saptanmigtir (p<0.05; Tablo 4.2; Sekil 4.2). Isil islem uygulanmis siit 6rneklerinde
Lactobacillus spp. sayisinda yaklasik 2.5 log azalma olmugsa da, teleme ve 6n
olgunlastirma asamalarinda tekrar artig gésterdigi belirlenmistir. Olgunlastirmanin 30.
giiniinden itibaren Lactobacillus spp. sayisinda bir azalma gbzlenmis ancak bu

istatistiksel olarak dnemli bulunmamustir (p>0.05; Tablo 4.2; Sekil 4.2).

Lactococcus/Streptococcus  spp.  sayist  bakimindan  peynir  {iretim
asamalarindan alinan 6rnekler arasinda istatistiksel olarak fark saptanmistir (p<0.05;
Tablo 4.2; Sekil 4.2). Isil isleminden sonra Lactococcus/Streptococcus spp. sayisinin
azaldig1 ancak sonrasinda 6n olgunlagma agamasina kadar ise arttig1 tespit edilmistir.
On olgunlastinlmis peynir 6rnekleri ile olgunlastirma siiresince alman peynir
orneklerinde ise Lactococcus/Streptococcus spp. sayisi bakimindan istatistiksel olarak
bir fark bulunamamustir (p>0.05; Tablo 4.2; Sekil 4.2).

Peynirin iiretim asamalarindan alinan 6rneklerde Enterococcus spp. sayisi

bakimindan istatistisel olarak fark tespit edilmistir (p<0.05; Tablo 4.2; Sekil 4.2). Isil
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islem sonrast Enterococcus spp. sayisinin azaldigi, peynir tretiminin ilerleyen
asamalarinda ise anlamli bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. On olgunlastirilmis
peynirden olgunlastirmanin 30. giiniine kadar Enterococcus spp. sayisinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis oldugu belirlenmistir. Olgunlastirmanin devaminda ise giinler
arasinda Enterococcus spp. sayist bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (p>0.05; Tablo 4.2; Sekil 4.2).

4.2. LAB izolasyonu

Toplamda dort farkli zaman diliminde (Nisan, Temmuz, Ekim, Ocak) 8 farkli
asamadan alinan 32 Ornekten izole edilen ve spesifik besiyerlerinde inkiibasyon
stireleri sonunda secilerek 6n tanimlama testleri uygulanan ve sonucunda LAB olarak

degerlendirilen 319 izolatin dagilimi Tablo 4.3.’de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Orneklerden izole edilen LAB izolat sayis.

Ornek izolat sayis1

Uretim

Cig sit 4 39
Isil islem uygulanmus siit 4 14
Teleme 4 32
On olgunlastirilmis peynir 4 38
Olgunlastirma Siiresi

Olgunlastirmanin 30. giinii 4 49
Olgunlastirmanin 60. giinii 4 52
Olgunlastirmanin 90. glinii 4 46
Olgunlastirmanin 120. giinii 4 49
TOPLAM 32 319
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4.3. MALDI-TOF MS Yéntemi ile izolatlarin Tanimlama Sonugclari

Orneklerden elde edilen 319 izolatin MALDI-TOF MS yontemine gore tiir

diizeyinde tanimlanma sonuglar1 Tablo 4.4.’te gosterilmistir.

Tablo 4.4. MALDI-TOF MS yontemi ile izolatlarin tanimlama sonuglari.

Kaynak Zaman Belirlenen Bakteri

(Eniyi 1. Tercih)

1 Cig siit Nisan Enterococcus faecalis

2 Cigsiit Nisan Enterococcus faecalis

3  Cigsiit Nisan Enterococcus faecalis

4  Cig siit Nisan Lactococcus lactis

5 Cigsiit Nisan Lactococcus lactis

6 Cig siit Nisan Enterococcus faecium

7 Cigsiit Nisan Lactococcus lactis

8 Cig siit Nisan Lactococcus lactis

9 Cigsiit Temmuz Lactococcus lactis

10 Cig siit Temmuz Lactococcus lactis

11 Cig siit Temmuz Lactococcus lactis

12 Cig siit Temmuz Lactococcus lactis

13  Cig siit Temmuz Lactobacillus paracasei

14 Cig siit Temmuz Lactococcus lactis

15 Cig siit Temmuz Lactococcus lactis

16 Cig siit Temmuz Leuconostoc pseudomesenteroides

17 Cig siit Temmuz Lactococcus lactis ssp. lactis

18 Cig siit Ekim Enterococcus faecalis

19 Cig siit Ekim Lactococcus lactis

20 Cig siit Ekim Enterococcus faecalis

21 Cig siit Ekim Enterococcus faecalis

22 Cig siit Ekim Enterococcus faecalis

23 Cig siit Ekim Streptococcus gallolyticus

24 Cig siit Ekim Streptococcus gallolyticus

25 Cig siit Ekim Streptococcus gallolyticus

26 Cig siit Ocak Lactococcus lactis

27 Cig siit Ocak Streptococcus gallolyticus

28 Cig siit Ocak Streptococcus gallolyticus

29 Cig siit Ocak Lactococcus lactis

30 Cig siit Ocak Streptococcus lutetiensis

31 Cig siit Ocak Streptococcus lutetiensis

32 Cig siit Ocak Lactococcus lactis

33 Cig siit Ocak Lactococcus lactis

34 Cig siit Ocak Enterococcus faecalis

35 Cig siit Ocak Enterococcus faecalis
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Tablo 4.4. (devam) MALDI-TOF MS ile izolatlarin tanimlama sonuglari.

36 Cig siit Ocak  Enterococcus faecalis

37 Cig siit Ocak  Enterococcus faecalis

38 Cig siit Ocak  Enterococcus faecalis

39 Cig siit Ocak  Enterococcus faecalis

40 Isil iglem uyg. siit Nisan  Streptococcus thermophilus
41 Isil islem uyg. siit Nisan  Streptococcus thermophilus
42 Isil islem uyg. siit Temmuz Streptococcus thermophilus
43 Isil islem uyg. siit Temmuz Streptococcus gallolyticus
44 Tsil islem uyg. siit Temmuz Streptococcus gallolyticus ssp. macedonicus
45 Isil islem uyg. siit Temmuz Streptococcus gallolyticus
46 Isil islem uyg. siit Temmuz Tanimlanamadi

47 Isil islem uyg. siit Ekim  Lactococcus lactis

48 Isil islem uyg. siit Ekim  Lactococcus lactis

49 Isil islem uyg. siit Ekim  Streptococcus gallolyticus
50 Isil islem uyg. siit Ekim  Lactococcus lactis

51 Isil islem uyg. siit Ekim  Pediococcus acidilactici
52 Isil islem uyg. siit Ekim  Streptococcus gallolyticus
53 Isil islem uyg. siit Ekim  Lactococcus lactis

54 Teleme Nisan  Streptococcus thermophilus
55 Teleme Nisan  Streptococcus infantarius
56 Teleme Nisan  Streptococcus infantarius
57 Teleme Nisan  Streptococcus thermophilus
58 Teleme Nisan  Streptococcus gallolyticus
59 Teleme Nisan  Streptococcus gallolyticus
60 Teleme Temmuz Streptococcus thermophilus
61 Teleme Temmuz Streptococcus thermophilus
62 Teleme Temmuz Streptococcus gallolyticus
63 Teleme Temmuz Streptococcus equinus

64 Teleme Temmuz Streptococcus lutetiensis
65 Teleme Temmuz Streptococcus gallolyticus
66 Teleme Temmuz Streptococcus gallolyticus
67 Teleme Temmuz Streptococcus gallolyticus ssp. macedonicus
68 Teleme Temmuz Streptococcus equinus

69 Teleme Ekim  Streptococcus suis

70 Teleme Ekim  Lactococcus lactis

71 Teleme Ekim  Lactococcus lactis

72 Teleme Ekim  Lactococcus lactis

73 Teleme Ekim Pediococcus acidilactici
74 Teleme Ekim  Pediococcus acidilactici
75 Teleme Ekim  Pediococcus acidilactici
76 Teleme Ekim Pediococcus acidilactici
77 Teleme Ocak  Streptococcus lutetiensis
78 Teleme Ocak  Streptococcus lutetiensis
79 Teleme Ocak  Streptococcus lutetiensis
80 Teleme Ocak  Streptococcus lutetiensis
81 Teleme Ocak  Streptococcus gallolyticus
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Tablo 4.4. (devam) MALDI-TOF MS ile izolatlarin tanimlama sonuglari.

82 Teleme Ocak Streptococcus gallolyticus
83 Teleme Ocak Streptococcus gallolyticus
84 Teleme Ocak Pediococcus acidilactici

85 Teleme Ocak Streptococcus gallolyticus
86  Onolg. peynir Nisan Staphlylococcus sciuri

87 Onolg. peynir Nisan Enterococcus faecalis

88  Onolg. peynir Nisan Streptococcus equinus

89  Onolg. peynir Nisan Streptococcus equinus

90  Onolg. peynir Nisan Streptococcus infantarius
91  Onolg. peynir Nisan Staphlylococcus cohnii

92 Onolg. peynir Nisan Streptococcus gallolyticus
93  Onolg. peynir Temmuz Enterococcus faecalis

94 Onolg. peynir Temmuz Enterococcus faecium

95  Onolg. peynir Temmuz Streptococcus thermophilus
96  Onolg. peynir Temmuz Enterococcus faecium

97  Onolg. peynir Temmuz Tanimlanamadi

98  Onolg. peynir Temmuz Streptococcus gallolyticus
99 Onolg. peynir Temmuz Weissella paramesenteroides
100 Onolg. peynir Temmuz Streptococcus infantarius
101 Onolg. peynir Temmuz Weissella paramesenteroides
102 Onolg. peynir Ekim Streptococcus thermophilus
103  Onolg. peynir Ekim Streptococcus thermophilus
104 Onolg. peynir Ekim Enterococcus faecium

105 Onolg. peynir Ekim Streptococcus lutetiensis
106 Onolg. peynir Ekim Pediococcus acidilactici
107 Onolg. peynir Ekim Pediococcus acidilactici
108 Onolg. peynir Ekim Pediococcus acidilactici
109 Onolg. peynir Ocak Lactobacillus vini

110 Onolg. peynir Ocak Lactococcus lactis

111 Onolg. peynir Ocak Pediococcus acidilactici
112 Onolg. peynir Ocak Pediococcus acidilactici
113 Onolg. peynir Ocak Enterococcus faecium

114 Onolg. peynir Ocak Pediococcus acidilactici
115 Onolg. peynir Ocak Enterococcus faecium

116 Onolg. peynir Ocak Lactococcus lactis

117 Onolg. peynir Ocak Lactococcus lactis

118 Onolg. peynir Ocak Enterococcus faecium

119 Onolg. peynir Ocak Lactococcus lactis

120 Onolg. peynir Ocak Lactococcus lactis

121 Onolg. peynir Ocak Enterococcus faecalis

122 Onolg. peynir Ocak Enterococcus faecalis

123 Onolg. peynir Ocak Enterococcus faecalis

124 Olg. 30. giinii Nisan Lactococcus lactis

125 Olg. 30. giini Nisan Lactococcus lactis

126 Olg. 30. giinii Nisan Lactococcus lactis

127 Olg. 30. giinii Nisan Lactococcus lactis

128 Olg. 30. giini Nisan Enterococcus faecalis
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Tablo 4.4. (devam) MALDI-TOF MS ile izolatlarin tanimlama sonuglari.

129 Olg. 30. giinii Nisan Enterococcus faecium
130 Olg. 30. giinii Nisan Enterococcus faecium
131 Olg. 30. giinii Nisan Enterococcus faecium
132 Olg. 30. giinii Nisan Streptococcus equinus
133 Olg. 30. giinii Nisan Streptococcus equinus
134 Olg. 30. giinii Nisan Streptococcus equinus
135 Olg. 30. giinii Nisan Streptococcus lutetiensis
136 Olg. 30. giinii Nisan Streptococcus lutetiensis
137 Olg. 30. giinii Nisan Enterococcus casseliflavus
138 Olg. 30. giinii Nisan Enterococcus faecalis
139 Olg. 30. giinii Nisan Tanimlanamadi

140 Olg. 30. giinii Nisan Streptococcus infantarius
141 Olg. 30. giinii Nisan Streptococcus infantarius
142 Olg. 30. giinii Nisan Streptococcus lutetiensis
143 Olg. 30. giinii Nisan Streptococcus infantarius
144 Olg. 30. giinii Nisan Streptococcus gallolyticus
145 Olg. 30. giinii Nisan Streptococcus lutetiensis
146 Olg. 30. giinii Temmuz Enterococcus faecalis
147 Olg. 30. giini Temmuz Enterococcus faecalis
148 Olg. 30. giinii Temmuz Enterococcus durans

149 Olg. 30. giinii Temmuz Enterococcus faecalis
150 Olg. 30. giinii Temmuz Streptococcus thermophilus
151 Olg. 30. giinii Ocak Enterococcus faecalis
152 Olg. 30. giinii Ocak Enterococcus faecium
153 Olg. 30. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
154 Olg. 30. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
155 Olg. 30. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
156 Olg. 30. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
157 Olg. 30. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
158 Olg. 30. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
159 Olg. 30. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
160 Olg. 30. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
161 Olg. 30. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
162 Olg. 30. giinii Ocak Enterococcus faecium
163 Olg. 30. giinii Ocak Enterococcus faecium
164 Olg. 30. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
165 Olg. 30. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
166 Olg. 30. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
167 Olg. 30. giini Ocak Pediococcus acidilactici
168 Olg. 30. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
169 Olg. 30. giinii Ocak Enterococcus faecium
170 Olg. 30. giinii Ocak Enterococcus gallinarium
171 Olg. 30. giinii Ocak Enterococcus gallinarium
172 Olg. 30. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
173 Olg. 60. giinii Nisan Enterococcus faecium
174 Olg. 60. giinii Nisan Enterococcus faecium
175 Olg. 60. giini Nisan Enterococcus faecium
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Tablo 4.4. (devam) MALDI-TOF MS ile izolatlarin tanimlama sonuglari.

176 Olg. 60. giinii Nisan Enterococcus faecium

177 Olg. 60. giinii Nisan Enterococcus faecium

178 Olg. 60. giinii Nisan Streptococcus thermophilus
179 Olg. 60. giinii Nisan Streptococcus lutetiensis
180 Olg. 60. giini Nisan Streptococcus lutetiensis

181 Olg. 60. giinii Nisan Streptococcus gallolyticus

182 Olg. 60. giinii Nisan Streptococcus gallolyticus

183 Olg. 60. giinii Nisan Streptococcus gallolyticus

184 Olg. 60. giinii Nisan Streptococcus equinus

185 Olg. 60. giinii Nisan Lactobacillus curvatus

186 Olg. 60. giinii Nisan Lactobacillus curvatus

187 Olg. 60. giinii Nisan Tanimlanamadi

188 Olg. 60. giinii Nisan Streptococcus lutetiensis

189 Olg. 60. giinii Nisan Streptococcus lutetiensis

190 Olg. 60. giinii Nisan Lactobacillus curvatus

191 Olg. 60. giinii Nisan Lactobacillus cornyformis ssp.torquens

192 Olg. 60. giinii Ekim Streptococcus gallolyticus

193 Olg. 60. giinii Ekim Streptococcus gallolyticus

194 Olg. 60. giini Ekim Lactobacillus agilis

195 Olg. 60. giinii Ekim Streptococcus lutetiensis
196 Olg. 60. giinii Ekim Enterococcus faecium
197 Olg. 60. giinii Ekim Enterococcus faecium
198 Olg. 60. giinii Ekim Enterococcus faecium
199 Olg. 60. giinii Ekim Enterococcus faecalis
200 Olg. 60. giinii Ekim Enterococcus faecalis
201 Olg. 60. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
202 Olg. 60. giinii Ocak Pediococcus acidilactici

203 Olg. 60. giinii Ocak Streptococcus gallolyticus

204 Olg. 60. giinii Ocak Streptococcus gallolyticus

205 Olg. 60. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
206 Olg. 60. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
207 Olg. 60. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
208 Olg. 60. giinii Ocak Streptococcus gallolyticus
209 Olg. 60. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
210 Olg. 60. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
211 Olg. 60. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
212 Olg. 60. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
213 Olg. 60. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
214 Olg. 60. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
215 Olg. 60. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
216 Olg. 60. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
217 Olg. 60. giinii Ocak Enterococcus gallinarium
218 Olg. 60. giinii Ocak Enterococcus gallinarium
219 Olg. 60. giini Ocak Enterococcus faecium

220 Olg. 60. giinii Ocak Enterococcus faecalis

221 Olg. 60. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
222 Olg. 60. giinii Ocak Enterococcus faecalis
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Tablo 4.4. (devam) MALDI-TOF MS ile izolatlarin tanimlama sonuglari.

