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SURK’ TE BULUNAN BASKIN KUF MiKROFLORASININ iZOLASYONU
VE
IDENTIiFIKASYONU

OZET

Bu calismada siirkiin (Kiiflii Cokelek) kimyasal, fiziksel ve genel mikrobiyolojik
Ozelliklerinin incelenmesinin yani sira, olgunlasmis son {riinde baskin olan kiif
mikroflorasinin tanimlanmasi gergeklestirilmistir. Calismada analizleri yapilan siirk
ornekleri, Antakya piyasasinda siirk satis1 yapan 36 farkli is yerinden tesadiifi olarak temin
edilmistir. Yapilan kuru madde, kuru maddede kiil, yag, protein, tuz, asitlik ve pH
analizleri sonuglari sirasiyla ortalama %44,32, %8,93, %7,23, %17,41, %7,99, %0,84, 4,11
olarak bulunmustur. Gergeklestirilen toplam mezofil aerobik bakteri (TMAB), maya-kiif,
laktobasiller ve laktokoklarin sayim sonuglari ise sirasiyla ortalama 6,41 log kob/g, 3,85
log kob/g, 5,86 log kob/g ve 3,17 log kob/g olarak hesaplanmustir. Staphylococcus aureus
sayimi sonucunda higbir Ornekte sayilabilir araliklarda koloni godzlemlenmemistir.
Koliform grubu bakterilerin sayim sonugclari ise tiim orneklerde 0,3 EMS/g’ dan kiiciik
olarak bulunmustur. Olgunlagmis siirklerden izole edilen kiiflerin, genetik 6zelliklerinden
faydalanilarak tanimlamalar1 gergeklestirilmistir. Siirk Orneklerinden elde edilen 67
izolatin genetik identifikasyonu sonucunda 9 farkli tiire rastlanmistir. Bu kiif tiirleri stirk
orneklerindeki baskinlik oranlarina gore sirasiyla Penicillium commune (%55,5),
Alternaria alternata (%33,3), Cladosporium cladosporioides (%30,5), Epicoccum nigrum
(%16,6), Aspergillus flavus (%16,6), Penicillium chrysogenum (%13,8), Aspergillus niger

var. awamori (%11,1), Phoma sojicola (%8,3) ve Bipolaris tetramera (%2,7)’dir.



THE ISOLATION AND IDENTIFICATION OF THE DOMINANT MOLD
MICROFLORA IN THE SURK

SUMMARY

In this study, besides the investigation of the chemical, physical and general
microbiological properties of the siirk cheese (moldy curd), identification of dominant
mold microflora was investigated in the ripened final product. The siirk samples were
provided randomly from 36 different diary shops in Antakya. The average results of the
dry matter, ash in the dry matter, fat, protein, salt, acidity and pH analysis were found as
44.32%, 8.93%, 7.23%, 17.41%, 7.99%, 0.84% and 4.11, respectively. For the
microbiological analysis, the average results of the total mesophyll aerobic bacteria
(TMAB), yeast-mold, lactobacilli and lactococci countings were calculated as 6.41 log
cfu/g, 3.85 log cfu/g, 5.86 log cfu/g and 3.17 log cfu/g, respectively. As a result of the S.
aureus counting, any colony between countable limits was found in all the samples. For the
coliform bacteria, the results were found less than 0.3 MPN/g for each sample. The
identificatin of the molds isolated from ripened siirk samples was achieved by their genetic
characteristics. As a result of the genetic identification of 67 isolates from siirk samples, 9
different species of molds were identified. These mold species are according to dominance
ratio Penicillium commune (55.5%), Alternaria alternata (33.3%), Cladosporium
cladosporioides (30.5%), Epicoccum nigrum (16.6%), Aspergillus flavus (16.6%),
Penicillium chrysogenum (13.8%), Aspergillus niger var. awamori (11.1%), Phoma

sojicola (8.3%) and Bipolaris tetramera (2.7%).
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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\% - Volt
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rDNA : Ribozomal Deoksiriboniikleik asit
RBCA : Rose Bengal Chloramphenicol Agar
ppm : Milyonda bir kisim (Parts per million)
PDA : Potato dextrose agar

PCR : Polymerase chain reaction

PCA : Plate count agar

ng - Nanogram

NaOH : Sodyum hidroksit

NaCl : Sodyum kloriir

N : Normalite

MRS : de Man, Rogosa, Sharpe Agar
Mn : Manganez

mi : Mililitre

Mg : Magnezyum

MEA : Malt extract agar

mA : Miliamper

log : Logaritma

LAB . Laktik asit bakterileri

kob : Koloni olusturan birim

kg : Kilogram

K2CrOy : Potasyum kromat

K : Potasyum

H,SO, - Siilfirik asit

g : Gram

Fe : Demir

EMS : En muhtemel say1

ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay
DNA : Deoksiriboniikleik asit

dk. : Dakika

d : Yogunluk

Cu : Bakir

CTAB : Cetyltrimethyl amonium bromide
Ca : Kalsiyum

bp : Baz cifti (Base pair)

BLAST : Basic Alingment Search Tool
AgNO; : Glimiis nitrat

AFM1 : Aflatoksin M1

ul : mikro litre
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1.GIRIS

Siit, barindirdigt besin elementlerinden dolayr dogadaki en kusursuz gida
maddelerinin basinda olup beslenme ve gelisim agisindan vazgegilmez bir tirtindiir (Konar,
1998). Siitiin gida olarak tiiketilmesinin en iyi sekli siit olarak i¢ilmesidir. Ancak i¢gme siitii
olarak tiiketildiginde biitiin besin Ogelerinden en dogal haliyle ve en iist diizeyde
yararlanilabilir. Fakat siitin her zaman bu sekilde tiiketilmesi miimkiin olamayabilir.
Cabuk bozulmasi, fazla hacim tutmasi, naklinin ve depolamasinin zor olmasi gibi
nedenlerden dolay1 iiretiminin fazla oldugu yerlerde siit, daha uzun siire dayanabilen
tirtinlere dontstiiriilerek bu sekilde tiiketilmektedir. Peynir ve ¢okelek de bu tirtinlerin
basinda gelmektedir (Uraz, 1992; Giiler,1999).

Insanoglunun her konuda bilingli bir hale geldigi giiniimiizde, dogru ve diizeyli
beslenme dikkat ¢eken konular arasinda ilk siralarda yerini almaktadir. Yasamin bir
zorunlulugu olan gida tiiketimini dogru ve saglikl bir sekilde yapabilmek ¢agimizin hayati
tehlike barindiran bir¢cok hastaligina yakalanma riskini azalttigindan olduk¢a 6nem arz
etmektedir. Bu durumdan dolay1 tiiketicilerin, diinyada ve ililkemizde fonksiyonel gidalara

ilgisinin arttig1 bilinmektedir.

Siit trlinleri fonksiyonel besin maddeleri olarak bilinmektedir. Fonksiyonel
besinler, dogal olarak icerdikleri bilesenleri ile besin gereksinimini karsilamalarinin yani
sira, saglik acisindan yarar saglayan biyolojik Ogeleri iceren, hastaliklardan korunmada
etkili olabilen, yasam fonksiyonlar1 {izerinde olumsuz etkili olabilecek &gelerden
arindirilmig ve yasam kalitesini yiikselten besinler olarak tanimlanmaktadir (Hasler,
1998). Fonksiyonel gidalar igerisinde ilk siralarda olan fermente siit {irinlerinin en 6nemli
ozelligi, fermentasyon sirasinda laktik asit bakterilerinden (LAB) olusan starter kiiltiir
tarafindan siitlin bazi bilesenlerinin bir 6n hidrolizasyona ugratilarak sindiriminin
kolaylastirilip kullanilabilirliginin arttirilmasidir (Lee ve ark., 1988). Hazmi kolay kiigiik
bilesenlere ayrisan fermente siit iriinlerinin icerisindeki protein ve yagin dengeli bir
sekilde bulunmasi, kalsiyum ve fosfor ile karoten agisindan da ¢ok 1yi bir kaynak olmalar1

onlara {istiin bir nitelik ve yer saglamaktadir (Eralp,1974).