223 Olg. 60. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
224 Olg. 60. glinii Ocak Lactobacillus plantarum
225 Olg. 90. giini Nisan Enterococcus faecium
226 Olg. 90. giinii Nisan Enterococcus faecium
227 Olg. 90. giinii Nisan Streptococcus lutetiensis
228 Olg. 90. giinii Nisan Streptococcus lutetiensis
229 Olg. 90. giinii Nisan Streptococcus lutetiensis
230 Olg. 90. giinii Nisan Streptococcus lutetiensis
231 Olg. 90. giinii Nisan Streptococcus infantarius
232 Olg. 90. giinii Nisan Streptococcus infantarius
233 Olg. 90. giinii Nisan Streptococcus infantarius
234 Olg. 90. giinii Nisan Streptococcus gallolyticus
235 Olg. 90. giinii Nisan Streptococcus gallolyticus
236 Olg. 90. giinii Nisan Streptococcus gallolyticus
237 Olg. 90. giinii Nisan Streptococcus equinus
238 Olg. 90. giinii Nisan Streptococcus equinus
239 Olg. 90. giinii Nisan Streptococcus equinus
240 Olg. 90. giinii Nisan Streptococcus equinus
241 Olg. 90. giini Temmuz Enterococcus faecalis
242 Olg. 90. giinii Temmuz Lactobacillus curvatus
243 Olg. 90. giinii Temmuz Lactobacillus curvatus
244 Olg. 90. giini Temmuz Lactobacillus curvatus
245 Olg. 90. giinii Temmuz Lactococcus lactis

246  Olg. 90. giini Temmuz Lactococcus lactis

247 Olg. 90. giinii Temmuz Enterococcus faecalis
248 Olg. 90. giinii Temmuz Enterococcus faecalis
249 Olg. 90. giinii Temmuz Enterococcus faecalis
250 Olg. 90. giinii Temmuz Enterococcus faecium
251 Olg. 90. giinii Ocak Lactobacillus gasseri
252 Olg. 90. giinii Ocak Lactobacillus gasseri
253  Olg. 90. giinii Ocak Lactobacillus coryniformis
254 Olg. 90. giinii Ocak Streptococcus gallolyticus
255 Olg. 90. giinii Ocak Streptococcus gallolyticus
256 Olg. 90. giinii Ocak Streptococcus lutetiensis
257 Olg. 90. giinii Ocak Streptococcus lutetiensis
258 Olg. 90. giinii Ocak Streptococcus lutetiensis
259 Olg. 90. giinii Ocak Streptococcus lutetiensis
260 Olg. 90. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
261 Olg. 90. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
262 Olg. 90. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
263 Olg. 90. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
264 Olg. 90. giinii Ocak Lactococcus lactis

265 Olg. 90. giinii Ocak Lactococcus lactis

266 Olg. 90. giinii Ocak Lactococcus lactis

267 Olg. 90. giinii Ocak Lactococcus lactis

268 Olg. 90. giinii Ocak Enterococcus faecalis
269 Olg. 90. giinii Ocak Enterococcus faecalis
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Tablo 4.4. (devam) MALDI-TOF MS ile izolatlarin tanimlama sonuglari.

270 Olg. 90. giinii Ocak Enterococcus faecalis
271 Olg. 120. giinii Nisan Streptococcus equinis
272 Olg. 120. giinii Nisan Streptococcus lutetiensis
273 Olg. 120. giinii Nisan Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
274 Olg. 120. giinii Temmuz Streptococcus gallolyticus
275 Olg. 120. giinii Temmuz Streptococcus gallolyticus
276  Olg. 120. giinii Temmuz Lactobacillus curvatus
277 Olg. 120. giinii Temmuz Lactobacillus curvatus
278 Olg. 120. giinii Temmuz Lactobacillus curvatus
279 Olg. 120. giinii Temmuz Streptococcus gallolyticus
280 Olg. 120. giinii Temmuz Streptococcus gallolyticus
281 Olg. 120. giinii Temmuz Streptococcus gallolyticus
282 Olg. 120. giinii Temmuz Streptococcus lutetiensis
283  Olg. 120. giinii Temmuz Enterococcus faecium
284 Olg. 120. giinii Temmuz Lactobacillus curvatus
285 Olg. 120. giinii Temmuz Lactobacillus curvatus
286 Olg. 120. giinii Temmuz Lactobacillus curvatus
287 Olg. 120. giinii Temmuz Lactobacillus graminis
288 Olg. 120. giinii Temmuz Lactobacillus curvatus
289 Olg. 120. giinii Temmuz Lactobacillus curvatus
290 Olg. 120. giinii Temmuz Enterococcus gallinarium
291 Olg. 120. giinii Temmuz Enterococcus gallinarium
292 Olg. 120. giinii Temmuz Enterococcus faecalis
293 Olg. 120. giinii Ekim Lactobacillus rhamnosus
294 Olg. 120. giinii Ekim Lactobacillus paracasei
295 Olg. 120. giinii Ekim Lactobacillus paracasei
296 Olg. 120. giinii Ekim Lactobacillus paracasei
297 Olg. 120. giinii Ekim Lactobacillus paracasei
298 Olg. 120. giinii Ekim Pediococcus acidilactici
299 Olg. 120. giinii Ekim Enterococcus faecalis
300 Olg. 120. giinii Ekim Enterococcus gallinarium
301 Olg. 120. giinii Ocak Streptococcus gallolyticus
302 Olg. 120. giinii Ocak Streptococcus gallolyticus
303 Olg. 120. giinii Ocak Streptococcus equinus
304 Olg. 120. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
305 Olg. 120. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
306 Olg. 120. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
307 Olg. 120. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
308 Olg. 120. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
309 Olg. 120. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
310 Olg. 120. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
311 Olg. 120. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
312 Olg. 120. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
313 Olg. 120. giinii Ocak Lactobacillus plantarum
314 Olg. 120. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
315 Olg. 120. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
316 Olg. 120. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
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Tablo 4.4. (devam) MALDI-TOF MS ile izolatlarin tanimlama sonuglari.

317 Olg. 120. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
318 Olg. 120. giinii Ocak Pediococcus acidilactici
319 Olg. 120. giinii Ocak Lactobacillus brevis

LAB siipheli izolatlarin MALDI-TOF MS yontemi ile identifikasyon
sonuglaria gore; 319 izolatin 56’s1 (%17.55) Lactobacillus spp., 38’1 (%11.91)
Lactococcus spp., 107’si (%33.54) Streptococcus spp., 36’s1 (%11.29) Pediococcus
spp., 73’1 (%22.88) Enterococcus spp., 1’1 (%0.31) Leuconostoc spp., 2’si (%0.63)
Weissella spp. ve 2’si (%0.63) Staphylococcus spp. olarak tanimlanmigtir. Toplam 4
(%1.25) izolatin ise skor degerleri MALDI-TOF MS cihazinin cut-off degeri olan

1.7’nin altinda kaldig1 i¢in tanimlamasi yapilamamastir.

Lactobacillus spp. olarak tanimlanan 56 izolatin tiir diizeyinde dagiliminda;
27’si (%48.21) Lb. plantarum, 14’4 (%25.23) Lb. curvatus, 6’s1 (%10.71) Lb.
paracasei, 2’si (%3.57) Lb. gasseri, 2’si (%3.57) Lb. coryniformis, 1’1 (%1.79) Lb.
brevis, 1’1 (%1.79) Lb. vini, 1’i (%1.79) Lb. agilis, 1’1 (%1.79) Lb. graminis ve 1’i
(%1.79) ise Lb. rhamnosus olarak tespit edilmistir. Bu izolatlarin 1’1 (%1.79) ¢ig
stitten, 1’1 (%1.79) o6n olgunlagtirilmis peynirden ve 54’0 (%96.42) ise
olgunlagtirmanin farkli asamalarindan (6’s1 olgunlasmanin 30. giinti, 18’1
olgunlagsmanin 60. giinii, 6’s1 olgunlagsmanin 90. giinli ve 24’{i olgunlasmanin 120.

giinii) elde edilmistir (Tablo 4.6).

Lactococcus spp. izolatlarmin 38’1 de (%100) Lc. lactis olarak tanimlanmustir.
Bu izolatlarin 16’s1 (%42.11) ¢ig siitten, 4’li (%210.53) 1s1l islem uygulanmis siitten,
3’1 (%7.89) telemeden, 5’1 (%13.16) 6n olgunlastirilmis peynirden, 10’u (%26.32) ise
olgunlagmanin farkli asamalarindan (3’1 olgunlagsmanin 30. giinii, 1’1 olgunlagsmanin

60. giinii, 6’s1 olgunlagmanin 90. giinii) izole edilmistir (Tablo 4.6).

Tanimlanan 107 Streptococcus spp. izolatinin 41°1 (%38.32) S. gallolyticus,
27°s1 (%25.23) S. lutetiensis, 14’4 (%13.08) S. equinus, 12’si (%11.21) S.
thermophilus, 10’u (%9.35) S. infantarius, 2’si (%1.87) S. macedonicus ve 1’1 (%0.93)
ise S. suis olarak belirlenmistir. Bu izolatlarin 7’si (%6.54) ¢ig siitten, 8’1 (%7.48) 1s1l
islem uygulanmis siitten, 24’1 (%22.43) telemeden, 10’u (%9.35) 6n olgunlastirilmis
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peynirden ve 58’1 (%54.21) ise olgunlastirmanin farkli asamalarindan (12’si
olgunlagmanin 30. giinii, 15’1 olgunlagsmanin 60. giinii, 20’si olgunlagmanin 90. giinii

ve 11’1 olgunlagsmanin 120. giinii) elde edilmistir (Tablo 4.6).

Pediococcus spp. izolatlarinin 36’s1 da (%100) tiir dizeyinde P. acidilactici
olarak tanimlanmistir. Bu izolatlarmn 1’1 (%2.78) 1si1l islem uygulanmis siitten, 5’1
(%13.89) telemeden, 6°s1 (%16.67) 6n olgunlastirilmis peynirden, 24’i (%66.67) ise
olgunlastirmanin farkli asamalarindan (9’u olgunlasmanin 30. giinii, 3’0
olgunlagmanin 60. giinii, 4’1 olgunlagmanin 90. giinii ve 8’1 olgunlagmanin 120. giinii)

elde edilmistir (Tablo 4.6).

Tanimlanan 73 Enterococcus spp. izolatinin 37’si (%50.68) E. faecalis, 27’si
(%36.99) E. faecium, 7’si (%9.59) E. gallinarium, 1’1 (%1.37) E. casseliflavus ve 1’1
de (%1.37) E. durans olarak tespit edilmistir. Bu izolatlarin 14’1 (%19.18) ¢ig siitten,
11’1 (%15.07) 6n olgunlastirilmis peynirden, 48’1 (%65.75) ise olgunlagsmanin farkli
asamalarindan (17’si olgunlagsmanin 30. giinii, 15’1 olgunlasmanin 60. giinii, 10’u

olgunlagmanin 90. giinii ve 6’s1 olgunlagsmanin 120. giinii) elde edilmistir (Tablo 4.6).

Leuconostoc spp. olarak tanimlanan 1 (%100) izolat Ln. pseudomesenteroides

olarak tanimlanmustir. Bu izolat ¢ig siitten elde edilmistir (Tablo 4.6).

Weissella spp. olarak tanimlanan 2 (%100) izolat da W. paramesenteroides

olarak tanimlanmistir. Izolatlarin ikisi de 6n olgunlastirilmis peynirden elde edilmistir

(Tablo 4.6).

Staphylococcus spp. olarak tanimlanan 2 (%100) izolatin biri S. sciuri (%50)
digeri ise S. cohnii (%50) olarak tanimlanmistir. Bu izolatlarin her ikisi de on

olgunlastirilmig peynirden elde edilmistir (Tablo 4.6).
MALDI-TOF MS yontemi ile identifikasyon sonuglarina gore LAB izolat

sayilarinin cins diizeyinde dagilimi Sekil 4.3°te, cins ve tiir diizeyinde dagilimi Tablo

4.5’de ve orneklere gore cins diizeyinde dagilimi Tablo 4.6°da gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Tanimlanan LAB izolatlarinin cins ve tiir diizeyinde dagilimu.

Izolat Sayism  Cins (%)" Toplam (%)™
Lactobacillus spp. 56 100 17.55
Lb. plantarum 27 48.21 8.46
Lb. curvatus 14 25.00 4.39
Lb. paracasei 6 10.71 1.88
Lb. gasseri 2 3.57 0.63
Lb. coryniformis 2 3.57 0.63
Lb. brevis 1 1.79 0.31
Lb. vini 1 1.79 0.31
Lb. agilis 1 1.79 0.31
Lb. graminis 1 1.79 0.31
Lb. rhamnosus 1 1.79 0.31
Lactococcus spp. 38 100 11.91
Lc. lactis 38 100 11.91
Streptococcus spp. 107 100 33.54
S. gallolyticus 41 38.32 12.85
S. lutetiensis 27 25.23 8.46
S. equinus 14 13.08 4.39
S. thermophilus 12 11.21 3.76
S. infantarius 10 9.35 3.13
S. macedonicus 2 1.87 0.63
S. suis 1 0.93 0.31
Pediococcus spp. 36 100 11.29
P. acidilactici 36 100 11.29
Enterococcus spp. 73 100 22.88
E. faecalis 37 50.68 11.60
E. faecium 27 36.99 8.46
E. gallinarium 7 9.59 2.19
E. casseliflavus 1 1.37 0.31
E. durans 1 1.37 0.31
Leuconostoc spp. 1 100 0.31
Ln. pseudomesenteroides 1 100 0.31
Weissella spp. 2 100 0.63
W. paramesenteroides 2 100 0.63
Staphylococcus spp. 2 100 0.63
S. sciuri 1 50 0.31
S. cohnii 1 50 0.31
Tammmlanamadi 4 100 1.25
Toplam 319 - 100

* Aymi cins igerisindeki tiirlerin % dagilima.

™ Tiir ve cinslerin tiim izolatlar icerisindeki % dagilimi.
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Tablo 4.6. Tanimlanan LAB izolatlarinin 6rneklere gore cins diizeyinde dagilimi.

izolat Sayis1

Tiirler Cig lsilis. On 30. 60. 90. 120. Toplam

siit  uy.siit olg. giin giin giin  giin P
Lactobacillus spp. 1 - - 1 6 18 6 24 56
Lactococcus spp. 16 4 3 5 4 - 6 - 38
Streptococcus spp. 7 8 24 10 12 15 20 11 107
Pediococcus spp. - 1 5 6 9 3 4 8 36
Enterococcus spp. 14 - - 11 17 15 10 6 73
Leuconostoc spp. 1 - - - - - - - 1
Weissella spp. - - - 2 - - - - 2
Staphylococcus spp. - - - 2 - - - -
Tanimlanamadi - 1 - 1 1 1 - - 4
Toplam 39 14 32 38 49 52 46 49 319

. =  Tanimlanamadi
Pediococcus spp. %1.25 = Lactococcus spp.
%11.29 %11.91
Leuconostoc spp.
%0.31
= Lactobacillus spp.
%17.55
%33.54 %0.63

= Enterococcus spp.
Staphylococcus spp. %22.88
%0.63

Sekil 4.3. Tanimlanan LAB izolatlarinin cins diizeyinde dagilimi.

4.4, Baz1 LAB izolatlarimin Teknolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Tanimlanan LAB izolatlarindan siit endiistrisinde beyaz peynir iiretiminde en

yaygin kullanilan ve MALDI-TOF MS yontemi ile analiz sonuglarina gore en yiiksek
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skor degere [yiliksek olasilikli tlir tanimlama (2.3-3)] sahip 20 izolat secilerek

teknolojik 6zellikleri belirlenmistir. Segilen izolatlar Tablo 4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Teknolojik 6zellikleri bakimindan degerlendirmeye alinan LAB izolatlari.

No lizolat Kaynak

1 Lb. plantarum Ekim Cig siit

2 Lb. plantarum Ocak Olgunlastirmanin 60. giinii
3 Lb. curvatus Ekim Olgunlastirmanin 30. giinii
4 Lb. curvatus Temmuz Olgunlastirmanin 90. giinii
5 Lb. curvatus Nisan Olgunlastirmanin 60. giini
6 Lb. paracasei Temmuz Cig siit

7 Lb. paracasei Ekim Olgunlastirmanin 120. giinii
8 Lb. brevis Ocak Olgunlastirmanin 120. giinii
9 Lb. rhamnosus Ekim Olgunlastirmanin 120. giinii
10 Lc. lactis Temmuz Cig siit

11 Lc. lactis Temmuz Olgunlastirmanin 30. giinii
12 S. thermophilus Ekim On olgunlastirilmis peynir
13  S. thermophilus Nisan Is1l islem uygulanmus siit
14 P. acidilactici Ocak Cig siit

15  P. acidilactici Ocak Teleme

16 E. faecalis Ocak Cig siit

17  E. faecalis Ekim Olgunlagtirmanin 30. giinii
18 E.faecium Temmuz On olgunlastirilmig peynir
19 E.faecium Temmuz On olgunlastirilmig peynir
20  Ln. pseudomesenteroides Temmuz Cig siit

4.4.1. Asit Uretim Kapasitesi
Secilen LAB izolatlarinin yagsiz UHT siitte 0, 3, 6, 9 ve 24. saatlik inkiibasyon

siiresince olusan pH ve % laktik asit degerleri Tablo 4.8’de gdsterilmistir. Ol¢iimler

alinirken birbirinden bagimsiz ii¢ tekrarin aritmetik ortalamasi alinmstir.
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Tablo 4.8. LAB izolatlarn 0, 3, 6, 9 ve 24. saatlerde pH ve % laktik asit degerleri.

pH % laktik asit

0. 3. 6. 9. 24, 0. 3. 6. 9. 24,
No lzolatlar Saat Saat Saat Saat Saat | Saat Saat Saat Saat Saat
1 Lb. plantarum 6.61 652 581 551 412|022 025 036 045 1.37
2 Lb. plantarum 6.61 6.47 573 553 518 | 022 025 022 022 091
3 Lb. curvatus 6.61 652 576 548 430|022 025 022 022 1.14
4 Lb. curvatus 6.61 6.54 575 554 442|022 020 025 029 1.35
5 Lb. curvatus 6.61 655 575 547 432|022 020 025 045 16
6 Lb. paracasei 6.61 650 574 548 462|022 025 025 0.27 1.26
7 Lb. paracasei 6.61 651 572 546 465|022 022 022 027 1.33
8 Lb. brevis 6.61 6.47 6.44 554 426|022 022 022 048 1.37
9 Lb. rhamnosus 6.61 6,51 577 547 425|022 022 025 027 137
10 Lc. lactis 6.61 6.44 575 545 487|022 022 025 034 11
11 Lec. lactis 6.61 6.47 572 545 434|022 022 0.27 041 1.28
12 S. thermophilus 6.61 6.37 587 548 427|022 025 029 05 156
13 S. thermophilus 6.61 6.52 583 548 478|022 020 025 0.39 1.05
14 P. acidilactici 6.61 6.31 567 548 431|022 022 039 048 1.21
15 P. acidilactici 6.61 6.53 572 557 426|022 020 022 032 142
16 E. faecalis 6.61 655 570 540 4.87| 022 022 027 048 154
17 E. faecalis 6.61 6.48 571 540 428|022 022 029 048 1.46
18 E. faecium 6.61 6.26 578 545 474|022 025 025 029 0.82
19 E.faecium 6.61 6.45 571 546 427|022 022 027 027 153
20 Ln. pseudomesenteroides  6.61 6.51 6.41 554 423|022 022 025 027 139

pH degerini 6 saatlik inkiibasyon sonunda en ¢ok diisiiren izolatlarin sirasiyla
P. acidilactici (0.94), E. faecalis (0.91 ve 0.9) ve E. faecium (0.9) oldugu
belirlenmistir. Diger yandan 24 saatlik inkiibasyon sonunda ise pH degerini en ¢ok
diisliren izolatlarin Lb. plantarum (2.49), Ln. pseudomesenteroides (2.38) ve Lb.
rhamnosus (2.36) oldugu; bunlart Lb. brevis (2.35) ile P.acidilactici (2.35)
izolatlarmin takip ettigi tespit edilmistir. Izolatlardan 13’iiniin, 24 saatlik inkiibasyon

sonunda ApH degerini 2’nin {izerine ¢ikarabildigi belirlenmistir.

4.4.2. Proteolitik Aktivite
Secilen LAB izolatlarinin proteolitik aktivitesinin belirlenmesi amaciyla %10

skim milk iceren MRS agara yerlestirilen Whatman kagit disklerin etrafinda olusan

zonlarin c¢aplar1 Tablo 4.9°da gosterilmistir.

62



Tablo 4.9. LAB izolatlarinin proteolitik aktivite degerleri.

No izolat Zon ¢ap1 (Mm)
1 Lb. plantarum 23
2 Lb. plantarum 18
3 Lb. curvatus 12
4 Lb. curvatus 15
5 Lb. curvatus 12
6 Lb. paracasei 24
7 Lb. paracasei 20
8 Lb. brevis 14
9 Lb. rhamnosus 25
10  Lc. lactis 14
11 Lc. lactis 15
12 S. thermophilus 10
13  S. thermophilus 12
14 P. acidilactici 8
15  P. acidilactici 9
16  E. faecalis 14
17  E.faecalis 17
18  E. faecium 15
19  E. faecium 18
20  Ln. pseudomesenteroides 16

edilmistir.
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Proteolitik aktivite seviyesi, berrak hidroliz bolgesinin ¢apina gére; disiik (<10
mm), orta (>10 mm ve <20 mm) ve yiiksek (>21 mm) proteolitik aktiviteyi gosterecek
sekilde degerlendirilmistir. Buna gore test edilen izolatlarin tamaminda (%100)
proteolitik aktivite saptanmistir. Izolatlarin 3’iiniin (%15) yiiksek, 2’sinin (%10) zay1f
ve 15’inin (%75) orta diizeyde proteolitik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Yiiksek
aktivite gosteren izolatlarin Lb. rhamnosus, Lb. paracasei ve Lb. plantarum oldugu,

diisiik aktivite gosteren izolatlarin ise her ikisinin de P. acidilactici oldugu tespit



4.4.3. Farkh Sicaklik Degerlerinde Gelisebilme

Secgilen LAB

izolatlarinin  farkli

sicaklik  degerlerinde

gelisebilme

Ozelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla 10, 15 ve 45°C’de 48 saat inkiibasyon

sonunda gelisebilme durumlari Tablo 4.10’da gosterilmistir.

Tablo 4.10. LAB izolatlarinin farkli sicakliklarda gelisebilme degerleri.

No 1lzolat 10°C 15°C 45°C
1 Lb. plantarum + + +
2 Lb. plantarum + + +
3 Lb. curvatus + + +
4 Lb. curvatus + + +
5 Lb. curvatus + + +
6 Lb. paracasei + + +
7 Lb. paracasei + + +
8 Lb. brevis + + +
9 Lb. rhamnosus + + +
10 Lc. lactis + + +
11 Lc. lactis + + +
12 S. thermophilus + i +
13  S. thermophilus + + +
14  P. acidilactici + + +
15 P. acidilactici + + +
16 E. faecalis + + +
17 E. faecalis - + +
18 E. faecium + + +
19 E. faecium - + +
20  Ln. pseudomesenteroides + + +

Degerlendirmeye alinan izolatlarin tamaminin (%100) 15°C ve 45°C

sicakliklarda gelisebildigi belirlenmistir. Izolatlarin 18’1 (%90) 10°C’de gelisirken, 2

Enterococcus spp. izolatinin (1 E. faecalis ve 1 E. faecium) ise gelisme gosteremedigi

tespit edilmistir. Bu izolatlarin sirasiyla ekim ayinda iiretilen peynir 6rneginin

olgunlagtirmasinin 30. giinlinden ve temmuz ayinda f{iretilen peynirin On

olgunlastirilma asamasindan alindig1 belirlenmistir.

64



4.4.4. Farkh NaCl Konsantrasyonlarinda Gelisebilme

Segilen LAB izolatlarimin farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisebilme
Ozelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla %2 ve %6.5 NaCl igeren broth
besiyerlerinde 24 saat inkiibasyondan sonra gelisebilme durumlari Tablo 4.11’de

gosterilmistir.

Tablo 4.11. LAB izolatlarinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisebilme degerleri.

No Izolat 902 %06.5
1 Lb. plantarum + +
2 Lb. plantarum + +
3 Lb. curvatus + -
4 Lb. curvatus + -
5 Lb. curvatus + -
6 Lb. paracasei + +
7 Lb. paracasei + +
8 Lb. brevis + +
9 Lb. rhamnosus + +
10 Lc. lactis + +
11 Lc. lactis + +
12 S. thermophilus + +
13 S. thermophilus + +
14 P. acidilactici + +
15 P. acidilactici + +
16 E. faecalis + +
17 E. faecalis + +
18 E. faecium + +
19 E. faecium + +
20 Ln. pseudomesenteroides + +

Izolatlarin tamaminin (%100) %2, 17’sinin (%85) ise %6.5 NaCl
konsantrasyonunda gelistikleri  belirlenmistir. Bunlarin  aksine %6.5 NaCl
konsantrasyonunda gelisim gosteremeyen {i¢ izolatin ise Lb. curvatus oldugu

saptanmuistir.
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4.4.5. Farkh pH Degerlerinde Gelisebilme
Secilen LAB izolatlariin farkli pH degerlerinde gelisebilme 6zelliklerinin
degerlendirilmesi amaciyla pH degeri 3.9 ve 9.6’ya ayarlanan broth ortamlarinda

gelisebilme durumlar1 Tablo 4.12°de gosterilmistir.

Tablo 4.12. LAB izolatlarinin farkli pH’larda gelisebilme degerleri.

No Izolat 3.9 9.6
1 Lb. plantarum - +
2 Lb. plantarum + +
3 Lb. curvatus - +
4 Lb. curvatus - +
5 Lb. curvatus - +
6 Lb. paracasei + +
7 Lb. paracasei + +
8 Lb. brevis - +
9 Lb. rhamnosus - +
10 Lc. lactis b +
11 Lc. lactis + +
12 S. thermophilus + +
13 S. thermophilus + +
14 P. acidilactici - +
15 P. acidilactici - +
16 E. faecalis + +
17 E. faecalis + +
18 E. faecium + +
19 E. faecium + +
20 Ln. pseudomesenteroides - +

Toplam 20 izolatin tamaminin (%100) pH 9.6’da, 11’inin (%55) ise pH 3.9°da
gelisebildigi tespit edilmistir. Diger yandan pH 3.9°da gelisim gosteremeyen
izolatlarin 1’inin Lb. plantarum, 3’iiniin Lb. curvatus,1’inin Lb. brevis, 1’inin Lb.
rhamnosus, 2’sinin P. acidilactici ve 1’inin Ln. pseudomesenteroides oldugu

belirlenmistir.

4.4.6. Antibiyotik Direncliliklerinin Belirlenmesi

Segilen LAB izolatlarinin kullanilan 10 farkli antibiyotige karsi direnclilik

durumlar1 Tablo 4.13’te gosterilmistir.
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Tablo 4.13. LAB izolatlarmin antibiyotik direng degerleri.

Antibiyotik Diskleri
C AMP CN DA TE

izolat VA CIP
Lb. plantarum
Lb. plantarum
Lb. curvatus
Lb. curvatus
Lb. curvatus
Lb. paracasei
Lb. paracasei
Lb. brevis

9  Lb. rhamnosus
10 Lec. lactis

11 Lec. lactis

12 S. thermophilus
13 S. thermophilus
14 P. acidilactici
15 P. acidilactici
16 E. faecalis

17 E. faecalis

18 E. faecium

19 E.faecium

20 Ln. pseudomesenteroides S S
(S: Duyarli, I: Orta Duyarli, R: Direngli, VA: vankomisin, CIP: siprofloksasin, S: streptomisin,
K: kanamisin, C: kloramfenikol, AMP: ampisilin, CN: gentamisin, DA; klindamisin, TE: tetrasiklin,
E: eritromisin)
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Degerlendirmeye alinan 20 LAB izolatinin tamaminin (%2100) ampisiline,
17’sinin (%85) kanamisine, 10’unun (%50) klindamisine, 7’sinin (%35) vankomisine
direncli oldugu belirlenmistir. Coklu antibiyotik direngli izolatlarin Lb. curvatus (1),
Lb. paracasei (1), Lc. lactis (1), E. faecalis (2) ve E. faecium (1) tiirleri oldugu tespit
edilmistir. Cins bazinda degerlendirildiginde ise Lactobacillus spp. izolatlarmin
tamaminin (%100) ampisiline, 8’inin (%88.9) kanamisine ve 4’tnin (%44.4)
vankomisine direngli oldugu belirlenmistir. Lc. lactis (2) izolatlarinin ampisilin,
klindamisin ve eritromisine; S. thermophilus (2) izolatlarinin ampisiline; P.
acidiliactici (2) ve Ln. pseudomesenteroides (1) izolatlarinin kanamisin ve ampisiline
direngli oldugu tespit edilmistir. Enterococcus spp. izolatlarinin ise tamaminin (%2100)
kanamisin, ampisilin ve klindamisine; 3’iiniin (%75) streptomisine ve gentamisine
direngli oldugu belirlenmistir. Vankomisin direncine sahip 7 izolattan 4 {iniin (%57.1)

Lactobacillus spp. (1’1 Lb. plantarum, 1°i Lb. curvatus, 1’i Lb. paracasei,l’i Lb.
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rhamnosus), 1’inin Lc. lactis (%14.3), 1’inin S. thermophilus (%14.3) ve 1’inin
(%14.3) E. faecalis oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.13).

4.4.7. Antimikrobiyal Aktivite

LAB izolatlariin L. monocytogenes ATCC 7644, S. aureus ATCC 25923, E.
coli O157:H7 ATCC 35150, S. Typhimurium ATCC 14028’a kars1 antimikrobiyal
aktivitelerinin agar kuyucuk difiizyon (agar well diffusion) testi ile degerlendirilme

sonuglar1 Tablo 4.14’te gdsterilmistir.

Tablo 4.14. LAB izolatlarinin antimikrobiyal aktivite degerleri.

L. S. E. coli S. aureus
monocytogenes  Typhimirium O157:H7 ATCC
ATCC 7644 ATCC 14028 ATCC 35150 25923
1  Lb. plantarum + ++ ++ -
2 Lb. plantarum + ++ ++ -
3 Lb. curvatus + ++ ++ -
4 Lb. curvatus + ++ ++ -
5 Lb. curvatus + ++ ++ -
6  Lb. paracasei + ++ ++ ++
7  Lb. paracasei + ++ ++ -
8 Lb. brevis + ++ + -
9  Lb. rhamnosus + ++ ++ -
10 Lc. lactis - - - -
11 Lc. lactis - - - -
12 S. thermophilus - - - -
13 S. thermophilus - - - -
14 P. acidilactici + ++ + -
15 P. acidilactici - - - -
16 E. faecalis - - - -
17 E. faecalis - - - -
18 E. faecium - - - -
19 E. faecium - - - -
20 Ln. pseudomesenteroides + ++ ++ -

(-: inhibisyon zonu goriilmedi. +: 10-15 mm arasinda inhibisyon zonu gozlendi. ++: 15 mm ve {istii
inhibisyon zonu gozlendi.)