Uretiminde ~ starter  kiiltir kullanilan veya dogal halinde sayica fazla
mikroorganizma barindiran bazi peynir ¢esitleri de fermente siit liriinii sinifina girmektedir.
Peynir, besin degerinin yaninda dayanikliligi ve toplumun ¢ok ¢esitli ve siirekli gelisen

damak zevkine uyum saglayabilecek ¢ok fazla ¢esidiyle dnemli bir siit iiriiniidiir (Kaynar,



2011). Diinyada 1000’ den fazla peynir ¢esidinin bulundugu, sadece Fransa’ da 400 cesit
peynirin iiretildigi bilinmektedir (Tekinsen ve Tekinsen, 2005; Durlu-Ozkaya ve Giin,
2007). Ulkemizde de resmi kaynaklara gére 50°den fazla mahalli peynir ¢esidinin oldugu
ve bunlarin farkli yorelerde geleneksel yontemlerle iiretildigi belirtilmektedir (Anonim,
1990). Ancak, son donemlerde yapilan galismalar sonucunda; iiretim yontemi ve bilesimi
aydinlatilan yoresel diizeydeki bazi g¢esitlerle birlikte Tiirkiye’deki peynir ¢esidinin
100°den fazla oldugu dikkat ¢ekmektedir (Cakmakgi, 1996). Bunlarin disinda da siitiin elde
edildigi hayvan 1rki, yoresel ve iklimsel farkliliklar ile uygulanan geleneksel ve teknolojik
islemlere bagli olarak bir¢ok farkli peynir ¢esidinin iiretildigi bildirilmektedir. Birgogunun
adinin bilinmemesine ragmen Tiirkiye’ de hemen hemen her ydrenin kendine 6zgii
peynirleri bulunmaktadir. Fransiz ve Arap kiiltiiriinden etkilenmis olan Hatay ilimizde de
yoresel olarak {iretilen ve yorede “Carra ¢okelegi ve Carra (Testi) peyniri, Sirk (Kiifli
Cokelek) ve Siinme peynir (Ip peyniri)” gibi isimlerle anilan, kendine has duyusal
ozelliklere ve goriiniise sahip bazi peynir ¢esitleri bulunmaktadir (Giiler, 1999). Arapgada
cokelek anlamina gelen siirk, direk inek siitiinden ya da yayik ayranindan elde edilen
cokelegin, belirli baharatlar eklenerek yogrulmasi, sekil verilmesi ve ardindan
olgunlastiriimasiyla iiretilen ydresel bir fermente siit iiriiniidiir. Uretim esnasinda
hazirlanan karisim, bir gece bekletildikten sonra tekrar yogrularak elde konik sekil
verilmekte ve beyaz parsomen kagidi serilmis bir tepsiye aralikli olarak dizilmektedir.
Daha sonra 3-4 giin siireyle golge bir yerde, lizerine tiilbent Ortiilerek kurutulmaktadir.
Kiiflendirilmeden taze olarak tiiketilecek siirkler ya zeytinyagi igerisinde ya da disina
zeytinyagi siirliliip jelatine sarilarak muhafaza edilmektedir. Olgunlastirilacak olan taze
stirkler, kavanozlara doldurulmakta ve kavanozlarin agzi gazete ile siirklere temas
etmeyecek sekilde kapatilmaktadir. Kavanozlar serin bir yerde 20-25 giin siireyle, siirklerin
tizeri kiif tutana kadar bekletilmektedir (Giiler, 1999). Siirkiin iiretim akis semasi1 Sekil

1.2.” de verilmistir.
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(Kirdar, 2003; Giiler, 2000)
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Sekil 1.2. Siirk tiretimi (Giiler, 1999).

Stirk, Hatay’ m koylerinde ve yoredeki kiiglik isletmelerde {iretilmekte olup
Ozellikle kahvalti sofralarinda zeytinyagi esliginde veya salata seklinde hazirlanarak

fazlaca tiiketilmektedir. Siirk iiretimi i¢in gerekli olan c¢okelek iki farkli yolla elde



edilmektedir. Bunlar direk siitten ¢okelek iiretimi ve yayik ayranindan ¢okelek iiretimidir
(Kirdar, 2003). ). Iki farkli Cokelek iiretim yontemi Sekil 1.1.” de verilmistir. Uretimde
kullanilan ¢okelegin elde edildigi yayik ayrani, lilkemizin biiyiikk bir boliimiinde soguk
icecek olarak siklikla ve fazla miktarda kullanilmasinin yani sira, tereyaginin geleneksel
yontemlerle {iretimi sonucu ortaya ¢ikan Onemli bir yan iiriin olmasiyla da dikkat
¢cekmektedir. Bagka bir iiriiniin iiretiminden elde edilen ve ana iiriinden daha az kiymetli
olan yayik ayraninin degerlendirilmesiyle ortaya ¢ikmis olan bir {iriin olmasina ragmen
siirk, yorede Ozellikle kahvalt1 sofralarinin vazgecilmez lezzeti konumundadir. Bununla
beraber siitten elde edilen iiriin ¢esitliligini arttirmasi ve israfi onlemesi acgisindan da biiyiik

oneme sahiptir.

Stirk, fizikokimyasal ve mikrobiyolojik oOzellikleri agisindan diger benzer siit
trtinleri ile baz1 farkliliklar gostermektedir. Siirk’iin yag oranmin yaklasik % 9 oldugu
bilinmektedir (Giiler, 1999). Ancak, Tiirk Standartlar1 Enstitiisii, TS 591 Beyaz Peynir
Standardina gore benzer bir siit lirlinii olan tam yagli beyaz peynirin yag orani % 45, yarim

yagli beyaz peynirin yag orant ise % 30’dur (Anonim, 2012).

Diger geleneksel peynirlerde de yag oraninin % 15’in iizerinde olmasindan dolayzi,
stirklin yag orani en diisiik peynir benzeri liriinlerden biri oldugu goriilmektedir. Daha az
yagli hayvansal lriinlerin tiiketiminin, yiiksek kolesterol ve kalp rahatsizliklari riskini
azalttig1 Tiirk Kalp Vakfi tarafindan bildirilmektedir (Anonim, 2013a). Dolayistyla siirk ve
benzeri iiriinler yag igerigine gore kiyaslandiginda, siirk tiiketiminin insan saglig1 agisindan
tercih edilebilir oldugu anlasilmaktadir (Esen ve Turgay, 2011). Duyusal ag¢idan
degerlendirildiginde ise iretildigi yorede oldukca sevilmekte oldugu ve kahvalti
sofralarinin olmazsa olmazi oldugu ancak ilk defa deneyenler arasinda begenilirliginin

yaklagik %60 oldugu bildirilmektedir (Durmaz ve ark., 2004).

Stirk mikrobiyolojik agidan degerlendirildiginde ise barindirdigi LAB’ nin yani sira
bazi kiif tiirlerini de icermektedir. Bundan dolay1 oldukca zengin bir mikrofloraya sahiptir.
Bu zengin mikroflora sayesinde probiyotik 6zellik tagimakta fakat kiiflerin varligindan

dolay1 mikotoksin barindirma riski de tasimaktadir.

Bu calismada, Antakya piyasasindan temin edilen siirk orneklerinin Kimyasal,
fiziksel ve mikrobiyolojik 6zelliklerinin incelenmesinin yani sira ig¢erdikleri baskin kiif

mikroflorasinin tanimlamasi yapilmstir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Literatiirde siirk ile ilgili yapilan caligmalarin genel olarak mikrobiyolojik ve
kimyasal agirlikli oldugu goriilmektedir. Yapilan mikrobiyolojik c¢alismalarin tamamina
yakini da silirkte bulunan bakterilerin incelenmesi iizerine gerceklesmistir. Fakat siirkte

bulunan kiif florasi ile ilgili calisma bulunmamaktadir.

Aran ve Eke (1987) tarafindan piyasadan toplanan 118 adet Kasar peyniri
orneginden izole edilen kiiflerin %90-93’ {niin Penicillum cinsine ait olugu, izolatlar
igerisinde P. verrucosum var. cyclopium’in yiiksek oranda oldugu, P. roqueforti’ nin daha
az bulundugu tespit edilmistir. P. verrucosum var. cyclopium’un patulin, citrinin,
cyclopiazonic acid ve penisilik asit; P. roqueforti’nin sadece patulin and penisilik asit

tirettikleri saptanmustir.

Ozkalp (1992) yapmus oldugu calismada Konya ve cevresindeki satis noktalarindan
temin edilmis 140 farkl kiiflii peyniri, kiif mikroflorasi ve mikotoksinler (Bs, B2, G1, G ve
penisilik asit) yoniinden analiz etmistir. Kiiflii peynir drneklerinde Penicillium cinsine ait
dominant tiirler sirasi ile P. roqueforti (%42,91), P. verrucosum var. cyclopium (%22,30),
P. camamberti (%5,08), P. chrysogenum ve P. brevicompactum (herbiri %4,73),
P.frequentans (%4,05), P. echinulatum (%3,38) olarak bulunmustur. Aspergillus cinsine ait
dominant tiirler ise sirasiyla A. flavus (%8,45), A. versicolor (%4,39) olarak belirlenmistir.
Kiiflii peynir 6rneklerinin hi¢birinde mikotoksin (Aflatoksin B, By, Gi, G, ve penisilik

asit) saptanmamaistir.