Degerlendirmeye alinan 20 izolattan 11’inin (%55) [Lactobacillus spp. (9), P.
acidilactici (1), Ln. pseudomesenteroides (1)] patojen bakterilerden en az birine kars1

antimikrobiyal etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. Caligmada kullanilan dort patojene
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de etkin olan tek tiirin Lb. paracasei izolatlarindan biri oldugu saptanmustir. Lb.
plantarum (2), Lb. curvatus (3), Lb. paracasei (1), Lb. brevis (1), Lb. rhamnosus (1),
P. acidilactici (1) ve Ln. pseudomesenteroides (1) izolatlarinin S. aureus hari¢ diger
ti¢ patojene karsi etkin oldugu belirlenmistir. Diger yandan 9 izolatin [Lc. lactis (2), 2
S. thermophilus, 1 P.acidilactici, 2 E. faecalis ve E. faecium (2)] ise test edilen

patojenlere karsi antimikrobiyal etkinlikleri belirlenememistir (Tablo 4.14).

4.5. Kimyasal Analiz Sonuclar:

4.5.1. Siit Orneklerinin Kimyasal Analiz Sonuglar

Klasik beyaz peynirin liretiminde kullanilan ¢ig ve 1s1l islem uygulanmis siit

orneklerinin kimyasal analiz sonuglar1 Tablo 4.15°te gosterilmistir.

Tablo 4.15. Siit 6rneklerinin Kimyasal analiz sonuglari.

Analiz Cig siit Isil islem uygulanmus Siit
pH 6.38+0.01° 6.23+0.062
Kuru madde 11.95+0.04° 11.69+0.13?
Yag 3.62+0.09° 3.50+0.13?
Protein 3.13+0.005° 3.07+0.03%
Laktoz 4.5+0.08? 4.47+0.07?
Donma noktasi -0.54+0.03? -0.52+0.009*

ab: Farklr harfle gosterilen ortalama degerler arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0.05).

Klasik beyaz peynir iiretiminde kullanilan ¢ig siit ornekleri ile 1sil islem
uygulanmig siit ornekleri arasinda pH, kuru madde, protein degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05; Tablo 4.15). Yag, laktoz ve

donma noktas1 degerleri arasinda ise fark tespit edilememistir (p>0.05).
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4.5.2. Peynir Orneklerinin Kimyasal Analiz Sonuclar

Klasik beyaz peynirlerde olgunlastirma siiresince Kkimyasal analizler

sonucunda meydana gelen degisimler Tablo 4.16’da verilmistir.

Bu ¢aligmada 120 giinliik olgunlastirma siiresi boyunca pH degerlerinin 5.12
ile 5.49 araliginda degistigi goriilmiistiir. Orneklerde olgunlasma siiresince pH

degerinin istatistiksel olarak azalma gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05; Tablo 4.16).

Klasik beyaz peynirin olgunlastirma siiresince laktik asit cinsinden asitlik
degerinde artis meydana geldigi ve bu degisimin istatistiksel olarak 6nemli olmadig:

tespit edilmistir (p>0.05; Tablo 4.16).

Calismada klasik beyaz peynir o6rneklerinde 120 giinliikk olgunlasma siiresi
boyunca kuru madde degerinin arttigin1 ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli

olmadig tespit edilmistir (p>0.05; Tablo 4.16).

Klasik beyaz peynir Orneklerinin ortalama protein degerleri olgunlasma

sliresince boyunca azalsa da bu fark anlamli bulunmamistir (p>0.05; Tablo 4.16)

Depolamanin ilk ayinda klasik beyaz peynir 6rneklerinin yag iceriginde azalma
gozlenmis ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Olgunlagsmanin 30.
giiniinden sonra klasik beyaz peynir 6érneklerinin yag oranlarinda istatistiksel olarak

onemli bir degisiklik tespit edilememistir (p>0.05; Tablo 4.16).

Klasik beyaz peynir 6rneklerinde olgunlagsmanin ilk ayinda tuz degerindeki
artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Olgunlasmanin ilerleyen

giinlerinde ise tuz degerindeki artisin yavasladigir ve anlamli bir fark olusturmadig:

belirlenmistir (p<0.05; Tablo 4.16).

Calismada klasik beyaz peynirin iiretim asamasi ve olgunlagsma siiresince su

aktivitesi degerinde anlamli bir degisiklik tespit edilememistir (p>0.05; Tablo 4.16).
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Tablo 4.16. Peynir 6rneklerinin olgunlastirma siiresince kimyasal analiz sonuglari.

Asitlik pH Kuru madde Yag Protein Tuz Su aktivitesi
(%ola) (%) (%) (%) (%) (aw)
On Olgunlastirilmis Peynir 0.56+0.04° 539+0.10  47.91+2.01*  25.05+0.82°  15.34+1.05° 4.52+0.29°  0.92+0.007°
Olgunlastirmanin 30. giinii 0.60+0.04* 5.49+0.04*°  49.04+1.77° 20.42+0.82°  14.23+0.91° 5.92+0.34°  0.91+0.009%
Olgunlastirmanin 60. giinii 0.66+0.06% 5.31x0.08%®  51.24+3.84° 19.5+0.4°  13.88+1.14% 6.41+0.38°  0.91=0.007°
Olgunlastirmanin 90. giinii 0.71£0.06° 522+0.11*  55.79+2.06%°  19.87+0.65°  13.54+1.38° 6.42+0.43°  0.90+0.007°
Olgunlastirmanin 120. giinii 0.72+0.19* 5.12+0.13°  55.46+2.38°  20.81+2.25°  13.93+].56 5.92+0.56°  0.91%0.008°

ab.: Farkli harfle gosterilen ortalama degerler arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0.05).
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5. TARTISMA

Peynir olgunlagmasi, bir dizi biyokimyasal reaksiyonlar1 igeren kompleks bir
stirectir. Peynir mikroflorasinda bulunan mikroorganizmalar peynirin olgunlasma
siiresince Onemli bir rol oynamakta ve her peynir c¢esidinin farkli 6zellikler
kazanmasina katkida bulunmaktadirlar (Beresford ve ark., 2001; Cogan ve Beresford,
2002). Peynir mikroflorasi iki gruba ayrilmaktadir; starter laktik asit bakterileri ve
ikincil mikroorganizmalar. Starter laktik asit bakterileri, tiretim sirasinda asit tiretimine
katilmakta ve olgunlasma siirecine de katkida bulunan birinci gruptur. Ikincil
mikroorganizmalar ise {iretim sirasinda asit iiretimine fazla katkis1 bulunmayan, ancak
olgunlasma sirasinda énemli bir rol oynayan ikinci gruptur. Ikincil mikroflora, cogu
peynir ¢esidinde dahili olarak gelisen NSLAB ve farkli tiirlere ait bakteri, maya ve
kiiflerden olusmaktadir (Beresford ve ark., 2001). Bu ¢alismada, starter kiiltiir
kullanilmadan iiretilen klasik beyaz peynirin iiretim asamasi ve olgunlagma siiresince
aliman orneklerden izole edilen starter olmayan laktik asit bakterileri identifiye

edilerek, bazi tiirlerin teknolojik 6zellikleri belirlenmistir.

5.1. Mikrobiyolojik Analizler

Klasik beyaz peynir iiretim asamalari ve olgunlastirma siiresince TAMB
sayilarinda istatistiksel olarak fark bulunmustur. Cig siite 1s1l islem uygulamasi sonrasi
diisen TAMB sayisi, teleme ve 6n olgunlastirma asamalarinda artig gostermistir. Bu
calismada olgunlastirilmis klasik beyaz peynir drneklerinde ortalama TAMB sayisi
8.46 log kob/g diizeyinde belirlenmistir. Gaglio ve ark. (2014) starter kiiltiir
kullanmadan iiretilen ve taze olarak tiikketime sunulan geleneksel peynir 6rneklerinde
TAMB sayisinin 7.5-8.9 log kob/gr arasinda degistigini bildirmislerdir. Muruzovi¢ ve
ark. (2018) geleneksel Sirp peynir 6rneklerinde TAMB sayisii 1.8x107 ve 1.2x108
kob/g arasinda tespit etmislerdir. Kamber ve Celik (2007) Gorcola peynir
orneklerinde; Kamber (2008) ise geleneksel Mihali¢ peynir 6rneklerinde TAMB
sayisin1 sirastyla 1.9x107 kob/g ve 7.69 log kob/g diizeylerinde tespit ettiklerini rapor
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etmislerdir. Yukaridaki aragtirmacilarin sonuglari ile bu ¢alismanin sonuglart uyumlu

bulunmustur.

Calismada, ¢ig siit 6rneklerinde ortalama TAPB sayis1 7.89 log kob/ml iken
uygulanan 1s1l islem sonrast 5.66 log kob/ml’ye diisiis gézlenmisse de, teleme ve 6n
olgunlagtirma asamalar1 ile olgunlastirma siiresince tekrar artis gosterdigi
belirlenmistir. Olgunlastirmanin 120. giiniinde peynir 6rneklerindeki ortalama TAPB
sayis1 7.34 log kob/g olarak belirlenmistir. Kirdar ve ark. (2018) ¢ig siitten tiretilen kes
peynirlerinde 90 giinliik olgunlagma siiresince psikrofilik bakteri sayisinin arttigini ve
bunun da diisiik olgunlasma sicakliginin (6°C) bir sonucu olabilecegini bildirmislerdir.
Morul ve Isleyici (2012) Divle tulum peynirlerinde; Kara ve Akkaya (2015) ise Afyon
tulum peynirlerinde ortalama TAPB sayisini sirastyla 2.70-8.48 log kob/g ve 3.07-5.83
log kob/g diizeyinde tespit etmislerdir. Tomar ve ark. (2018) 90 giin olgunlastirilan
tulum peynir o6rneklerinin tamaminda depolama siiresince TAPB sayisinin artis
gosterdigini bildirmislerdir. Psikrotrofik bakteriler ¢ig siite sagim ekipmanlari, su,
toprak ve hava yoluyla bulagmaktadir. Bu bakteriler tarafindan sentezlenen 1siya
dayanikli  lipolitik ve proteolitik enzimler siit iriinlerinin  kalitesini
etkileyebilmektedir. Bu nedenle s6z konusu bakterilerin peynirlerde varligi isleme
sirasindaki kontaminasyonla iligkilendirilebilir ve aci tat gibi kalite kusurlarina neden
olabilir (Serhaug ve Stepaniak, 1997). Bundan dolay1 so6zii edilen caligmalar
arasindaki farkliliklarin, tiretimde kullanilan siitiin mikrobiyal kalitesi ve iiretim ve
olgunlastirma sirasinda hijyen ve sanitasyon kosullarindaki farkliliklardan kaynakl

olabilecegi diisliniilmiistiir.

Bu ¢aligmada, klasik peynir tiretiminde kullanilan ¢ig siit orneklerinde 5.41 log
kob/ml olan maya sayisinda 1s1l islemle 2.78 log kob/ml diizeyine kadar azalma
gozlenmistir. Ancak olgunlastirmanin 30. gliniine kadar maya sayisinda yaklasik 3.7
log artis oldugu ve ardindan olgunlasma periyodu boyunca yaklasik 2 log azalma
oldugu saptanmistir. Calismada olgunlastirilmis klasik beyaz peynirlerin maya sayisi
ortalama 4.42 log kob/gr olarak belirlenmistir. Benzer olarak; Oner ve ark. (2006), ¢ig
stitten tiretilen ve 105 giin olgunlastirilan salamura beyaz peynir 6rneklerinde maya-
kiif sayisinin 5.37°den 4.05 log kob/g degerine kadar azaldigini rapor etmislerdir.
Kamber ve Celik (2007) Gorcola peynir érneklerinde maya-kiif sayismi 1.4x10° kob/g

olarak ve Partovi ve ark. (2015) starter kiiltiir kullanilmadan {iretilen ve 6 ay

73



olgunlastirilan Iran peynir 6rneklerinde ortalama maya-kiif sayisin1 6.4x10% kob/g
olarak belirlemislerdir. Ercan ve ark. (2014) deneysel olarak {iiretimi yapilan sepet
peynirlerinin maya sayilariin 3 aylik olgunlasma periyodu sonunda 2.9 log kob/g
olarak tespit etmistir. Bu deger calismamizdan diisilk bulunmustur. Bunun nedeni
peynir cinsinin ve buna baglantili olarak uygulanan {iretim yonteminin farkliligindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistir. Maya sayisinin baslangigta yiiksek olmasi,
mayalarin aerobik olmalari, genis bir pH ve asitlik araligi ile diistiik sicaklikta
gelisebilme yetenekleriyle acgiklanabilmektedir. Aygun ve ark. (2005) Carra
peynirinde, olgunlagsma sirasinda diisiik pH ve nem igerigi ile yliksek tuz seviyesinin
yiiksek sayida maya varliginda rol oynadigini belirtmislerdir. Olgunlagsmanin ilerleyen
giinlerinde ise maya sayisindaki azalmanin, ortamda azalan oksijen miktarina bagl
olarak anaerobik kosullarin olusmasi nedeniyle oldugu diistintilmiistiir. Tosun (2009)
beyaz peynir Orneklerinde toplam maya sayisinin olgunlasma periyodu boyunca
arttigin1 ve maya sayilarindaki farkin peynir yapim esnasindaki farkl: hijyenik kosullar
nedeniyle peynirden peynire ¢ok farklilik gosterdigini rapor etmistir. Cok sayida
calismada 6zellikle geleneksel peynirlerde cesitli maya tiirleri izole edilmis olsa da
peynir olgunlagsmasinda oynadiklari roller tam olarak anlagilmis degildir (Zheng ve
ark., 2021). Mayalar geleneksel olarak olgunlastirilarak piyasaya stiriilen peynirlerde
dogal olarak bulunmakta veya kontrollii olarak sekonder (ikincil, adjunct) kiiltiir
olarak ilave edilmektedir. Bu mikroorganizmalar ortamdaki laktik asit bakterileri
tarafindan olusturulan laktik asiti kullanarak pH’y1 yiikseltip, olgunlagmaya katki
saglamaktadirlar. Mayalar, peynir aromalariyla dogrudan iligkili karbonil ve kiikiirt
bilesikleri, yag asidi tiirevleri ve fenolik bilesikler gibi peynirin kalitesi i¢in cok dnemli
olan birgok ikincil metaboliti etkili bir sekilde iiretebilirler (Dzialo ve ark., 2017).
Mayalarin siit proseslerinde yaygin olarak bulunmakta oldugu ve siklikla ¢ig siit,
teleme, tiretim yiizeyleri, peynir teknesi ve bezi, kesme bigagi gibi ekipmanlardan
ayrica olgunlastirma odalarinin duvarlari, raflar1 ve havasinda da bulunabildigi
bildirilmistir (Geronikou ve ark., 2020). Buna ilaveten peynir salamurasinin maya
kontaminasyonu i¢in bilinen en énemli kaynak oldugu ifade edilmektedir (Kesenkas

ve Akbulut, 2006).