Sert (1992), Erzincan’in taze Tulum peynirlerinden 14, Erzurum’un taze Beyaz
ve Civil peynirlerinden 13’er, Kasar peynirlerinden 11 adet olmak iizere toplam 51 peynir
ornegi toplamig ve bunlar iizerinde kiif izolasyonlar1 ve tanimlamalar1 yapmistir. Peynir
orneklerinden toplam 136 kiif susu izole etmistir. Calismada, izolatlarin 34’# Penicillium
roqueforti, 28” 1 P. verrucosum var. cycolopium, 72’ si Penicillium sp., 22’ si
P.crycogenum, 22’ si P.expansum, 23’ ii Geotrichum candidum, 22’ si Mucor sp., 4’ it M.
racemous, 2’ si Cladosporium herbarum, 1’ i Aspergillus niger, I’ i Aliernaria alternata,

5’1 steril olarak tanimlanmuis, 5 sus ise tanimlanamamustir.

Lopez-Diaz ve ark. (1996), dogal olarak olgunlastirilmis 10 adet Mavi peynir ve 12
adet kiiflii Manchego peynirini aflatoksin B1 ve B2, sterigmatosistin, patulin, mikofenolik

asit ve rokfortin toksinleri varliklarini incelemek amaciyla analiz etmislerdir. Ayrica,



peynirlerden izole ettikleri 24 Penicillium ve Aspergillus izolatini mutajenite yoniinden
degerlendirmislerdir. Manchego peynirlerinin 4 adedinde mikofenolik asit ve Mavi
peynirlerin de 1 adedinde rokfortin belirlenirken, diger peynirlerde aradiklar
mikotoksinlerin higbirine rastlamamiglardir. Manchego peynirlerinden izole ettikleri bir

Aspergillus susunun ise aflatoksin B1 iiretme kabiliyetine sahip oldugunu belirlemislerdir.

Giiler’ in (1999) gerceklestirdigi bir g¢alismada, hem inek siiti kullanilarak
laboratuvar ortaminda siirk iiretilmis hem de piyasadan 36 adet siirk temin edilerek tiim bu
ornekler lizerinde analizler yapilmistir. Laboratuvar kosullarinda iiretilerek cam ve pet
kavanozlarda 30 giin siire ile olgunlastirilan silirklerden genelde de kullanilan cam
kavanozdakiler begenilmis olup, bilesimleri; kuru madde %39,57, yag, %6,50, protein,
%23,15, tuz %4,87 ve olgunlagsma indeksi %47,62 olarak saptanmistir. Ancak normalde
oldugu gibi ¢evre sicakliginda 25-30 giin kiiflendirilerek tiiketilen siirklerde, kiiflerden
dolay1 daima mikotoksin ve bu arada aflatoksin olusma olasilig1 nedeniyle siirkiin yaygin
olarak iiretimi ve tiikketiminin pek onerilmeyecegi ve bu kiiflerin yakindan incelenmesinin

yararli olacagi kanisina varildig: bildirilmistir.

Tarak¢1 ve ark. (2003), Malatya ve Darende il¢esinin degisik yorelerinde iiretilen
Darende Dumas cokeleginin yapilisi ve {iretilen ¢okeleklerden 12 oOrnekte kimyasal,
mikrobiyolojik ve mineral madde analizleri gergeklestirmiglerdir. Kimyasal analizlerden
elde edilen ortalama degerler: kuru madde oran1 %34,93, yag %8,01, kuru maddede yag
%22,08, kil %2,39, protein %21,66, tuz %1,64, asitlik laktik asit cinsinden %1,67, suda
¢oziinen azot %0,12 ve olgunlagma orani ise %4,08 olarak bulunmustur. Mikrobiyolojik
analiz sonucunda ortalama olarak toplam bakteri sayis1 9,23x10° kob/g, koliform grubu
bakteri sayist 1,958x10% kob/g, maya-kiif sayis1 1,089x10’ kob/g ve laktik asit bakterileri
sayist 1,496X106 kob/g olarak bulunmustur. Mineral madde analizi sonucunda Ca 407,29
ppm, K 979,10 ppm, Fe 29,30 ppm, Mg 16,66 ppm, Cu 15,71 ppm, Zn 4,41 ppm ve Mn

2,60 ppm olarak tespit edilmistir.

Durmaz ve ark. (2004), Hatay ve cevresine 0zgii bir ¢esit siit iirlinii olan siirkiin
kimyasal ve duyusal niteliklerini incelemislerdir. Bu amagla 25 adet siirk Ornegi
kullanilmistir. Siirk 6rneklerinde ortalama kurumadde orani %49,82, yag orant %14,66 ve
tuz oram1 %5,36 olarak bulunmustur. Protein orani %26,43, toplam nitrojen %4,04, suda
¢ozlinen nitrojen %1,30, olgunlagsma indeksi %31,70, protein olmayan nitrojen orani

%19,35, titrasyon asitligi laktik asit cinsinden %1,44 ve pH 5,81 olarak belirlenmistir.



Duyusal 6zellikleri yoniinden 6rneklerin toplam 30 puan iizerinden ortalama 20,16 puan
aldiklar1 saptanmistir. Sonug olarak, Siirk tiretiminde degisik hammadde kullanilmasi ve
standart bir metotla iiretim olmamasi nedeniyle siirk Orneklerinin farkli kimyasal ve

duyusal niteliklerde oldugu belirlenmistir.

Keles ve ark.” nin (2004) taze olarak tiiketime sunulan Siirk {izerinde yaptiklar1 bir
aragtirmada, piyasadan temin edilen 50 adet Siirk 6rneginin mikrobiyolojik ve kimyasal
Ozellikleri incelenmistir. Numunelerin ortalama TMAB (Toplam Mezofil Aerobik Bakteri),
maya-kiif, Lactobacillus ve Staphylococcus spp. sayilari sirasiyla 1,58x10°, 8,17x10°,
8,31x10°, 5,80x10° Kob/g olarak belirlenmistir. Orneklerde ortalama kuru madde, yag, tuz,
kiil, laktik asit cinsinden asidite ve pH degerleri ise sirasiyla %48,80, %4,05, %5,59,
%5,80, %0,78 ve 4,55 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore, arastirmada kullanilan
Stirk  Orneklerinin  kimyasal o6zellikler bakimindan biiytik farkliliklar gosterdigi,

mikrobiyolojik kalitelerinin de yetersiz oldugu bildirilmistir.

Masatg¢ioglu’ nun bir ¢alismasinda, (2004) Siirkte kullanilan ¢esni maddelerinin
Staphylococcus aureus RSKK 95044’ un canliligi iizerine etkisi belirlenmistir. Bu amagla
cesni maddeleri igeren Siirk ve icermeyen kontrol 6rnekleri (Cokelek peyniri) 106 kob/g
diizeyinde inokiile edildikten sonra iki farkli depolama kosulunda (zeytinyagi igerisinde
anaerobik ortamda ve kagitlara sarili olarak aerobik ortamda), ¢evre sicakliginda 30 giinliik
depolama siiresince muhafaza edilmistir. Peynirlerde bu siire¢ icerisinde S. aureus, kiif ve
maya, toplam aerobik mezofil bakteri ve koliform grubu bakterilerin sayisindaki
degisimler ile meydana gelen bazi kimyasal ve biyokimyasal degisimler tespit edilmistir.
Sonuglar, Siirk peynirinde kullanilan ¢esni maddelerini S. aureus canliligi iizerine énemli
bir etkisinin bulunmadigin1 gostermistir (P>0,05). Anaerobik ortamda saklanan Siirk ve
Cokelek peynirlerinde S. aureus sayist hizla azalmaya baslamis ve olgunlasmanin 15.
giiniinden itibaren ise S. aureus varlig1 tespit edilememistir. Buna karsin, aerobik ortamda
saklanan Siirk ve Cokelek peynirlerinde hizli bir kiiflenme gdzlenmistir. Gelisen kiifiin
proteolitik aktivitesi sonucunda pH yiikselmis ve bunun sonucunda S. aureus 15. giinde
tekrar gelisme gostermis ise de 20. glinden itibaren S. aureus varlig1 tespit edilememistir.
Anaerobik ortamda saklanan peynirlerin kimyasal bilesiminde depolama boyunca énemli
bir degisim olmaz iken, aerobik ortamda muhafaza edilen peynirlerde kuru madde, protein,
tuz, kiil, suda ¢Oziinen azot, olgunlasma indeksi ve pH degerlerinde Onemli artiglar

gbzlenmis, su aktivitesi degerlerinde ise dnemli azalmalar saptanmistir (P<0.05).



Hayaloglu ve Kirbag (2007) piyasadan toplamis olduklar1 30 adet Kiiflii peynir
orneginden 24 adet farkli kif tiirii izole etmisler ve Penicillium cinsine ait kiiflerin baskin
mikroflorayr olusturdugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar, P. commune, P. roqueforti ve
P. verrucosum kiiflerinin olduk¢a fazla bulundugunu ve Acremonium, Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Geotrichum, Mucor, Rhizopus ve Trichoderma kiiflerinin de

izole edilen tiirler arasinda yer aldigini belirtmislerdir.

Celikyurt (2008) yapmis oldugu calismasinda siirk peynirinden laktik asit
bakterileri izole etmis ve tanimlamalarim1i yapmustir. Calismada, rastgele 15 farkh
kaynaktan segilen siirk 6rneklerinin ayrica bazi1 6zellikleri de incelenmistir. incelenen siirk
orneklerinin TMAB sayis1 ortalama 6,42 + 0,41 log kob/g, koliform grubu bakteri sayist <
1 log kob/g olarak bulunmustur. Orneklerdeki maya- kiif sayisi ise ortalama 3,94 + 0,55
log kob/g, M17 agarda gelisen laktik asit bakterileri sayis1 3,13 + 0,32 log kob/g ve MRS
(de Man, Rogosa, Sharpe) agarda gelisen ortalama laktik asit bakterileri sayis1 5,79 + 0,43
log kob/g olarak belirlenmistir. Orneklerin kimyasal sonuglarmin ortalama degerleri ise
kuru madde % 43,36 + 1,85, yag % 7,24 £ 1,02, tuz % 5,52 £ 0,71, kiil 6,54 + 0,71, asitlik
% 2,33 + 0,24, protein % 17,14 £ 1,02 ve son olarak pH sonuglar1 4,16 £ 0,66 olarak
belirlenmigtir. Siirk 6rneklerinden 17 adet ¢ubuk ve 29 adet kok seklinde laktik asit
bakterisi izole edilmistir. 16S rDNA yontemine gére DNA izolasyonu gergeklestirilen ve
PCR’da (Polymerase Chain Reaction) DNA &rnekleri gogaltilan bu bakterilerin dizi analizi
yontemi ile tanimlamasi yapilmistir. Dizi analizi sonuglarina goére toplam 23 izolat
Pediococcus acidilactici olarak, 5 izolat Enterococcus durans olarak, bir izolat E. faecium
olarak, 7 izolat Lactobacillus brevis olarak, 10 izolat L. paracasei olarak tanimlanmustir.

Aygiin ve ark. (2009), gergeklestirmis olduklari bir ¢alismada Siirk’ te aflatoksin
M; (AFM;) bulasisi olup olmadigini arastirmiglardir. Calismada analizleri yapilmak {izere
piyasadaki 120 farkli satis yerinden Ornekler toplanmistir. AFM; diizeylerini belirlemek
tizere ELISA testleri yapilmistir. Stirk 6rneklerinden 72 tanesinde (%60) AFM; diizeyleri
1043 — 16 ng/kg arasinda bulunmustur. Ayrica Orneklerin 16° sinda (%13,3) AFM;
miktarlarinin, Tiirkiye’ de kabul edilebilen en yiiksek limiti astigi (250 ng/kg) tespit
edilmistir. Bu sonuglara gore Siirk 6rneklerinde AFM; varliginin, tiikketici saglig1 agisindan

bir risk olarak diisiiniilebilecegi bildirilmistir.

Aydemir Atasever ve ark.” nin (2010) bir ¢alismasinda, toplam 304 peynir 6rnegi

(85 beyaz peynir, 75 kasar peynir, 62 civil peyniri, 82 krem peynir) AFM1 yoniinden



incelenmistir. Orneklerin AFM1 igerigi ve konsantrasyonu kompetitiv ELISA metoduyla
arastirilmigtir. AFM1’in belirlenebilir limiti 50 ng/kg olup, beyaz peynir &rneklerinin
%82,4, kasar peynir 6rneklerinin %80, civil peynir 6rneklerinin %19,4 ve krem peynir
orneklerinin ise %84,2’linde bu maddeye rastlanmistir. Avrupa Komisyonu’na gére AFM 1
yoniinden yasal limitleri (250 ng/kg) asan numune orani beyaz peynir, kasar peynir ve
krem peynir 6rneklerinde sirasiyla % 27,1, % 34,7, % 17,1 olarak belirlenmistir. Tiirk Gida
Kodeksi’ne gore yasal limitleri (500 ng/kg) asan numune orani beyaz peynir, kasar peynir
ve krem peynir 6rneklerinde sirasiyla % 16,5 (14/85), % 14,7 (11/75) ve % 6,1 (5/82)
olarak belirlenirken civil peynir numunelerinde sézkonusu limitleri asan numuneye
rastlanmamistir. Bu sonuglara gore yiiksek AFM1 diizeyinin Tirkiye’ de halk sagliginm

tehdit eden 6nemli bir problem oldugu bildirilmistir.

(Cakmake1 ve ark. (2010) gerceklestirmis olduklar1 bir arastirmada ilk olarak; kiif
geligimi, gorlinlisii ve lezzeti begenilen 41 adet kiiflii Civil peynir 6érneginden elde edilen
186 izolattan, morfolojik ve genetik tan1 sonuglari ile Penicillium roqueforti tanis1 konulan
165 izolat elde etmislerdir. Ayrica bu izolatlar1 patulin, penisilik asit (PA), roquefortine (R)
ve PR toksin iiretme kabiliyeti bakimindan analize tabi tutmuslardir. P. roqueforti
suslarinin %90,3’1 toksin iiretme Ozelligine sahip olup, Calisma sonucunda, PR toksin,
denenen sicakliklarda (5 ve 25 °C) en ¢ok sus tarafindan {iretilen sekonder metabolit
olmustur. Izolatlardan aranan toksinleri iiretmeyen 16 sus elde edilmistir. Bu elde edilen
izolatlar daha sonra starter kiiltiir haline getirilerek ¢ivil peyniri {retiminde

kullanilmislardir.

Turgay ve ark.” nin (2010) Kahramanmaras peynirlerinde gerceklestirmis olduklari
bir ¢alismada aflatoksin M1 diizeyleri arastirilmistir. Analizleri gerceklestirilen 46 adet
yar1 sert Kahramanmaras peynirinin 22’ si inek siitiinden, 18’ i kegci siitlinden ve 6 s1
koyun siitiinden elde edilmistir. Aflatoksin M1 diizeyleri yiiksek basingli likit kromatografi
(HPLC) kullanilarak belirlenen 6rneklerden koyun siitliyle iiretilen peynirlerde AFM1’ e
rastlanmamuistir. Geri kalan inek ve kegi siitlinden elde edilen 6rneklerin 32’ sinde (%69,6)
AFML1’ e rastlanmistir. Inek ve kegi peynirleri sirasiyla 0,069-1,2 ng/g ve 0,06-0,22 ng/g
araliklarinda AFM1 bulundugu tespit edilmistir. Analizleri gerceklestirilen 2 adet inek
peyniri 6rnegi (1,2 ng/g — 0,25 ng/g) disindaki drneklerde (%96) Tiirk Gida Kodeksi’ nde
belirlenmis olan limitlerin (0,25 ppb) altinda AFM1 oldugu belirlenmistir.



Kav ve ark. (2011), AFM; diizeylerini belirlemek iizere Sanliurfa piyasasinda satisa
sunulan 127 adet beyaz salamura edilmis peynir 6rnegi temin etmiglerdir. Calismada
ELISA yontemi kullanmilmistir. Yapilan analizler sonucunda 6rneklerden 36 tanesinde
(%28,3) olgiilebilir diizeylerin tizerinde (> 50 ng/kg) AFM; bulundugu (70,61-770,97
ng/kg) belirlenmistir. Bu 36 ornekten 13’ iinde AFM; miktarinin 250 ng/kg smirinin
tizerinde oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak, Tiirkiye’ nin Gilineydogu Anadolu bolgesinde
yiiksek oranda tiiketilen bir {iriin olan beyaz salamura edilmis peynirin ciddi bir saglik riski
olusturmadig kanaatine varilmistir. Ancak tiiketiciler ve 6zellikle bebek saglig1 acisindan

potansiyel risk olusturdugu bildirilmistir.