Calismada, ¢ig siit 6rneklerinde 7.73 log kob/ml seviyesindeki Lactobacillus
spp. sayisinin 1s1l iglem sonrasi yaklasik 2.5 log azaldig1 gézlenmistir. Ancak teleme

ve On olgunlastirma asamasindan baslayarak olgunlastirma siiresince Lactobacillus
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spp. sayisinda artig goriilmiigse de bu artis istastiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(p>0.05; Tablo 4.2). Uzun olgunlagsma periyoduna sahip peynirlerde Lactobacillus
spp. sayisinda artis gorilmektedir. Bu artis1 silitten veya cevreden bulasan
Lactobacillus spp. diisiik pH, 8-10°C sicaklik ve yiiksek tuz konsantrasyonu gibi segici
kosullar altinda kolayca gelisme yetenegine sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir.
Ayrica bu tiirlerin diger bir artis nedeni besin kaynagi olarak starter bakterilerin
otolizinden veya yag globiillerinin zarlarindan salinan bilesikleri kullanmalar1 oldugu
bildirilmistir (Wouters ve ark., 2002; Caridi ve ark., 2003; Marilley ve Casey, 2004).
Bu c¢alismada, olgunlagsma siireleri arasinda istatistiksel fark olmamasina karsin,
olgunlasmanin son déneminde Lactobacillus spp. sayisinda bir azalma goriilmiistiir.
Benzer olarak Navidghasemizad ve ark. (2009) starter kiiltiir kullanmadan iiretilen iran
peynir orneklerinde ¢ig siitten 6n olgunlasmaya kadar Lactobacillus spp. sayisinin
arttigini, ancak 3 aylik olgunlagsmanin sonunda bu sayilarin azaldigini rapor
etmiglerdir. Kirdar ve ark. (2018) ¢ig siitten tiiretilen kes peynirlerinde Lactobacillus
spp. sayisinin olgunlasmanin 60. giinline kadar arttigini, ancak olgunlagmanin son
doneminde (90. giin) azalma oldugunu rapor etmislerdir. Bu bulgular mevcut
calismanin sonuglari ile benzerlik gostermektedir. Calismamizdaki bulgularin aksine;
Coeuret ve ark. (2003), Emmental peynir oOrneklerinde Lactobacillus spp.’nin
olgunlagma siiresince su aktivitesi, tuza karst olan duyarliliklar1 ve tiirlerin otoliz
giictine bagli olarak miktarlarinda azalma oldugunu belirtmislerdir. Bulgular
arasindaki farkliliklarin peynir iiretim prosesi ve olgunlastirma kosullarindaki
farkliliklardan kaynaklanabilecegi diisiinilmiistiir. Diger yandan farkli olgunlastirma
periyoduna sahip peynirlerden izole edilen Lactobacillus spp.’nin &zellikle
olgunlagmanin son doneminde baskin oldugu bir¢ok arastirmact (Mannu ve ark., 2002;
Marino ve ark., 2003; Terzic-Vidojevic ve ark., 2007) tarafindan bildirilmistir.
Lactobacillus spp. peynirlerde olgunlasma sirasinda diisiik su aktivitesi, yiiksek tuz
konsantrasyonu, anaerobik ortam ve azalan besin ortamlari gibi se¢ici kosullarda sitrat
fermantasyonu, proteoliz ve diger enzimatik islemlere katildiklar1 rapor edilmistir
(Mannu ve ark., 2002; Marino ve ark., 2003). Ayrica bu ¢aligmada, olgunlasmanin
sonunda (120. giin) peynir 6rneklerindeki ortalama Lactobacillus spp. sayis1 6.79 log
kob/g olarak belirlenmistir. Bu sonuglara benzer olarak, Lactobacillus spp. sayisini
Muruzovi¢ ve ark. (2018) geleneksel Sirp peynir 6rneklerinde ve Kirdar ve ark. (2018)
geleneksel kes peynir drneklerinde sirasiyla 1.3-3.2x107 kob/g ve 7.16 log kob/g

seviyelerinde tespit ettiklerini bildirmislerdir.
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Bu calismada, ¢ig siit Orneklerinde 8.55 log kob/ml diizeyindeki
Lactococcus/Streptococcus spp. sayisinin 1sil iglem sonrasi yaklasik 2.2 log azaldigi
gozlenmistir. Teleme asamasindan itibaren olgunlastirmanin 60. giinline kadar
Lactococcus/Streptococcus spp. sayisinda artis goriilmiis ancak 60. giinden itibaren
olgunlagmanin sonuna kadar ise bir azalma goriilmiistiir. Hem bu artis hem de azalma
istatistiksel olarak bir anlam ifade etmemektedir (Tablo 4.2). Bu c¢alismada
Lactococcus/Streptococcus spp. sayisinin belirlenmesinde M17 agar kullanilmustir.
Ancak gerek ulusal gerekse uluslararasi ¢alismalarda bu agarda iireyen koloniler
genellikle Lactococcus spp. olarak degerlendirilmistir. Dolayisiyla bu ¢alismanin
bulgulari, diger ¢aligmalarin Lactococcus spp. sayisi bulgulart ile tartigilmigtir. Bu
caligmada, Lactococcus/Streptococcus spp. sayisinin iiretim ve olgunlagsma boyunca
Lactobacillus spp. sayisindan yiikksek oldugu ve olgunlasma asamasinda
Lactococcus/Streptococcus spp. sayisinin azaldigr belirlenmistir. Hayaloglu ve ark.
(2002), gelencksel olarak iiretilen beyaz peynirlerde Lactococcus spp., sayisinin
Lactobacillus spp. sayisindan daha yiiksek oldugu ve Lactococcus spp.’nin
olgunlagsma asamasinda kademeli olarak azaldigin1 bildirmiglerdir. Bunun nedenini
son TUriindeki asitliginin Lactococcus spp. tizerinde baskilayicit etkisinden
kaynaklanabilecegini ileri siirmislerdir. Karabey ve ark. (2018), starter kiiltiir
kullanilmadan {iretilen izmir tulum peynir érneklerinde 3 aylik olgunlagsma sonrasi
Lactococcus spp.’nin azaldigi, ancak bu donemde Lactobacillus spp. ve Enterococcus
spp.’nin baskin hale geldigini bildirmislerdir. Navidghasemizad ve ark. (2009),
geleneksel Iran peynir drneklerinde ¢ig siitten dn olgunlasmaya kadar Lactococcus
sayilarinin arttigini, ancak 3 aylik olgunlasmanin sonunda bu sayilarin azaldigini rapor
etmislerdir. Bu ¢alismada, olgunlasmis peynirlerde Lactococcus spp. sayist 8.03 kob
log/g diizeyinde belirlenmistir. Kamber ve Celik (2007), Gorcola peynirlerinde
1.0x107 kob/g; Kamber (2008), geleneksel Mihali¢ peynirlerinde 5.9 log kob/g; Kirdar
ve ark. (2018) ise ¢ig siitten iiretilen kes peynirlerinde 7.54 log kob/g Lactococcus spp.
tespit etmislerdir. Isleyici ve Akyiiz (2009), Van Otlu peynir érneklerinde ortalama

5.42 log kob/g oraninda Lactococcus spp. identifiye ettiklerini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada, ¢ig siit 6rneklerinde 5.94 log kob/ml diizeyindeki Enterococcus
spp. sayisinin 1s1l islem sonrasi 3.5 log azaldig1 gézlenmistir (Tablo 4.2). Bu durum,
baz1 Enterococcus spp.’nin pastdrizasyon sicakliklarina dayanikli olabilmeleri ve

pastorizasyon islemi ile tamamen ortadan kaldirilamamalarindan kaynakl
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olabilmektedir (McAuley ve ark., 2012). Olgunlagtirma siiresince Enterococcus spp.
sayisinda artis tespit edilmistir. Cesitli ¢alismalarda da geleneksel olarak iiretilen
peynirlerde iiretim asamasi ve olgunlagsma siiresince Enterococcus spp. sayilarinin
genellikle artis gosterdigi bildirilmistir (Andrighetto ve ark., 2001; Giraffa, 2003).
Navidghasemizad ve ark. (2009), starter kiiltiir kullanmadan iiretilen iran
peynirlerinde ¢ig siitten 1 giinliikk olgunlagsmaya kadar Enterococcus sayilarinin
arttigini, ancak 3 aylik olgunlagsmanin sonunda bu sayilarin azaldigini rapor
etmislerdir. Karabey ve ark. (2018), starter kiiltiir kullanilmadan iiretilen Izmir tulum
peynirlerinin olgunlagsmalar1 esnasinda Enterococcus spp. sayilarinin arttigini
bildirmislerdir. Bunun sebebinin Enterococcus spp.’nin yiiksek tuz ve disiik pH
seviyelerine toleranslar1 oldugunu ileri stirmiislerdir. Enterococcus spp.’nin 6zellikle
Akdeniz {ilkelerinde geleneksel yontemlerle iretilen birgok peynir ¢esidinin
olgunlasmasinda rol oynadig1 ve farkli peynirlerde sayilarinin 10%-10° arasinda
degistigi rapor edilmistir (Foulquie Moreno ve ark., 2006). Bu c¢alismada,
olgunlastirilan klasik beyaz peynir 6rneklerinde ortalama Enterococcus spp. sayisi
5.05 log kob/gr seviyelerinde belirlenmistir. Benzer olarak Partovi ve ark. (2015),
starter kiiltiir kullanilmadan iiretilen ve 6 ay olgunlastirilan iran peynirlerinde ortalama
Enterococcus spp. sayisini 1.3x10° kob/g tespit ettiklerini bildirmislerdir. Bazi
Enterococcus spp.’nin peynirlerin olgunlagsmasinda 6nemli rol oynadig: bildirilmistir.
Bu tiirler proteolitik ve esterolitik fonksiyonlarinin yani sira diasetil iiretimleri
nedeniyle, fermente siit iirlinlerinin olgunlasmasina ve {iriine ait tipik tat ve aromanin
olusumuna ve gelisimine katki saglamaktadirlar (Foulquie Moreno ve ark., 2006;
Jurkovic ve ark., 2006). Ayrica, bazi Enterococcus spp.’nin peynirleri bozulma
bakterilerine karsi koruyabilen cesitli enteroSin adinm1 verilen bakteriyosinler
tiretebildigi bildirilmistir (Ercan ve ark., 2014). Baz1 Enterococcus spp. fekal
kontaminasyonla iligkili olup, siit triinlerinde varligr fekal indikator olarak
degerlendirilmektedir. Ayrica ¢ig siitin sagim ve isleme kosullarinin hijyenik
olmamasinin da bu tiir bakterilere gelisim olanag: sagladig1 diistiniilmektedir. Bu
tiirlerin starter kiiltiir olarak kullanilabilmeleri igin viriilens faktorleri belirlenerek

potansiyel patojenite risklerinin tespit edilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismada, klasik beyaz peynir iiretim asamalar1 ve olgunlagsma siiresince
farkli basamaklardan alinan 6rneklerden izole edilen LAB siipheli izolatlarin MALDI-
TOF MS yontemiyle identifikasyonu yapilmistir. Identifikasyon sonuglarina gore; 319
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izolatin %17.55’1 Lactobacillus spp., %11.91°1 Lactococcus spp., %22.88’i
Enterococcus spp., %33.54’ti Streptococcus spp., %11.29°u Pediococcus spp.,
%0.63°1i Weissella spp., %0.63’1 Staphylococcus spp. ve %0.31°1 Leuconostoc spp.
olarak tanimlanmustir. Toplam 4 (%1.25) izolatin skor degerleri MALDI-TOF MS
cihazinin cut-off degeri olan 1.7°nin altinda kaldig1 i¢in tanimlamasi yapilamamaistir.
Bu tanimlamaya gore izolatlarin LAB igerisinde farkli cins ve tiirlere ait yiiksek

cesitlilik gosterdigi goriilmektedir.

Calismada tanimlanan LAB izolatlarinin %17.55’inin Lactobacillus spp.’ye ait
oldugu ve bunlarin 6rneklerdeki LAB mikroflorasi iginde en baskin 3. cins oldugu
belirlenmistir. Tanimlanan Lactobacillus spp. izolatlarinin tiir diizeyinde dagilimz;
%48.21°1 Lb. plantarum, %25.23’i Lb. curvatus, %10.71’i Lb. paracasei, %3.57’si
Lb. gasseri, %3.57’si Lb. coryniformis, %1.79’u Lb. brevis, %1.79’u Lb. vini, %1.79’u
Lb. agilis, %1.79°u Lb. graminis ve %1.79’u Lb. rhamnosus olarak tespit edilmistir.
Lactobacillus spp., uzun siire olgunlastirilmis birgok peynir tiiriinde baskin NSLAB
cinsi olarak belirlenmistir. Bu tiirler genellikle peynir matrisinde tek bir tiiriin baskin
olmadig1 heterojen bir popiilasyon olarak gelismektedirler (Swearingen ve ark., 2001;
Domingos-Lopes ve ark., 2017). Ozellikle mezofilik Lactobacillus spp., hem sitrat1
fermente ederek hem de proteoliz ve diger enzimatik islemlerle peynirin
olgunlagsmasinda 6nemli rol alirlar (Crow ve ark., 2001). Bunun yani sira peynir
lezzetini etkileyen lipaz ve esteraz aktivitelerine de sahiptirler (Beresford ve Williams,
2004). Giirses ve Erdogan (2006), Tulum peyniri 6rneklerinden izole ettikleri LAB
izolatlarinin baskin olarak Lactobacillus spp. i¢inde yer alan tiirler oldugunu
bildirmislerdir. Kara ve Akkaya (2015), tulum peynir 6rneklerinden izole edilen LAB
tirlerinde baskin olarak (%53) Lactobacillus spp. tespit ettiklerini ve bunun
%15.66’sinin Lb. paracasei ssp paracasei, %13.25’inin Lb. brevis, %7.22’sinin Lb
plantarum ve %15’inin Lb. paracasei oldugunu bildirmislerdir. Lb. plantarum, gesitli
gida trlinlerinde uzun bir dogal mevcudiyet ve giivenli kullanim gegmisine sahiptir
(Partovi ve ark., 2015). Bu calismaya benzer olarak Rantsiou ve ark. (2008), Feta
peynir Orneklerinde olgunlasma siirecinde baskin LAB tiirtintin Lb. plantarum
oldugunu tespit etmislerdir. Bu bakterinin yiiksek tuz konsantrasyonuna dayanikli
oldugu ve uzun siire olgunlasmis peynirlerde gelisebildigi bildirilmistir. Yiiksek
proteolitik ve lipolitik aktivitelere sahip oldugundan olgunlasmis peynirlerin

aromasinin gelisiminde 6nemli rol oynadig1 disiiniilmektedir (Pelaez ve Requena,
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2005). Partovi ve ark. (2015), starter kiltiir kullanilmadan iretilen ve 6 ay
olgunlastirilan Iran peynir 6rneklerinden izole edilen LAB izolatlarmimn %81.6’sinin
Lactobacillus spp. oldugunu, en baskin tiir olarak ise %41.6’sinin Lb. plantarum
oldugunu ve onu %39.2 ile Lb. brevis ve %0.8 ile Lb. parabuchneri tiirlerinin takip
ettigini bildirmislerdir. Lb. curvatus birgok fermente iirliniin mikrobiyotasinin bir
parcasidir. Antimikrobiyal 6zellige sahip metabolitler olan curvacin ve sakasin adi
verilen bakteriyosinleri iiretmekte ve antilisterial aktiviteleri ile karakterize
edilmektedirler (de Souza Barbosa ve ark., 2015). Lb. curvatus aym1 zamanda
pastorizasyona direngli bir tiir siit mikrobiyotasini temsil etmektedir (Martley ve Crow,
1993). Bu ¢alismada, 1s1l islem uygulanmis siitlerde bu bakterinin tespit edilememis
olmasi1 var olmayacagi anlamina gelmemektedir. Ehsani ve ark. (2014), geleneksel
peynirlerden izole ettikleri Lactobacillus spp. izolatlarinin %24 tinii Lb. plantarum ve
%18’ini Lb. agillis olarak belirlemislerdir. Williams ve Withers (2010), geleneksel
peynir orneklerinden izole ettikleri LAB tiirlerinde en baskin tiir olarak Lb. paracasei
yer aldigin1 ve bunun yani sira Lb. plantarum, Lb. curvatus, Lb. brevis, Lb. fermentum

ve Lb. rhamnosus tiirlerini de izole ettiklerini bildirmislerdir.

Bu calismada, orneklerden izole edilen izolatlar i¢inde Streptococcus spp.
tirleri %33.54 ile en yiiksek orani temsil etmektedir. Cig siitte dogal olarak
bulunabilen Streptococcus spp. ile peynirin olgunlagsmasinin her asamasinda tespit
edilebilecegi bildirilmistir (Karabey ve ark., 2018). Streptococcus spp. izolatlarinin
%11.21°1 S. thermophilus olarak tanimlanmistir. Baruzzi ve ark. (2002), Aponte ve
ark. (2008) ve Settanni ve ark. (2012) gibi bazi arastirmacilar starter kiiltiir
kullanilmadan {iretilen Italyan peynir érneklerinde mikroflorada S. thermophilus’un
baskin tiir oldugunu tespit etmislerdir. Bu tiir, siit endiistrisinde 6zellikle termofilik

starter kultur olarak kullanilmaktadir.