Elkak ve ark.” m (2012) Liibnan piyasasinda satilan peynirlerdeki aflatoksin M;
varligimi belirlemek iizere yaptiklari bir ¢alismada piyasadan toplanan 111 farkli peynir
ornegi kullanilmistir. Bu peynirler arasinda hem yerel iiretim olan hem de ithal edilen
tirtinlerin oldugu bildirilmistir. Bu orneklerin % 67,56’ sinda AFM; oldugu tespit
edilmistir. AFM; tespit edilen Orneklerin ise % 17,33 iinde Avrupa Komisyonun
belirledigi limitin (250 ng/kg) tizerinde AFM; oldugu belirlenmistir. Analizi yapilan peynir
orneklerinden, limitin lizerinde AFM; tespit edilenlerin 13 tanesindeki toksin miktar1 255-
315 ng/kg araliginda bulunmustur. Liibnan’ 1 en iyi siit {iriinleri fabrikalarindan toplanan
ve ithal edilen peynir 6rneklerinde ise limitin asilmadigi (3,95-77,2 ng/kg) gorilmiistiir.
Caligmanin sonucunda Liibnan’ da tiliketilen peynirlerdeki AFM; diizeylerinin siirekli
kontrol edilmesinin gerekliligi vurgulanmustir. Ozellikle yerel giftliklerde fiiretilen

peynirlerin kontrol altina alinmasinin gerektigi bildirilmistir.

Stirk ile ilgili yapilan baska bir mikrobiyolojik ¢alismada, laktik asit bakterileri
izole edilmistir. izole edilen laktik asit bakterilerinin tanimlanmas1 morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve kiiltiirel 6zellikleri dikkate alinarak yapilmistir. Laktik asit bakterilerinin
tiir tayini molekiiler yontemlerle gerceklestirilmistir. Laktik asit bakterilerinin baz1 gida
patojenleri {izerine inhibisyon etkileri disk diflizyon yontemine gore belirlenmistir. Ayrica,
tanimlamas1 yapilan izolatlarla hazirlanan silirk peynirinin mikrobiyolojik, fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri incelenmistir. Caligma sonucunda siirk orneklerinden 86 adet bakteri
izole edilmistir. Yapilan morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testleri sonucunda 16
tanesinin Streptococcus cinsine ait oldugu, molekiiler tanimlama (PCR) sonucunda ise 10
izolatin S. thermophilus oldugu tespit edilmistir. izolatlarm E. coli’ nin gelismesini en fazla

engelledigi goriilmiistiir (40 mm inhibisyon zonu). Ayrica Bacillus subtilis, S. epidermidis
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ve S. typhimurium’ un gelismesini de fakli oranlarda inhibe ettigi tespit edilmistir.
Incelenen &rneklerde ortalama olarak yag oram % 28,85, kuru madde oran1 % 61,069, pH
degeri 5,14, kiil degeri % 11,06 ve protein degeri % 20,86 olarak bulunmustur. Orneklerde
toplam bakteri sayisi 11,3x10* - 47,1x10* kob/g olarak belirlenmistir (Sihca, 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Calismada kullanilan 36 adet Siirk 6rnegi, 2013 Ocak ayinda Antakya piyasasindan
temin edilmistir. Kiiflendirilmis (olgunlastirilmis) siirk 6rnekleri Resim 3.1.” de verilmistir.
Ornekler satis yerlerinden piyasaya arz edildigi sekilde alinarak steril posetlerle alinarak,
sogutuculu termosla laboratuvara getirilmistir. Steril posetler igerisinde analizlere
hazirlanan olgunlastirilmis siirk o6rnekleri Resim 3.2 de verilmistir. Analizler
gerceklestirilene kadar ve tiim calisma boyunca siirk 6rnekleri +4°C’ de buzdolabinda

bekletilmistir.

Resim 3.1. Kiiflendirilmis (olgunlastirilmis) siirk 6rnekleri.

Yusuf Esen

Resim 3.2. Steril posetler icerisinde analizlere hazirlanan olgunlastirilmis siirk 6rnekleri.
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3.2. Yontem
3.2.1. Mikrobiyolojik analizler

Her bir mikrobiyolojik analiz i¢in 10’ g Siirk 6rnegi aseptik Kosullar altinda 90 ml
steril %0,85” lik NaCl ¢ozeltisi ile manyetik karistiricida 1200 devir/dk.” da 2 dk. siire ile
homojen hale getirilmis ve 102-10% Lk diliisyonlar standart sekilde hazirlanmistir
(Anonim, 2004).

3.2.1.1. Toplam mezofil aerobik bakteri (TMAB)

Standart yayma plak yontemi ile PCA (Plate Count Agar) (Merck) besiyerine 107*-
10° araligindaki tiim diliisyonlardan ekim yapilmis, 37°C’ da 48 saat inkiibasyon
sonrasinda petri kutularinda olusan kolonilerden 30-300 arasinda olanlar sayilmistir ve

standart formiil ile siirklerin graminda koloni olusturan birim hesaplanmistir. (Anonim,

2004)
3.2.1.2. Toplam maya ve kiif

Standart yayma plak yontemi ile PDA (Potato Dextrose Agar) (Merck) besiyerine
10™%-10° araligindaki tiim diliisyonlardan ekim yapilmis, 25+2° C’da 72 saat inkiibasyon
sonrasinda petri kutularinda olusan kolonilerden 30-300 arasinda olanlar sayilmig ve
standart formiil ile peynirlerin graminda koloni olusturan birim hesaplanmistir (Anonim,

2012).
3.2.1.3. Laktobasillerin saymm

Laktobasillerin sayimi amaciyla MRS Agar (Merck) kullanilmistir. Yayma kiiltiir
yontemi uygulanmis olup, uygun diliisyonlardan 0,1°er mL ¢ift petri plagina ilave edilmis
ve steril drigalski spatiilii ile yayilmigtir. Daha sonra petriler anaerobik kavanozda (Merck)
30 °C’de 48-72 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyonun ardindan katalaz negatif tipik

koloniler sayilmistir (Anonim, 2010a).
3.2.1.4. Laktokoklarin sayim

Laktokoklarin saymmi icin M 17 Agar (Merck) kullanilmistir. Yayma kiiltiir
yontemi uygulanmis olup, uygun diliisyonlardan 0,1’er mL ¢ift petri plagina ilave edilmis

ve steril drigalski spatiilii ile yayilmistir. Daha sonra petriler 30 °C’de 24 saat inkiibe
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edilmistir. Inkiibasyondan sonra mikroskobik ozellikler dikkate alinarak koloniler

sayilmistir (Anonim, 2010a).
3.2.1.5. Staphylococcus aureus sayimi

Uygun diliisyonlardan 0,1 mL, 6nceden hazirlanmis olan, Baird-Parker Agar’a
(Merck) ilave edilerek steril drigalski spatiilii yardimi ile ylizeye yayilmistir. Ekimi
tamamlanan petriler 37°C’de 24 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda tipik S.
aureus kolonileri (1-1,5 mm ¢apli, siyah, parlak, konveks, ¢evresinde 2-5 mm ¢apa kadar
genisleyebilen opak zonlu) yatik agara alinarak; katalaz, koagiilaz ve DNaz testleri
gerceklestirilmistir. Katalaz (+), Koagiilaz (+) ve DNaz (+) koloniler patojenik S. aureus

olarak degerlendirilmistir (Anonim, 2001).
3.2.1.6. Koliform grubu bakteri sayimi

Koliform bakterilerin sayiminda {¢li tiip en muhtemel say1 (EMS) metodu
uygulanmustir. Izolasyon icin, 107, 102 ve 107liik diliisyonlar, 10 ml Lauryl Sulphate
Tryptose Broth (Merck) besiyeri ve Durham tiipii iceren tiiplere 1 ml’ lik dl¢iilerde inokiile
edilerek 35°C’ de 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda gaz olusumu
gozlenen tliplerden dogrulama i¢in Brilliant Green Bile Broth besiyeri iceren ve Durham
tipli bulunan tiiplere 6zeyle inokiilasyon yapilmis ve 35°C’° de 48 saat inkiibasyonu
takiben gaz olusumu gosteren tiipler EMS (En Muhtemel Sayi) tablosuna gore
degerlendirilmistir (Anonim, 2010b).

3.2.1.7. Kiif mikroflorasimin identifikasyonu
Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Orneklerin tanimlamaya hazirlanmasinda kullanilan yontem seyreltme plaka
teknigidir. Diliisyonlar diger mikrobiyolojik analizlere gore hazirlanmis olsa da kiif
sporlar1 ¢cok kolay dibe ¢oktiikleri icin ekim miimkiin oldugu kadar kisa siirede yapilmigtir

(Yoltas, 2007).