Streptococcus spp. izolatlarin %38.32’si S. gallolyticus olarak tespit edilmis
ve bunlarin %4.88’inin S. gallolyticus ssp. macedonicus oldugu belirlenmistir. S.
gallolyticus ssp. macedonicus gibi baz tiirler, geleneksel peynirlerde starter kiiltiir
popiilasyonunun bir pargasi olarak belirlenmis ve gidaya uygunlugu kabul edilmistir.
Ayn1 zamanda S. macedonicus tiirlerinin peynir liretiminde starter kiiltiir olarak
uygulanabilirligi a¢isindan olumlu bir 6zellik olarak kabul edilen macedocin adli bir

lantibiyotik tirettigi de belirtilmistir (du Toit ve ark., 2014). S. macedonicus'un peynir
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yapim ve olgunlasma siireglerinde lipolitik ve peptidolitik aktivite gibi teknolojik
ozelliklere sahip oldugundan yardimer kiiltiir olarak kullanilabilecegi ileri siirtilmiistiir
(Georgalaki ve ark., 2000; Lombardi ve ark., 2004; De Vuyst ve Tsakalidou, 2008).
Pacini ve ark. (2006) 51 geleneksel Italyan peynir &rneginin %31.4’iinde S.
macedonicus tespit ettiklerini bildirmislerdir. Gaglio ve ark. (2014); starter kiiltiir
kullanilmadan {iretilen peynir 6rneklerinde en ¢ok S. gallolyticus ssp. macedonicus ve
S. thermophilus tiirlerinin baskin oldugunu belirlemistir. Renye ve ark. (2011) hem ¢ig
siitten hem de pastorize siitten iiretilen geleneksel Meksika peyniri 6rneklerinde S.
macedonicus tiirtinii tespit ettiklerini bildirmisglerdir. Calismamizdan elde edilen

izolatlar bu sonuglarla uyumluluk gostermektedir.

Streptococcus spp. izolatlarinin %25.23°1 S. lutetiensis, %13.08’i S. equinus,
%9.35’1 S. infantarius ve %0.93’ti S. suis olarak belirlenmistir. Bunlardan S.
lutetiensis ve S. infantarus, gida ile ilgili firsat¢1 patojenler grubu olan Streptococcus
bovis/Streptococcus equinus kompleksinin (SBSEC) bir pargasidir. Bu tiirlerin
kendiliginden fermente olan siitlerde ve geleneksel siit {irlinlerinde yaygin olarak
bulunabildigi belirlenmistir. Jans ve ark. (2012) S. infantarius ssp. infantarius’un
Afrika'da iiretilen geleneksel fermente tiriinlerde siklikla bulundugunu belirtmislerdir.
Gaglio ve ark. (2014) geleneksel italyan peynirlerinden S. lutetiensis ve S. infantarius;
Medeiros ve ark. (2016) geleneksel Coalho peynirlerinden S. lutetiensis ve S.
infantarius ssp. infantarius tiirlerini izole ettiklerini bildirmislerdir. Ulkemizde ise
Orsahin (2012) yoresel Armola peyniri 6rneklerinde S. lutetiensis ve S. equinus
tirlerini, Karabey ve ark. (2018) tulum peyniri 6rneklerinde S. infantarius ssp.
infantarius ve S. equinus tiirlerini tespit ettiklerini bildirmiglerdir. Bunun sebebinin
peynir iretim ve olgunlagtirma asamalarindaki kontaminasyonlar ve yetersiz hijyen

kaynakl1 olabilecegi diistiniilmiistiir.

Bu calismada, klasik beyaz peynir iiretim agamasi ve olgunlastirma siiresince
farkli 6rneklerden izole edilen Lactococcus spp. izolatlarinin %100°i Lc. lactis olarak
tanimlanmistir. Biiyiikyoriik ve Soyutemiz (2010) ¢ig siitten iiretilen Izmir tulum
peynirlerinden izole ettikleri izolatlarin %20’sinin Lc. lactis ssp. lactis olarak tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Calismamizda da Lc. lactis izolatlarinin %5.3’sinin Lc.
lactis ssp. lactis oldugu belirlenmistir. Celik ve Uysal (2009), olgunlagsmanin

baslangicinda peynir florasinda Lc. lactis ssp. lactis’in baskin tiir oldugunu
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belirtmislerdir. Oner ve ark. (2004), yapmus olduklar1 calismada tulum peynirlerinden
%15.8 oraninda Lactococcus spp. tespit etmiglerdir. Karabey ve ark. (2018) starter
kiiltiir kullan1lmadan 12 ay olgunlastirilarak iiretilen Izmir tulum peynirlerinde baskin
flora olarak Lc. lactis ssp. lactis ve Lc. garvieae tespit ettiklerini belirtmislerdir.
Lactococcus spp., cesitli proteolitik enzimler ve asitler iireterek peynir iiriinlerinin
lezzetini ve dokusunu etkilemektedir. Peynir yapim siirecinde bu tiirler siitiin pH'im
diistirerek, siitiin pthtilasmasini hizlandirmaktadirlar (Pelaez ve Requena, 2005). Lc.
lactis siit fermantasyonlari i¢in kullanilan mezofilik siit starter kiiltiirlerin ana
bilesenlerinden biridir (Settanni ve Moschetti, 2010). Bunun sebebi bu tiirlerin sahip
olduklar1 1s1 direnci olabilmektedir. Bu tiire ait baz1 izolatlarin 60°C'de 30 dakika 1s1l
islemden sonra da gelisebildikleri bildirilmistir (Gaglio ve ark., 2014). Calismamizda
da Lc. lactis izolatlarmin %10.5’inin 1s1l iglem uygulanmis siitten elde edilmesi bu

bilgiyi destekler niteliktedir.

Bu ¢alismada, tanimlanan LAB izolatlariin %11.29’sinin Pediococcus spp.
oldugu ve tiir olarak ise %100’{iniin P. acidilactici oldugu belirlenmistir. Tzora ve ark.
(2021), Feta peynirlerinde olgunlasmanin altinci aymdan elde edilen izolatlarin
%4.3’iiniin P. acidilactici oldugunu bildirmislerdir. Partovi ve ark. (2015), Iran peynir
orneklerinden elde edilen LAB izolatlarinin %1.6’sin1 Pediococcus spp. olarak tespit
etmislerdir. Gurira ve Buys (2005), Giiney Afrika ¢iftlik peynirlerinden izole ettikleri
LAB izolatlarinin %18’inin Pediococcus spp. ve bunlarin da %44.5’inin P. acidilactici
oldugunu rapor etmislerdir. Pediococcus spp. geleneksel olarak iiretilen fermente
gidalarda starter kiiltiir olarak kullanilabilen ve peynir olgunlagsmasina katkida bulunan
NSLAB grubu bakteriler olarak degerlendirilmektedir (Gurira ve Buys, 2005). Bu
bakteri cinsinin proteolitik, lipolitik ve esterolitik aktiviteleriyle peynir yapim siirecini
hizlandirabilecekleri bildirilmistir (Holzapfel ve ark., 2006). Ayrica diasetil ve
asetaldehit tiretimi ile peynirin organoleptik profiline katkida bulunabilmektedirler
(Tzora ve ark.,, 2021). Bunun yani sira bazi Pediococcus spp.’nin, irettikleri
pediosinlerle patojen bakterilere karsi genis bir antimikrobiyal aktivite spektrumu
sergiledikleri bildirilmistir (Khorshidian ve ark., 2021). Calismamizda 1sil islem

uygulanmus siitten 1 P. acidilactici tanimlanmasi dikkat ¢ekici bulunmustur.

Bu caligmada, tanimlanan LAB izolatlarmin %22.88’i Enterococcus spp.

olarak belirlenmis ve ikinci baskin flora bakterisi olarak tespit edilmistir. Siit
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tirlinlerinde en sik bulunan Enterococcus spp.’nin; E. faecium ve E. faecalis, E.
casseliflavus, E. durans ve E. gallinarum oldugu bildirilmis (Settanni ve ark., 2012;
Gaglio ve ark., 2016) olup, ¢alismada da Enterococcus spp. izolatlarinin %50.68’1 E.
faecalis, %36.99u E. faecium, %9.59’u E. gallinarium, %1.37’si E. casseliflavus ve
%1.37°si E. durans olarak belirlenmistir. Aquilanti ve ark. (2006) geleneksel
Canestrato Pugliese peynir oérneklerinden izole edilen LAB izolatlarinin %81.2’sini
Enterococcus spp. olarak tespit etmis olup, bu tiirlerin olgunlasmis peynirlerin tadi,
aromasi, rengi ve dokusunu olumlu yonde etkiledigini belirtmistir. Gelsomino ve ark.
(2001), ciftlik peyniri dérneklerinden iiretim ve olgunlagsmanin ¢esitli asamalarinda (1.
giinile 2, 4, 6 ve 8. haftalar) izole ettikleri Enterococcus spp. izolatlarinda baskin tiiriin
E. casseliflavus oldugunu ve onu E. faecalis’in takip ettigini rapor etmislerdir. Partovi
ve ark. (2015), Iran peynir 6rneklerinde %13.6’sm1 E. faecium ve %3.2’sini E. durans
tiirlerini; Navidghasemizad ve ark. (2009), iran peynirlerinin iiretim ve olgunlastirma
periyodu boyunca elde ettikleri LAB izolatlarinin %21.1’ini E. faecium ve %13.3’linii
E. faecalis olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ulkemizde ise Ercan ve ark. (2014),

sepet peynirlerinde E. casseliflavus tiiriinii identifiye ettiklerini bildirmislerdir.

Calismada tanimlanan Enterococcus spp. izolatlarinin 14’4 (%19.18) ¢ig
stitten, 11’1 (%15.07) 6n olgunlastirilmis peynirden, 48’1 (%65.75) ise olgunlasmanin
farkl1 asamalarindan (17’si olgunlasmanin 30. giinii, 15’1 olgunlagmanin 60. giinii,
10’u olgunlagsmanin 90. giinii ve 6’s1 olgunlagmanin 120. giinii) elde edilmistir.
Enterococcus spp.’nin {iiretimin tiim asamalarindan elde edilebilmesi, disiik pH,
yiiksek tuz konsantrasyonu ve sicaklik gibi zorlu ¢evre kosullara kars1 diger LAB
tiirlerine gore daha direncli olarak peynirde hayatta kalmalar ile agiklanabilmektedir
(Navidghasemizad ve ark., 2009). Pastorize siitten tiretilen peynirlerde bu tiirlerin
varlig1 genellikle 1s1l islemden sonra yeniden kontaminasyondan veya sahip olduklari
1s1l  direnglerinden kaynaklandigi bildirilmektedir. Bir¢cok aragtirmacit bazi
Enterococcus spp. suslarinin peynirlerin olgunlasmasi sirasinda lezzet gelisimine
olumlu katkilar1 oldugunu ve bazi peynirlerde oldukca faydali olabilecegini 6ne
stirmektedir. Bu nedenle Enterococcus spp. ¢ig veya pastorize siitlerden firetilen
geleneksel peynirlerin iiretiminde dogal veya kontrollii olarak yer alabilmektedir
(Giraffa, 2002). Bu tiirlerin geleneksel peynirlerde bazen baskin flora olarak bazen de
yaygin olarak bulundugu rapor edilmistir. Bununla birlikte siit ve siit iriinlerinde

Enterococcus spp.’nin varligi, uzun zamandir siitiin liretimi ve islenmesi sirasinda
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yetersiz hijyen ve sanitasyon kosullarinin bir gostergesi olarak kabul edilmis ve fekal
indikator olarak degerlendirilmistir. Ayrica baz1 Enterococcus spp.’nin sahip oldugu
virlilens faktorleri ve sahip olduklar1 antibiyotik diren¢ genleri endise konusu
olmaktadir. Bu sebeple identifiye edilen Enterococcus spp. izolatlariin viriilens
faktorleri ve patojenite testleri yapilarak potansiyel riskleri tespit edildikten sonra

starter kiiltiir iiretiminde kullanilabilecegi diistintilmiistiir.

Calismada tanimlanan LAB izolatlarinin %0.3’i Ln. pseudomesenteroides
olarak identifiye edilmistir. Ln. pseudomesenteroides’in ozellikle fermente siit
tiriinlerinde yaygin olarak bulunabildigi rapor edilmistir. Siit teknolojisinde Ln.
pseudomesenteroides suslari, Lactococcus spp. ve Ln. mesenteroides ile birlikte dogal
mezofilik starter kiiltiirlerde bulunur. Bu tiirtin varliginin teknolojik agidan birgok
faydas1 bulunmaktadir. Viskoziteyi artirarak doku ve tat algisina ve iirlinlerin nihai
stabilitesine katkida bulunan dekstranlar diretirler. Ayrica bir¢ok siit iriiniiniin
organoleptik 6zelliklerine katkida bulunan diasetil, asetaldehit ve asetoin gibi aromatik
bilesikleri tiretirler (Meslier ve ark., 2012). Calismamiza benzer olarak Abrioul ve ark.
(2008) geleneksel Alberquilla peynirlerinden ve Renye ve ark. (2011) geleneksel
Meksika peyniri  Orneklerinden Ln. pseudomesenteroides izole ettiklerini

bildirmislerdir.

Bu calismada, tanimlanan LAB izolatlarinin %0.63’iniin Weissella spp.
oldugu belirlenmis olup, ikisinin de (%100) W. paramesenteroides oldugu tespit
edilmistir (Tablo 4.5). Her iki izolat da 6n olgunlastirilmis peynirden izole edilmistir.
Ercan ve ark. (2014), starter kiiltiir kullanilmadan, olgunlastirilarak {iretilen sepet
peynirlerinden fenotipik olarak W. paramesenteroides izole ettikleri bildirmislerdir.
Gerasi ve ark. (2003), taze Manura peynirlerinin hem yiizeyinden hem de iginden
yiiksek oranda W. paramesenteroides izole ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica peynir
olgunlagmasi sirasinda izole edilen baskin LAB tiirlerinden biri oldugunu ve Manura
peyniri liretiminde 6nemli rolii oldugunu vurgulamislardir. Weissella spp.’nin siklikla
kendiliginden fermente olan gidalardan izole edildigi ve fermente {iriiniin
karakteristiklerine katkida bulunduklar1 bildirilmistir. Bu tiirler gidalarin giivenlik,
beslenme ve duyusal zelliklerini artirabilen genis bir islevsel ve teknolojik 6zelliklere
sahiptirler (Fessard ve Remize, 2017). Tiim bu 6zelliklere ragmen potansiyel biyojenik

amin iretimi, antibiyotik direngliligi veya enfeksiyon tehlikesi nedeniyle Weissella
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spp.’nin ticari starter kiiltiir olarak kullanimi hala arastirilmaktadir. Bu sebeple bu
tirler GRAS olarak taninmamaktadir. Yine de Weissella spp. suslariin giivenlik
yonleri arastirildiktan sonra gida fermantasyonu i¢in potansiyel giiglii starterler

olabilecegi bildirilmistir (Fessard ve Remize, 2017).

Bu ¢alismada, tanimlanan LAB izolatlarinin 0.63’i Staphylococcus spp. olarak
identifiye edilmis olup bunlardan %50’si S. sciuri ve %50’si S. cohnii olarak
tanimlanmistir (Tablo 4.5). Izolatlarin ikisinin de n olgunlastirilmis peynirlerden
izole edildigi tespit edilmistir. Bu iki tiir gibi baz1 Staphylococcus spp.’nin olgunlasma
sirasinda yerlesik bakteri oldugundan ve fermantasyonda yer alarak peynirin duyusal
ozelliklerine katkida oldugu ifade edilmistir (Casalta ve ark., 2009; Voidarou ve ark.,
2020). Calismamiza benzer olarak Colares de Andrade ve ark. (2019) geleneksel
Coalho peynirlerinin %8.8’inde S. cohnni ve %2.1’inde S. sciuri tanimladiklarini

bildirmislerdir.