Piyasadan temin edilen Siirk Orneklerinin her birinden 10 g alinarak aseptik
kosullar altinda 90 ml steril Tween 80’ li serum fizyolojik ¢ozeltisi igerisine alinmigtir.
Boylece 6rnek 1/10 oraninda seyreltilmistir. Bu halde 1-2 saat bekletildikten sonra
homojenizasyon i¢in ¢alkalayicida 30 dk. kadar agir bir tempoda ¢alkalanmistir. Calkalama

isleminden sonra i¢lerinde 9’ar ml steril saf su bulunan tiiplere seri halinde 102-10% 1Lk
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seyreltmeler hazirlanmistir. 10, 10® ve 10°® lik seyreltmelerden ¢ift paralel olacak sekilde
steril standart petri kaplarina 1’er ml aktarilmistir. Icerisinde 1’ er ml érnek bulunduran
petrilerin {izerine otoklavlanarak steril edilen ve daha sonra 45°C’ye kadar sogutulan
besiyerleri aseptik kosullar altinda dokiilmiistiir. Genel fungal floranin belirlenmesi igin
RBCA (Rose Bengal Chloramphenicol Agar) besiyeri, ozmofilik tiirlerin belirlenmesi igin
ise MEA+%40 sakkaroz (Malt Extract Agar) ortamlart kullanilmistir. Her ortam igin ¢ift
paralel ekim yapilmistir. Besiyerinin donmasi beklendikten sonra petriler 25°C’de 4 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra petride olusan koloni sayilari tespit
edilmistir. Izole edilen kiifler MEA ya da PDA’l1 yatik tiiplere aseptik kosullarda ¢ekilmis
ve saf kiiltiir haline getirilmislerdir. Bu islem sonrasinda ise izole edilip saf kiiltiir olarak
saklanan kiiflerin tanilamasina gecilmistir (Anonim, 2012). Toplamda 36 adet siirk
orneginden 67 adet izolat elde edilmistir. Tanilama asamasina gecilene kadar tiiplerdeki

izolatlar +4°C’lik buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Lzolatlarin Tanilanmasi

Izole edilen kiifler ilk énce cins diizeyinde tayinlerinin, yapilabilmesi icin MEA ve
PDA ortamlaria alinmistir. 25°C’de 5-7 giin inkiibasyondan sonra koloniler makroskobik
ve mikroskobik olarak incelenmis ve cins diizeyinde tanilanmislardir (Hasenekoglu, 1991;

Domsch ve ark., 1995; Pitt, 2000; Klich, 2002;).
Elde Edilen Kiif Izolatlarindan DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu, Doyle ve Doyle (1987) CTAB (cetyltrimethyl amonium bromide)
Metodu’ nun modifiye edilmesiyle gerceklestirilmistir. Ilk olarak 1,5 ml’ lik tiiplere
kolonilerden 6rnekler aktarilmigtir. Uzerlerine 500 ul CTAB Buffer eklendikten sonra 2
dk. boyunca vortex karistirict yardimiyla karistirilmistir. Daha sonra 30 dk.” da bir
kanigtirllmak tizere 65°C’ lik su banyosunda 1,5 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra tiiplere 233 pl izopropanol ilave edilerek 65°C’ lik su banyosunda 15
dk. bekletilmistir. Bu siire sonunda 1 dk. boyunca ters diiz edilerek karistirilmistir.
Karistirilan tiipler, 500 pl kloroform:izoamil alkol (24:1) ilavesinden sonra tekrar 65°C” lik
su banyosunda 5 dk. bekletilmistir. Tiipler bekletildikten sonra 5 dk. boyunca 14000
devir/dk.” da santrifiij edilmislerdir. Bu islem sonrasinda her bir tiipte, iistte kalan siv1 fazin
500 pl” si dikkatlice aliarak icerisinde 400 pl izopropanol bulunan 1,5 ml’ lik tiiplere
aktarilmistir. Calkalanarak iyice karistirilan tiipler 5 dk. boyunca 14000 devir/dk.” da

santrifiij edilmislerdir. Daha sonra iistte kalan sivi kisim tamamen uzaklastirilarak kalan
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kat1 kismin {izerine %70’ lik sogutulmus etanol eklenmistir. Tiipler 70°C’ lik su
banyosunda 10 dk. bekletildikten sonra 5 dk. boyunca 14000 devir/dk.” da santrifiij
edilmislerdir. Santrifiijden sonra kati kisimdan kayip olmamasina 6zen gosterilerek sivi
kisim uzaklastirilmis ve eser miktarda da olsa kalan etanoliin u¢masi i¢in 70°C’ lik su
banyosunda 5 dk. bekletilmistir. Kurutulan 6rnek 40 pl steril saf su ile siispanse edilmis ve

PCR (Polymerase Chain Reaction) i¢in kullanima hazir hale getirilmistir.
Izolatlarin Genetik Tanisi

Izolatlarin genetik tanis1t DNA izolasyonu, PCR islemi ve PCR iiriiniiniin Agaroz
jelde yiiriitilmesi gerceklestirilerek yapilmistir. Saflastirilan ve amplifiye edilen bolgenin
DNA dizi analizi yapilarak tan1 gergeklestirilmistir. DNA saflagtirma isleminde DNA Mini
Kit kullanilmigtir. Saflagtirma islemi {iriin katalogunda belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.
Saflastirilan DNA -20 °C’de muhafaza edilmistir. Izole edilen kiiflerin molekiiler tanisi,
Internal Transcribed Spacer (ITS) bolgesi hedef alinarak gergeklestirilmistir. Bolgeye 6zgii
birgok primer bulunmakla beraber en cok kullanilan ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) ve ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) tercih
edilmistir (White ve ark., 1990). PCR karigim1 15 uL. master mix 0,5 pL ITS1 (forward)
0,5 uL ITS4 (reverse) 3 pL templete DNA ve 11 pL su kullanilarak hazirlanmistir.
Hazirlanan 6rnekler, 95 °C’de 15 dk. denatiirasyon, bunu takiben 35 dongii olacak sekilde
96 °C’de 30 sn denatiirasyon, 50 °C’de 15 sn baglanma ve 68 °C’de 2dk uzama
basamaklar1 ve son olarak 72 °C’de 10 dk uzama basamagindan olusacak sekilde
programlanan PCR thermocycler cihazina (FAVORGEN Peltier Based Thermal Cycler,
Model FAPCR 96G) yerlestirilmistir. Se¢ilmis olan programla hedef bdlgenin
amplifikasyonu gerceklestirilmistir (White ve ark., 1990). PCR islemi sonucu elde edilen
tirtin agaroz jelde yiiriitiilerek (120 V, 50 mA, 150 dk.) kontrol edilmistir. Yapilan islemler
sonucunda hedeflenen 600 bp’lik bolgenin amplifiye edilip edilmedigi belirlenmistir. Elde
edilen amplikonlar saflastirilarak sekans analizine tabi tutulmustur. Sekans sonuglari
BLAST (Anonim, 2013c) programi kullanilarak degerlendirilmistir (Cakmakg¢1 ve ark.,
2010; Florez ve ark., 2007).

3.2.2 Kimyasal analizler

3.2.2.1. Kuru madde tayini

Sabit tartima gelmis ve daras1 alinmis kurutma kaplarina paralel ¢alisilarak yaklagik

5 g siirk 6rnegi tartilip 100 £ 2° C’de sabit tartima gelinceye kadar kurutulmustur. Her
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seferinde desikatorde sogutulup tartimlari alinmistir. Bulunan degerlerle % kuru madde

orani hesaplanmistir (Anonim, 2008).
3.2.2.2. Yag tayini

Van Gulik biitirometrelerinin alt tipasina yerlestirilen behercige, paralel galigilarak
3 g siirk tartilmistir. A¢ik agzindan 10 ml siilfirik asit (d=1,824 g/ml) konulmus ve 70°
C’lik su banyosunda siirkiin yanmasi saglanmistir. Daha sonra 1 ml isoamil alkol ilave
edilerek c¢alkalanmistir. Van Gulik biitirometresinin agzi1 tipayla kapatilarak Gerber
santrifiijinde 10 dk. santrifiij edilmistir. Biitirometrenin skalasindan yiizde olarak yag

miktar1 okunmustur (Anonim, 1978).
3.2.2.3. Kiil tayini

Yaklasik 1 g siirk 3 paralelli ¢alisilarak daha 6nceden sabit tartima getirilip darasi
alinmis porselen krozelere konulmustur. Kiil firmninda 550° C’de kiil rengi beyazlasincaya
kadar yakilmistir. Daha sonra desikatorde sogutulmus ve tartimi almarak % kiil oram

hesaplanmistir (Kurt ve ark. 1996).
3.2.2.4. Tuz oraminin belirlenmesi

Ucer paralelli ¢alisilarak tartilan 5 g siirk 6rnegi havanda sicak saf su ( 45-50 °C)
ile ezilerek 500 mI’lik balon jojeye saf su ile tamamlanmistir. Daha sonra fitre kagidindan
siiziilmiis ve siiziintiiden 25 ml alinip bir erlene aktarilmistir. Indikatdr olarak 1 ml K,CrOy
cozeltisi ilave edilmis ve 0,1 N AgNOj ¢ozeltisi ile titre edilmistir. Titrasyon sonucunda
kiremit rengi olusumunun gozlendigi noktada sarf edilen AgNO3 miktarindan % tuz orani

hesaplanmistir (Anonim, 2013b).
3.2.2.5. Asitlik tayini

Siirk 6rneklerinden 3 paralelli ¢alisilarak 10 g tartilmis ve sicak su ile ezilerek 100
ml’ lik balon jojede ¢izgi seviyesine kadar saf su ile tamamlanmistir. Buradan alinacak 25
ml karisima birka¢ damla fenolftalein ilave edilmis ve 0,1 N NaOH ile titre edilmistir.

Harcanan NaOH miktari ile % asitlik hesaplanmistir ( Anonim, 2013b).
3.2.2.6. Protein tayini

Siirk drneklerinden 2 g alinarak Kjeldahl balonuna konulmustur. Uzerine Kjeldahl

tableti ve 20 ml H,SO, ilave edilmistir. Balon mavi berrak bir renk alana kadar yakilmistir.
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Daha sonra sogutulmus ve iizerine 200 ml saf su ve 80 ml potasyum siilfitli NaOH ¢ozeltisi
karigmayacak sekilde ilave edilmistir. Bu sekilde destilasyon diizenegine baglanmistir.
Destilasyon diizeneginin diger tarafina 0,1 N H,SO4 ¢ozeltisinden 50 ml ve indikator
olarak kongo kirmizisi damlatilmistir. Destilasyon islemi bittikten sonra 0,1 N NaOH
cozeltisi ile titre edilerek harcanan miktarin 50’ den farki alinip % azot miktarn
hesaplanmistir. Bulunan oran 6.38 faktorii ile carpilmis ve % protein miktart tespit

edilmistir (Kurt ve ark. , 1996).
3.2.2.7. pH degerlerinin belirlenmesi

Stirk orneklerinde pH oOl¢timii i¢in 10 g siirk 15 ml saf su igerisinde iyice

homojenize edilmis ve birlesik elektrotlu pH-metre kullanilarak pH’s1 belirlenmistir (Case

ve ark., 1985).
3.3. istatistiksel Hesaplamalar

Iki paralelli olarak gerceklestirilen analizlerden elde edilen sonuglarin ortalamalar
arasindaki farkliliklarin 6nemli olup olmadiginmi belirlemek amaciyla tek yonlii varyans
analizi, onemli farkliliklar1 olan gruplar belirlemek amaciyla Tukey coklu karsilastirma
testi ve farkli parametrelere ait sonuglarin aralarindaki iligkiyi ortaya koymak amaciyla
korelasyon analizi yapilmistir. Analizler %95 6nem seviyesinde gergeklestirilmistir. Tim
istatistiksel hesaplamalar i¢in SPSS Statistics paket programi kullanilmistir (Bek ve Efe,
1988).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Siirk Orneklerinin Bazi Kimyasal Ozellikleri

Siirk 6rneklerinde gerceklestirilen kuru madde, kiil, yag, protein, tuz, asitlik ve pH
analizlerinin sonuclar Cizelge 4.1.” de verilmistir.

Cizelge 4.1. Siirk 6rneklerinde yapilan bazi kimyasal ve fiziksel analiz sonuglari.

.. Kuru Kiil Yag Protein Tuz -
(N);“ek Madde  (K.M’de) ¢ '(“LS'L'”; ) P
(%) (%) (%) (%) (%) -

1 46,09 11,59 7,79 18,64 15,15 0,22 4,25
2 47,23 13,44 8,05 16,71 13,31 0,31 4,05
3 45,39 12,62 7,18 16,18 13,50 0,19 4,45
4 49,11 13,95 1,47 17,83 15,66 0,23 4,60
5 46,94 13,20 8,66 18,74 13,01 0,30 3,45
6 35,43 12,24 6,32 16,62 8,27 0,27 3,40
7 34,05 4,56 7,78 16,12 4,74 0,56 4,25
8 45,90 13,99 7,01 17,87 9,47 0,31 3,15
9 34,56 417 7,33 18,55 2,74 0,38 4,65
10 33,69 4,43 5,85 17,05 4,26 0,87 4,60
11 40,78 7,76 6,82 15,86 4,27 0,36 4,70
12 38,78 6,47 8,78 18,56 5,59 0,36 4,75
13 40,31 5,02 6,85 16,73 4,32 0,30 4,95
14 37,42 4,97 7,93 17,78 4,62 0,88 3,20
15 41,64 7,50 5,70 16,68 4,47 0,34 4,85
16 48,07 12,52 6,18 16,50 7,45 0,41 3,45
17 52,35 10,33 5,83 16,84 14,22 0,96 3,60
18 60,32 10,65 7,43 18,56 10,47 1,92 4,15
19 70,54 12,72 6,38 16,91 9,93 2,33 3,25
20 43,76 8,82 8,03 16,63 11,11 1,23 4,80
21 44,30 8,48 8,48 17,80 11,00 1,30 3,35
22 47,02 5,24 6,70 17,37 6,18 1,83 4,20
23 44,53 5,33 6,03 17,56 7,73 2,98 4,65
24 51,41 8,46 7,28 18,45 7,55 1,02 5,15
25 54,29 6,73 6,58 16,47 5,95 2,91 3,25
26 53,95 11,33 7,58 15,74 9,01 1,90 3,55
27 42,18 10,34 8,80 17,82 8,28 0,27 3,15
28 42,34 9,88 8,08 18,40 6,23 0,36 5,00
29 38,31 5,07 8,38 18,03 3,52 0,61 4,15
30 40,14 10,64 5,75 18,32 7,30 0,20 3,65
31 39,51 5,68 6,88 18,80 5,53 1,15 4,35
32 33,77 4,79 7,68 17,00 4,83 0,88 3,55
33 34,90 11,87 8,68 16,73 5,80 0,17 4,05
34 47,55 7,71 6,23 17,92 5,55 0,59 4,65
35 46,05 7,09 6,33 17,45 5,50 0,78 3,45
36 42,84 11,94 7,53 17,70 11,22 0,66 5,15

Min. Ortalama 33,69 417 5,70 15,74 2,74 0,17 3,15

Max. Ortalama 70,54 13,99 8,80 18,80 15,66 2,98 515

Genel Ortalama 44,32 8,93 7,23 17,41 7,99 0,84 411

19



Antakya piyasasindan temin edilen 36 adet siitk Ornegi iizerinde yapilan kuru
madde tayini analizleri sonucunda en yiiksek oran %70,54, en diisiikk oran ise %33,69
olarak bulunmustur. Ortalama kuru madde oraninin ise %44,32 oldugu tespit edilmistir.
Yapilan tek yonlii varyans analizleri sonucunda Ornekler arasindaki kuru madde oram
farklar istatistiksel agidan énemli bulunmustur (p<0,05). Coklu karsilastirma testine gore
23 adet farkli grup olusmustur. En diisiik ortalamalara sahip olan gruba ait 6rnekler 7, 9,
10, 32 ve 33 en yiiksek ortalamalara sahip gruptaki ornekler ise 18 ve 19 numarali 6rnekler
olarak bulunmustur. Siirk 6rnekleri arasindaki kuru madde orani farkinin fazla olmasinin,
strklerin elde edildigi siitlerin kurumadde igeriklerinin farkliligindan kaynaklandigi
sOylenebilir. Yine ayni sebeple siirk Orneklerinin olgunluk (kiiflenme) oranlarinin de
birbirinden farkli oldugu gozlemlenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda daha olgun olan
stirk 6rneklerinin, olgunlugu az olan siirk 6rneklerine gére daha kivamli ve hamurumsu
yapida oldugu tespit edilmistir. Kuru madde farkina sebep olan bir baska etmen ise
kullanilan siitiin ¢ig, pastorize veya kaynatilmis olup olmadigidir. Bu farklilik siitlin
sicakliga maruz kalmasiyla, 6zellikle proteinlerinde meydana gelen bazi degisikliklere
atfedilebilir (Kocgak, 1989; Giiven, 1993; Uraz,1992). Bu sebeplerden 6tiirii en diisiik kuru
maddeye sahip 6rnekle en yiiksek kuru maddeye sahip 6rnek arasinda neredeyse iki kati
oraninda fark oldugu goriilmektedir. Elde edilen ortalama kuru madde oraninin, Celikyurt’
un (2008) calismasinin sonuglartyla ortiistiigli fakat Durmaz ve ark. (2004), Keles ve ark.
(2004) ve Sihca’ nin (2012) elde ettigi sonuglardan diisiik oldugu goézlemlenmistir.
Bunlarin yani sira Giiler’ in (1999) calismasinda elde ettigi sonug¢lardan yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Ancak literatiirdeki diger c¢alismalara gore ortalama sonuglardaki
farkliliklara ragmen, elde edilen en diisiik ve en biiylik deger araligi tiim g¢alismalarla

ortiismektedir.