Bu 6zelliklerinin yani sira Staphylococcus spp. gida zehirlenmesi salginlarinda
en sik yer alan patojenik bakterilerden biridir. Gida ile ugrasanlar (g¢ogunlukla
asemptomatik tastyicilar) ve hayvanlar, 6zellikle mastitisli siit inekleri tarafindan
bulagsmaktadir (Colares de Andrade ve ark., 2019). Staphylococcus spp. genellikle
patojen olarak degerlendirildikleri i¢in siit endiistrinde istenmeyen bakterilerdir. Cig
siit veya yetersiz 1s1l islem gormiis siitlerden elde edilen geleneksel peynirler bu
bakterinin kaynagi olabilmektedir. Geleneksel sekilde tiretilen klasik beyaz peynirde
¢ig siite uygulanan 1s1l islem patojen inaktivasyonu i¢in yeterli gelmeyebilir. Ayrica
pastorizasyon sonrasi liretim asamasinda personelden veya liretim ortamindan peynire

kontamine olabilmektedir.

5.2. Teknolojik Ozellikler
Bu calismada, Klasik beyaz peynir {iretim asamasi ve olgunlagsma siiresince

identifiye edilen 20 yerli (otokton) LAB izolati, peynir liretiminde starter kiiltiir olarak

kullanilabilirlik yoniinden teknolojik 6zellikleri degerlendirildi.
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Peynir iretiminde asitlik gelisimi o6nemli bir faktér olarak
degerlendirilmektedir. Optimal bir starter LAB kiiltiiriiniin, siitii kisa bir siire iginde
yiiksek oranda asitlestirebilen izolatlar igermesi gerektigi bildirilmistir (Franciosi ve
ark., 2009). Genel olarak endiistriyel LAB veya starter kiiltiirler i¢in, minimum besin
gereksinimleri ile ham maddeleri hizli ve yiiksek oranda laktik aside doniigtiirme
yetenegi istenen Ozelliklerdir., Hammaddenin hizli asitlenmesi, istenmeyen
mikroorganizmalarin gelisimini engellemekte, ayrica son iiriiniin doku ve aromasinin
olusmasini saglamaktadir (Akabanda ve ark., 2014). Starter bakteriler, 30-37°C'de 6
saatte siitiin pH'sitm1 5.3'e diisiirmek icin yeterli asit lreten izolatlar olarak
tanimlanabilir (Beresford ve ark., 2001). Bu ¢alismada, asit iiretim kapasitesi test
edilen izolatlar arasinda 6 saatlik inkiibasyon sonunda pH degerini en ¢ok diisiiren
izolatlar sirastyla P. acidilactici (0.94), E. faecalis (0.91 ve 0.9) ve E. faecium (0.9)
oldugu belirlense de izolatlarin higbiri 6 saatin sonunda pH’y1r 5.3 ve altina
diisirememistir. Beresford ve ark. (2001), geleneksel peynirlerden elde edilen
mezofilik bakteri izolatlarinin ¢ogunun, tek tek test edildiginde peynir yapmak icin
yeterli asit iretmedigini ve bu nedenle ‘“starter” bakteri tanimina uymadigini
belirtmektedir. Ancak bu izolatlarin diger spesifik starter suslarla kombinasyon
halinde kullanildiklarinda asit iiretimine katkida bulunmalarmin  miimkiin

olabilecegini bildirmislerdir.

Dagdemir (2006), salamura beyaz peynir o&rneklerinden izole ettigi
Enterococcus spp. izolatlarinin ilk 6 saatte ApH degerinin 0.10-1.11 arasinda, 24 saatin
sonunda ise 0.35-2.22 arasinda degistigini; Lactococcus spp. izolatlarinin ise 6 saatte
0.36-1.10 ve 24 saatin sonunda 1.63-2.25 araliginda degistigini belirlemistir.
Lactobacillus, Pediococcus ve Leuconostoc izolatlarmin ise 6 ve 24. saatler sonunda
asit iiretim aktivitelerinin daha diisiik oldugunu bildirmistir. Elgioglu (2010), Kargi
tulum peynirinden izole etmis oldugu 96 izolatin 6 saatlik inkiibasyon sonunda ortam
pH’sin1 5.81-5.97 arasina diistiren 2 Lb. plantarum, 2 E. durans ve 1 E. faecium izolati
tespit etmis ve bu izolatlarin ortami hizl asitlestirebilme 6zellikleriyle, starter kiiltiir

hazirlamada kullanilabileceklerinin diisiiniilebilecegini vurgulamistir.

pH degerini 24 saatlik inkiibasyon sonunda ise en ¢ok diisiiren Lb. plantarum
(2.49), Ln. pseudomesenteroides (2.38) ve Lb. rhamnosus (2.36) oldugu; bunlar1 Lb.
brevis (2.35) ile P.acidilactici (2.35) izolatlarinin takip ettigi tespit edilmistir.
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Izolatlardan 13’iiniin 24 saatlik inkiibasyon sonunda ApH degerinin 2 nin iizerinde
oldugu belirlenmistir. Bu g¢aligmalarin bulgularina benzer olarak Akoglu ve ark.
(2017), geleneksel Mengen peynirlerinden izole ettikleri 117 LAB izolatinin 35’inin
24 saat sonunda ApH degerini 2’nin {izerinde tespit etmis ve bu suslarin yiiksek
asidifikasyon aktiviteleri nedeni ile starter kiiltiir olarak kullanilabilme potansiyeli
oldugunu bildirmislerdir. Ertiirkmen ve Oner (2015), starter kiiltiir kullanmadan
iirettikleri 7 beyaz peynir orneginden identifiye ettikleri 77 LAB izolatinin 24 saat
sonunda Lc. lactis ssp. lactis PeLc2’nin 2.09 ile ApH degerini en fazla diisiiren izolat
oldugunu ve yiiksek asidifikasyon 6zelligi nedeni ile endiistriyel fermantasyonlar igin

potansiyel sus olabilecegini belirtmiglerdir.

Calismada test edilen LAB izolatlarinin %100’tiinde proteolitik aktivite
belirlenmistir. Bu izolatlardan %10’unun (2 P. acidilactici) zayif, %75’inin orta,
%15’inin (1 Lb. rhamnosus, 1 Lb. paracasei ve 1 Lb. plantarum) ise yiiksek proteolitik
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu ¢calismanin bulgularina benzer olarak Lim
ve ark. (2019), Malezya’da fermente gidalardan izole ettikleri 17 LAB izolatinin
%100’tinde; Akabanda ve ark. (2014), Gana'da kendiliginden fermente olmus sigir
stitiinden izole edilen 373 LAB izolatinin %80'inin; Garcia-Cano ve ark. (2019), siit
tirtinlerinden elde ettikleri LAB izolatinin %61.3’tiniin; Campagnollo ve ark. (2018),
geleneksel Brezilya peynirlerindan izole edilen 466 LAB izolatinin %30.7'sinin;
Nespolo ve Brandelli (2010), Brezilya’da koyun siitii ve tiirevleri 6rneklerinden izole
ettikleri 112 LAB izolatinin %51'inin proteolitik aktiviteye sahip oldugunu tespit
etmislerdir. LAB tiirlerinin proteolitik aktivitesi, bu bakterilerin siitte gelisebilmeleri
ve farkli fermente siit iriinlerinin organoleptik o6zelliklerinin kazanimi agisindan
biiyiik 6nem tagimaktadir. Proteinlerdeki peptit baglarinin hidrolizi ile serbest amino
asit olusumu ve ardindan dekarboksilasyon, deaminasyon, transaminasyon ve
desiilfiirizasyon reaksiyonlarina katilim, gida aromasinin belirlenmesinde ¢cok 6nemli
bir rol oynamaktadir (Savijoki ve ark., 2006). Starter bakterilerin proteolitik
aktivitelerinde sahip olduklar1 enzimi ve proteoliz sonucu olusan amino asitler ytiksek
kaliteli fermente siit triinlerinin aromasin1 dogrudan ya da dolayli olarak
etkilemektedir (Akabanda ve ark., 2014). Fermente siit triinlerinde siit proteini
proteolizi ile tirinlerin sindirilebilirligi artmaktadir. Bunun yani sira siit proteininin
proteolizinden elde edilen biyoaktif peptitlerin mikrobiyal enfeksiyonlar1 azaltmada

rol oynadig1 bildirilmistir (Atanasova ve ark., 2014). Peynir {iretiminde kullanilacak
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suslarin proteolitik aktivite degerleri peynir ¢esidine gore degiskenlik gdstermektedir.
Proteolitik aktivitesi yiliksek suglar sert yapida ve uzun olgunlastirma siiresi gerektiren
peynirler i¢in kullanilirken, olgunlastirilmadan tiiketime sunulan ya da beyaz peynir
gibi kisa siireli olgunlastirilan peynirlerin yapiminda ise diisiik proteolitik aktiviteye

sahip suslar kullanilmaktadir (Turhan ve Oner, 2014).

Bu calismada 20 izolatin tamaminin %2 NaCl konsantrasyonunda gelistigi
ancak bu izolatlardan 3’iiniin (Lb. curvatus) %6 tuz konsantrasyonunda gelisemedigi
tespit edilmistir. Her bir LAB cinsinin, farkli NaCl konsantrasyonu igeren ortamlarda
gelisim i¢in farkli toleranslar1 vardir (Vos ve ark., 2009). Disik tuz
konsantrasyonunun Lb. curvatus’un gelisimini ve bakteriyosin iiretimini olumsuz
yonde etkiledigi bildirilmektedir (Verluyten ve ark., 2004). Pediococcus tiirlerinin
halofilik oldugu; baz1 Lactobacillus, Pediococcus ve Leuconostoc cinsi bakterilerin
ise, yiksek tuzlu fermantasyon ortamlara dayanikli olabilecegi bildirilmistir
(Barrangou ve ark., 2002). Calismada da s6z konusu tiirlerin her iki tuz degerinde

gelisebildigi belirlenmistir.

LAB tiirleri gelisebilmeleri igin farkli optimum gelisme sicakliklarina
gereksinim duymaktadirlar. Genellikle 10-45°C sicaklik araliginda gelisebilen
mezofilik bakteriler olarak siniflandirilirlar. Optimum gelisme sicakliklarinin ise 30-
45°C oldugu belirtilmektedir. Bu calismada, degerlendirmeye alinan 20 izolatin
18’inin 10, 15 ve 45°C sicakliklarda gelisebildigi belirlenmistir. Iki izolatin (E.
faecalis ve E. faecium) ise 10°C’de gelisme gosteremedigi belirlenmistir. Bu
izolatlarin sirasiyla ekim ayinda dretilen peynir Orneginin olgunlagmasinin 30.
giiniinden ve temmuz ayinda iiretilen peynirin 6n olgunlastirilma agamasindan alindigi
belirlenmigtir.  10°C  sicaklik  Enterococcus spp. i¢in  smir deger olarak
degerlendirilebileceginden bazi tiirlerin bu sicaklik degerinde gelisememesi normal

olarak degerlendirilmistir.

Bu calismada, degerlendirmeye alinan 20 izolatin tamaminin pH 9.6’da,
11’inin ise pH 3.9°da gelisebildigi tespit edilmistir. Lb. plantarum (1), Lb. curvatus
(3), Lb. brevis (1), Lb. rhamnosus (1), P.acidilactici (2) ve Ln. pseudomesenteroides
(1) izolatlarinin pH 3.9°da gelisemedigi belirlenmistir. Pek ¢ok bakteri tiirii en iyi ndtr
pH (7.0) kosullarinda gelisebilmektedir. pH 4’iin altinda asidik kosullarda ise az
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bakteri tiirti gelisebilmektedir (Gyorgy ve Laslo, 2021). Leuconostoc spp.’nin hayatta
kalmak i¢in ortam pH degerinin 4.8 veya iistii, Pediococcus spp. i¢in ise bu degerin
4.5 veya Ustli olmasi1 gerektigi bildirilmistir (Feiner, 2006). Bu ¢alismada da bu
bulgular1 destekler sekilde Ln. pseudomesenteroides ve P.acidilactici izolatlariin pH

3.9 degerinde gelisemedigi belirlenmistir.

Bu c¢alismada, degerlendirmeye alman 20 LAB izolatinin %100’{iniin
ampisiline, %85’inin kanamisine, %350’sinin klindamisine, %35’inin vankomisine
direncli oldugu belirlenmistir. Bu izolatlardan ¢oklu antibiyotik direngliligi olanlarin;
Lb. curvatus (1), Lb. paracasei (1), Lc. lactis (1), E. faecalis (2) ve E. faecium (1)
oldugu tespit edilmistir. Cins bazinda degerlendirildiginde ise Lactobacillus spp.
izolatlarinin  %100°liniin ampisiline, %88.8’inin kanamisine ve %44 iiniin
vankomisine direngli oldugu belirlenmistir. Lc. lactis (2) izolatlarinin ampisilin,
klindamisin ve eritromisine direngli oldugu; S. thermophilus (2) izolatlarinin
ampisiline; P. acidiliactici (2) ve Ln. pseudomesenteroides (1) izolatlarinin kanamisin
ve ampisiline direngli oldugu tespit edilmistir. Ayrica degerlendirmeye alinan
Enterococcus spp. izolatlarinin %100’tiniin kanamisin, ampisilin ve klindamisine,
%75’ inin ise streptomisin ve gentamisine direngli oldugu tespit edilmistir. Vankomisin
direncine sahip izolatlarin 4’tiniin Lactobacillus spp. (1’1 Lb. plantarum, 1’i Lb.
curvatus, 1’1 Lb. paracasei,1’i Lb. rhamnosus), 1’inin Lc. lactis, 1’inin S. thermophilus
ve 1’inin E. faecalis oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.13). Genel olarak, Lactobacillus
spp’nin, vankomisine kars1 yiiksek bir dogal dirence sahip olabilecegi bildirilmistir
(Abriouel ve ark., 2015). Calismamiza benzer olarak Guo ve ark. (2017) fermente siit
orneklerinden izole ettikleri 33 Lactobacillus spp. izolatinin, o6zellikle 11 Lb.
plantarum’un tamami ve 11 Lb. casei’nin 6’s1 olmak tizere %84.9'unda vankomisin
direng insidans1 gozlemlediklerini bildirmislerdir. Coklu antibiyotik direncine sahip
izolatlarda Enterococcus spp.’nin iistlinliigii dikkat ¢ekici bulunmustur. Yapilarindaki
plazmitler gibi genetik elementlerin ve kromozomal degisikliklerin Enterococcus

spp.nin antibiyotik direncinde rol oynadig: bildirilmistir. (Hegstad ve ark., 2010).

Antibiyotiklerin yaygin olarak kullanimi; insanlar, hayvanlar ve cevreyle
iligkili patojen ve patojen olmayan bakterilerde antibiyotik direncinin ortaya
cikmasina, gelisimine ve yayilmasina yol agmistir (Hernando-Amado ve ark., 2019).

Gilinlimiizde bakterilerde antimikrobiyal direncin gelismesi hem halk saglig1 hem de

88



gida giivenligi agisindan kiiresel bir problem olarak kabul edilmektedir. Gida zinciri,
hayvanlar ve insanlar arasinda antibiyotige diren¢li bakterilerin bulagsmasinin ana
yollarindan biri olarak kabul edilmistir. Her ne kadar LAB, GRAS statiistinde yer
almakta ise de antibiyotik direng genine sahip olmalari durumunda bu genleri basta
patojen bakteriler olmak iizere gidanin florasinda bulunan diger bakterilere aktarma
potansiyelleri bulunmaktadir. Bu 0zelliklerinden dolayr antimikrobiyal direng
genlerinin rezervuari olarak kabul edilirler (Gaglio ve ark., 2016; Sirichoat ve ark.,
2020). Bu nedenle gida sanayinde kullanilacak LAB’in antibiyotik diren¢ geni
acisindan incelenmeleri 6nem arz etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (World Health
Organization, WHO) de gida endiistrisinde kullanilan LAB tiirlerinin antibiyotik

direncli olmamasini 6nermektedir (Alvarez-Cisneros ve Ponce-Alquicira, 2018).

Bu ¢alismada 20 izolatin 11’inin degerlendirmeye alinan patojen bakterilerden
en az birine karsi antimikrobiyal etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. Caligmada
kullanilan dort patojene karsi antimikrobiyal etkinlik goésteren en etkin tiirtin Lb.
paracasei izolatlarindan biri oldugu saptanmistir. Ayrica Lb. plantarum (2), Lb.
curvatus (3), Lb. paracasei (1), Lb. brevis (1), Lb. rhamnosus (1), P. acidilactici (1)
ve Ln. pseudomesenteroides (1) izolatlarinin da S. aureus harig diger ti¢ patojene karsi
antimikrobiyal etkinligi belirlenmistir. Heredia-Castro ve ark. (2015), Meksika Cocido
peynirinden izole edilen Lactobacillus spp.'nin S. aureus, Listeria innocua, E. coli ve
S. Typhimurium'a karsi inhibitor aktivite gosterdigini belirtmistir. Gaglio ve ark.
(2014), starter kiiltiir kullanilmadan tiretilen geleneksel Vastedda della valle del Belice
peynir 6rneklerinden elde edilen LAB iginde en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi Ln.
lactis izolatinin gosterdigini belirlemistir. Pisano ve ark. (2015), ¢ig siit ve geleneksel
Sardunya peynirlerinden izole edilen Lc. lactis ssp. lactis suslarinin, Pseudomonas
aeruginosa, Listeria spp. ve Staphylococcus spp.’ye Kkarsi inhibitdr aktivite

gosterdigini bildirmislerdir.

LAB tiirleri organik asitler, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler gibi
antimikrobiyal aktiviteye sahip farkli metabolitler iiretmektedirler. Bu 6zelliklerinden
dolay1 gida endiistrisinde patojen bakterilere karsi koruyucu biyoajanlar olarak
kullanilmaktadir (Espeche ve ark., 2012; Fraga Cotelo ve ark., 2013). Konsantrasyon
veya miktara bagl olarak indikatdr mikroorganizmalari inhibe edebilmektedir (Wakil

ve Osamwonyi, 2012; Akabanda ve ark., 2014). Bu bakteriler tarafindan iiretilen
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antimikrobiyal bilesiklerin E. coli, S. aureus, Salmonella spp. ve L. monocytogenes
gibi patojen mikroorganizmalari inhibe edebildigi bildirilmistir (Muruzovic ve ark.,
2018; Le ve Yang, 2019). Bu 6zellikleri nedeniyle gidalarin korunmasinda énemli bir

rol oynamaktadirlar.

5.3. Kimyasal Analizler

Gergeklestirilen bu ¢aligmada klasik beyaz peynirin olgunlagtirma siiresince
laktik asit cinsinden asitlik degerinde artis meydana geldigi ve bu degisimin
istatistiksel olarak 6nemli olmadig: tespit edilmistir (p>0.05; Tablo 4.16). Peynirin
olgunlagmasi sirasinda asitlik artisina, LAB florasinin laktoz fermantasyonu sonucu
olusan organik asitlerin yani sira proteoliz ve lipoliz sonucunda ortaya ¢ikan
parcalanma {irlinlerinin de neden oldugu diisiiniilmistiir. Peynir asitligi, tiriindeki
baskin mikrobiyota ve biyokimyasal reaksiyonlarla dogrudan iliskili oldugu i¢in
biiyiik 6nem tagimaktadir (Moreira ve ark., 2020). Olgunlagsmada asitlik; laktik asidin
istenmeyen mikroorganizmalar {izerine inhibisyon etkisinin yani sira peynirlerde
istenen tat, aroma ve tekstiir gibi duyusal 6zellikler kazandirmasinda etkilidir. Spontan
fermantasyon ile lretilen peynirlerde agiga ¢ikan laktik asit miktarlar1 degiskenlik
gostereceginden, son iriiniin duyusal 6zellikleri de buna bagl olarak degiskenlik

gosterebilmektedir.

Calismada beyaz peynir orneklerinde 120 giinliik olgunlagsma stiresince pH
degerinin istatistiksel olarak azalma gosterdigi goriilmektedir (p<0.05; Tablo 4.16).
TS 591 Beyaz Peynir Standardi’na (TS 591/T3, 2019) gore pH degerinin minimum
4.50 olmasi istenmektedir. 120 giinlik olgunlastirma siiresi boyunca peynir
orneklerinin ortalama pH degerleri 5.12 ile 5.49 araliginda degismis olup, ilgili
standarda uygun bulunmustur. Caligmada pH degerinin azalmasina, olgunlagma
asamasinda laktozun fermente edilmesine bagli olarak ortamdaki laktik asitin ve
yaglarin hidrolizine bagl olarak yag asitlerinin artisinin neden oldugu diisiintilmiistiir.
pH degeri peynirin olgunlastirma siiresi igin Onemli bir etken olarak
degerlendirilmektedir. Peynirin pH’s1, kazeinlerin ¢oziintirligiinii etkileyerek pihtinin
dokusunu dogrudan etkilemektedir. Bunun yani sira olgunlasma i¢in gerekli

enzimlerin aktivitesini etkileyerek peynirin dokusunu ve lezzetini dolayli olarak
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degistirmektedir (Creamer ve ark., 1985; Mamo, 2017). pH'daki artisin peynirin
reolojik oOzelliklerini 6nemli Glglide degistirerek daha yumusak pihti olusumuna yol
actigr bildirilmistir (McSweeney, 2004). Ercan ve ark. (2011) starter Kkiiltiir
kullanilmadan, olgunlastirilarak iiretilen sepet peynirlerinin pH degerinin ¢alismamiza

benzer olarak olgunlagsma boyunca azaldigini rapor etmistir.

Bu ¢alismada, klasik beyaz peynir 6rneklerinde 120 giinliik olgunlasma siiresi
boyunca kuru madde degerinin arttig1 tespit edilmistir. Peynir 6rneklerinin toplam
kuru madde degerleri TS 591/T3 (2019) Beyaz Peynir Standardi’nda belirtilen %40’ ik
degere uygun olarak belirlenmistir. Kuru maddedeki artis, ortamdaki tuzun peynire
gecisinden ileri gelebilmektedir. Benzer olarak Garcia ve ark. (2016), ke¢i peyniri
orneklerinde 75 giin olgunlasma siiresi boyunca ortalama nem miktarinin azaldigini
bildirmistir. Tayar (1995), 90 giinliik olgunlagma siiresince kuru madde degerlerinin
bir geleneksel beyaz peynir drneginde artarken, ikisinde azaldigini bildirmistir. Kuru
madde degerlerindeki farkliliklarin tiretimde kullanilan siitiin bilesimi ile standart bir
peynir iretim teknolojisi ve olgunlasma prosesi olmamasindan kaynaklandigi

distiniilmiistiir.

Bu calismada, olgunlagma siiresi boyunca peynir 6rneklerinin yag oranlarinda
azalma gozlenmis ve bu azalma istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05; Tablo
4.16). Bu azalmanin olgunlagsma siiresince mikrobiyal kaynakli lipaz enzimlerinin
trigliseritleri hidrolize etmesinden kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Hayaloglu ve
ark. (2002), iilkemizde iiretilen taze ve olgun salamura beyaz peynirlerdeki yag
miktarlarinin %14.55 ile %22.75 arasinda degisim gosterdigini bildirmistir. Bu
caligsmada da olgunlastirilmig beyaz peynir 6rneklerin ortalama yag degeri bu aralikta

bulunmustur.

Bu calismada, klasik beyaz peynir orneklerinin ortalama protein degerleri
olgunlasma siiresince boyunca azalsa da bu fark anlamli bulunmamistir (p>0.05; Tablo
4.16). Protein degeri peynirin besin degeri bakimindan 6nem arz etmektedir. Peynir
kuru maddesini olusturan bilesenler arasinda yagdan sonra en yiiksek orani siit
proteinleri olusturmakta olup, peynirin en dnemli ve degerli besin 6gesidir. Topgu ve

Saldamli (2006) da pastorize inek siitiinden iretilen beyaz peynirlerde yapilan
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kimyasal analiz sonucunda 90 giinliik olgunlagma siiresinde toplam azot oranlarinda

istatistiksel olarak dnemli olmamakla birlikte azalma oldugunu bildirmislerdir.

Calismada peynir orneklerinde olgunlasma siiresi boyunca tuz igeriginde artis
goriilmiis olup, bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05; Tablo 4.16).
Tuz artisinda asil farkin olgunlagsmanin ilk aylarinda goriildiigi belirlenmistir. TS 591
Beyaz Peynir Standardi’na (TS 591/T3, 2019) gore standardina gére kuru maddede tuz
iceriginin en yiiksek %10 olmas1 ongoriilmektedir. Bu caligsmada elde ettigimiz kuru
maddede tuz degerleri standarda uygun bulunmustur. Calismamiza benzer olarak
Kirdar ve ark. (2018), Kes peynirlerinde 90 giinliik olgunlagma siiresince tuz degerinin
arttigini bildirmislerdir. Tuzlama beyaz peynir tiretiminin 6énemli biri basamag: olup,
peynire lezzet vermesinin yami sira, patojen ve bozulmaya neden olan
mikroorganizmalart inhibe ederek peynirin raf Omriliniin uzamasina katki
saglamaktadir. Ayrica peynir mayasi ve mikrobiyal enzimler gibi enzimlerin aktivitesi
tizerindeki etkisi sayesinde peynir olgunlagsmasini modiile etmektedir (IDF, 2017).
Klasik beyaz peynirinin standart bir iiretim sekli olmadigindan tuz igerigi iireticinin
tercihine bagl olarak; eklenen tuz miktari, tuzlama metodu, tuzun dagilimi, ambalaj

materyali ve olgunlasma siiresi ve kosullarina gore degiskenlik gosterebilmektedir.

Calismada klasik beyaz peynirin iiretim agamasi ve olgunlagsma siiresince su
aktivitesi degeri azalsa da bu degisiklik anlamli bulunmamistir (p>0.05; Tablo 4.16).
Kirdar ve ark. (2018), ¢ig siitten iiretilen kes peynirlerinde 90 giinliik olgunlasma
stiresince su aktivitesi degerinin azaldigini rapor etmislerdir. Olgunlagsma sirasinda
aw'nin azalmasi, atmosferle temas halinde olan peynir ylizeyinden su kayb1 (Bontinis
ve ark., 2008), mikroorganizmalarin faaliyeti veya tuzun yiiksek ozmotik basincina
bagli olarak suyun serbest kalmasina neden olmasi ile aciklanabilmektedir (Garcia ve

ark., 2016).
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6. SONUC VE ONERILER

Geleneksel gida tiriinleri, niteliklerini o yoreye 6zgii dogal kosullardan veya o
yorede o iirlinii tiretenlerin bilgi, beceri, yontem ve tekniklerden alan iirtinlerdir. Bir
tilkenin kimliginin ve kiiltiiriiniin 6nemli bir parcasi olarak kabul edilirler (Guerrero
ve ark., 2009). Yoresel siit tiriinleri tiretimi ise bazilar1 antik zamanlardan beri bilinen,
bazilari ise yiizyillardir devam etmekte olan ¢ok ¢esitli geleneklerdir. Belirli bir cografi
bolgeden gelen tiim peynirlerin, potansiyel bir ulusal hazineyi ve kiiltiirel miras1 temsil
ettigi bildirilmistir (Terzi¢-Vidojevi¢ ve ark., 2020). Geleneksel gidalarin orijinal
ozelliklerini koruyarak endiistriyel iiretime aktarilmasi giiniimiiz ¢aligma alanlarindan
biridir. Bu sayede yoresel tatlarin korunarak daha genis kitlelere ulagsmasi ve kirsal
alanlarin kalkinma ile siirdiiriilebilirligine katkida bulunmasi hedeflenmektedir. Bu
baglamda, belirli bir peynirin kendine 6zgii 6zelliklerinin korunarak standardizasyonu
ve endiistriyellestirilmesi i¢in yapilabilecek tek yeniligin, {iretimde otokton
mikroorganizmalarin kullanimi oldugu bildirilmistir (Gaglio ve ark., 2014).
Geleneksel siit tiriinlerinde bulunan otokton LAB florasi, fermente siit liriinleri iretimi
icin kullanilabilecek teknolojik 0Ozelliklere sahip yeni suslarin iyi bir kaynag:
olabilmektedir. Ozellikle geleneksel peynirler, igerdikleri farkli fonksiyonel 6zellikler

itibariyle zengin bir LAB kaynag1 olarak degerlendirilmektedir.

Balikesir, cografi konumu ve iklim kosullar1 nedeniyle hayvancilik yoniinden
gelismis bir ilimizdir. Bu sebeple siit ve siit lirlinleri tiretimi agisindan tilkenin 6nde
gelen illerinden biri olma avantaji da g6z Oniinde bulundurularak, geleneksel
tiriinlerinde LAB florasinin belirlenmesi ve uygun izolatlarin endiistrinin hizmetine
sunulmasi biiyiik 6nem arz etmektedir. Balikesir’de geleneksel olarak {iretimi yapilan
ve begenilerek tiiketilen klasik beyaz peynirin iiretiminde belirli bir standart
bulunmamaktadir. Buna bagli olarak iiretilen peynirlerin mikrobiyolojik, fiziksel,
kimyasal ve duyusal ozellikleri farklilik gosterebilmektedir. Yapilan literatiir
taramalarinda, bazi geleneksel peynirlerin mikroflorasinin belirlenmesi ve starter
kiiltir olusturmaya yonelik c¢alismalara rastlansa da klasik beyaz peynir

mikrobiyotasina yonelik sinirli sayida veri bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda, klasik
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beyaz peynir iiretiminin standardizasyonunun saglanmasi amaciyla, peynirin kendine
has lezzetinden sorumlu isletmeye 6zgii mikrofloranin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amacla Balikesir ilinde 1sil islem uygulanmis inek siitiinden starter kiiltiir
kullanilmadan iiretilen ve 120 giin olgunlastirilan klasik beyaz peynir 6rneklerinin
liretim agamasi ve olgunlagma siiresince baskin LAB florasinin izolasyonu, elde edilen
izolatlarin 6nce fenotipik ardindan MALDI-TOF MS yontemi ile genotipik olarak
identifikasyonu yapildi. Tanimlanan bu izolatlara bazi teknolojik testler uygulanarak,
klasik peynir tiretiminde starter ve/veya yardimer kiiltiir olarak kullanim potansiyeli
arastirildi. Caligmanin sonucunda ayn siit isletmesinde starter kiiltiir kullanilmadan
tiretilen klasik peynirlerde, liretim asamasi ve olgunlasma siliresince mikrobiyatanin
degiskenlik gosterdigi goriildii. Olgunlastirilmis klasik beyaz peynirlerde iiretim
asamasi ve olgunlasma siiresince baskin floray1 Streptococcus spp., Enterococcus spp.
ve Lactobacillus spp. cinsi laktik asit bakterilerinin olusturdugu belirlendi. Tiir
diizeyinde en baskin laktik asit bakterilerinin ise S. gallolyticus, Lc. lactis, E. faecalis
ve P. acidilactici oldugu saptandi. Teknolojik testler sonucunda ise bu izolatlarin
bazilarinin siit endiistrisinde peynir iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilabilme

potansiyeli oldugu kanisina varildu.

Konuyla ilgili gelecekte yapilacak calismalarda, oncelikle bu c¢alismada
identifikasyonu yapilan diger izolatlarin da teknolojik Ozellikleri belirlenecektir.
Potansiyel starter kiiltiir olarak belirlenen suslarin faj duyarhiliklari, lipolitik aktivite
ve aroma profili gibi starter kiiltiir olma 6zellikleri daha detayli incelenecektir. Bunun
yani sira viriilens faktorleri ve antibiyotik direnglilikleri gen diizeyinde belirlenecektir.
Teknolojik ozellikleri uygun olan LAB izolatlarinin kontrollii sartlarda farkli
kombinasyonlar1 ile peynir iretim denemeleri yapilarak, s6z konusu peynirin
tiretimine uygunluklari arastirilacaktir. Klasik beyaz peynirin karakteristik tat ve
aromasi tizerinde etkili olan diger bilesenler saptanarak lezzet profili tespit edilecektir.
Ayrica genis katilimer gruplart ile deneysel olarak iretilen peynirlerin duyusal
degerlendirmeleri yapilarak, arzu edilen yapi, tat ve aromanin yakalanmasi
saglanacaktir. Farkli kombinasyonlarla iretilen klasik beyaz peynirlerde
standardizasyon saglandigi takdirde, kullanilan bu izolatlarin isletmenin de onayi ile
“Ulusal Gida Starter Kiiltiir Gen Bankas1” biinyesine kaydedilerek muhafaza altina

alinmasi Onerilecektir.
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