Orneklerde yapilan kuru maddede (KM) kiil tayini sonuclar1 arasinda en yiiksek
oran %13,99, en diisiik oran ise %4,17 olarak bulunmustur. Tiim 6rneklerin ortalama KM’
de kiil orani ise %8,93” tiir. Orneklerin ortalamalar1 arasindaki farklar istatistiksel acidan
onemli bulunmustur (p<0,05). Yapilan ¢oklu karsilastirma testlerine gore 17 farkli grup
oldugu tespit edilmistir. Bu gruplara ait drneklerden en diisiik ortalamaya sahip olanlar 7,
9,10, 13, 14, 22, 23, 29, 31, 32 numaral1 6rneklerdir. En yiiksek ortalamaya sahip 6rnekler
ise 2, 3, 4, 5, 16, 19 numarali 6rneklerdir. Elde edilen bu sonuglar literatiirdeki diger
caligsmalarla ayn1 araliklardadir. Fakat ortalama kiil oranlar incelendiginde ¢aligmada elde

edilen sonuclarin, Keles ve ark.” nin (2004) ve Celikyurt’ un (2004) elde ettigi sonuclardan
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yiiksek oldugu, Sihca’ nin (2012) sonuglarindan ise diisiik oldugu gozlemlenmistir. Kiil
oranlarindaki bu farkliliklarin, {iretimlerde kullanilan siitlerin igeriginden, ilave edilen

katki maddelerinin g¢esitleri ve baharatlarin miktarlarindan kaynaklanabilecegi s6ylenebilir.

Yag analizleri sonucunda elde edilen en yiiksek oran %8,80 en diisiik oran %5,70’
dur. Tiim 6rneklerde bulunan yag oranlariin ortalamasi ise %7,23’ tiir. Tek yonli varyans
analizi sonuglarina gore orneklerin yag orani ortalamalar1 arasindaki farklar istatistiksel
acidan onemli bulunmustur (p<0,05). Yapilan Tukey c¢oklu karsilastirma testi sonuglarina
gore ise 17 adet grup olustugu goriilmiistiir. Buna gore en diisiik ortalamaya sahip
orneklerin ortalama yag orant %6,06, en yiiksek ortalamaya sahip grubun ortalama yag
orani ise %8,43 olarak bulunmustur. Caligmada elde edilen yag analizleri sonuglar1 Giiler’
in (1999) bulmus oldugu sonuglarla Ortiigmektedir. Ancak tiim Orneklerin yag oram
ortalamasma bakildiginda sonucun Keles ve ark.” nin (2004) elde ettigi sonuglardan
yaklagik iki kat fazla oldugu goriilmektedir. Ayni zamanda da Durmaz ve ark.” nin (2004)
ve Sihca’nin (2012) elde ettigi sonuglardan oldukca diisiik oldugu tespit edilmistir. Yag
oranlarindaki bu goézle goriiliir farklarin en 6nemli sebebinin iiretim yontemi oldugu
sOylenebilir. Eger siirk liretilirken ¢okelek, yayik ayraninin kaynatilmasiyla elde edilmisse
yag1 alimmis ¢okelek oldugundan oranin diisiik bulunmasina neden olur. Fakat ¢okelek
kesilmis siitiin kaynatilmasiyla elde edilmigse bu durumda siirk, yagi alinmamis ¢okelekten

elde edildigi i¢in yag orani yiiksek bulunur.

Siirk orneklerinin protein tayinleri sonucunda en diisiik oran %15,74, en yiiksek
oran 9%18,80, ortalama ise %17,41 olarak bulunmustur. Orneklerin protein orani
ortalamalar1 arasindaki farklar istatistiksel a¢idan onemli bulunmustur (p<0,05). Coklu
karsilagtirma testleri sonucunda 16 adet farkli grup oldugu tespit edilmistir. Bu gruplardan
en diisiik oranlara sahip olanin protein orani ortalamasi %16,14, en yiiksek orana sahip
grubun ortalama protein orani ise %18,50 olarak bulunmustur. Elde edilen protein tayini
sonuglarmin Celikyurt’ un (2004) buldugu sonuglarla tamamen ortiismekle beraber, Giiler
(1999), Durmaz ve ark.(2004) ve Sthca’ nin (2012) elde ettigi sonuglardan diisiik oldugu
gbzlemlenmistir. Bu farkliliklara siirk iiretiminde kullanilan ¢okelegin elde edilis seklinin
neden oldugu sdylenebilir. Her iki iiretim yonteminde de 1s1l islem bulundugundan protein
orani farklarinin 1s1l islemden bagimsiz oldugu disiiniilebilir. Ancak yayik ayranindan

yapilan cokelekten {iretilen siirkte, yagin alinmasi sirasinda olusabilecek kuru madde
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kayiplarindan dolay1 protein orani, diger yontemle iiretilen siirklerin protein oranindan

daha diisiik olabilir.

Orneklerde gergeklestirilmis olan tuz analizleri sonuglarma gore en diisiik tuz oran1
%2,74, en yiiksek %15,66 ve ortalama ise %7,99 olarak bulunmustur. Elde edilen
sonugclarla yapilan tek yonlii varyans analizi sonucunda tuz tayini sonuglarinin ortalamalari
arasindaki farklilik istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,05). Coklu karsilagtirma
testleri sonuglarina gore 16 farkli grup olustugu gozlemlenmistir. En diisiik ortalamaya
sahip olan 9 numarali 6rnek tek basina bir grup olusturmustur. En yiiksek ortalamali gruba
ait ornekler ise 1 ve 4 numarali 6rneklerdir. Bunlarin disinda bir¢ok grubun tek bir
ornekten olustugu tespit edilmistir. Bu durum 6rneklerin tuz oranlari arasindaki farkliligin
olduk¢a fazla oldugunu gostermektedir. Tespit edilen farkliliklarin en 6nemli nedeni
iretim recetelerinin farkli olmasidir. Endiistriyel olarak iiretilmeyip sadece geleneksel
yontemlere gore elde edilen siirke, tuz ve diger katki maddeleri tamamen yogurma isini
yapan kisinin iretim bilgisine veya kisisel zevkine gore ilave edilmektedir. Dolayisiyla
stirk 6rnekleri i¢in iireten kisi sayisi ne kadar farkliysa katki maddesi igeriginin de o kadar
farkli oldugu sdylenebilir. Tiim 6rneklerin ortalama tuz orani degeri literatiirde bulunmus
olan sonuclardan da oldukca farklidir. Elde edilen ortalama sonug, Giiler (1999), Durmaz
ve ark. (2004), Keles ve ark. (2004) ve Celikyurt’ un (2008) bulmus oldugu sonuglardan
daha ytiksektir. Bugiine kadar siirk ile ilgili yapilan ¢alismalarda en yiiksek tuz oranlarmin
bu calismada oldugu tespit edilmistir. Tuz oranlarindaki bu énemli farkliliklarin bir bagka
sebebinin ilave edilen baharatlar oldugu sOylenebilir. Antakya piyasasinda, siirkte
kullanilmak {izere satisa sunulan bazi baharatlar tuzla karistirilmis halde satilmasina
ragmen genelde alicilar bu konuda bilgilendirilmemektedir veya bilgilendirilse dahi
karisim orani Olglisiiz oldugundan {iretici siirke ilave ettigi tuza tamamen goz karariyla

karar vermektedir. Bu da tuz oranlarinin standart seviyelerde olmasina mani olmaktadir.

Yapilan titrasyon asitligi analizleri sonucunda elde edilen veriler % laktik asit
(L.A.) cinsinden hesaplanmistir. Buna gore elde edilen en diisiik asitlik oram1 %0,17, en
yiiksek oran %2,98 ortalama asitlik orani ise %0,84 olarak hesaplanmistir. Asitlik oranmi
ortalamalar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,05). Coklu
karsilastirma testlerine gore 15 farkli grup olustugu gozlemlenmistir. En disiik
ortalamalara sahip gruba 11 adet 6rnek dahil olmustur. Bu grubun ortalama asitlik orani

%0,25 olarak bulunmustur. En yiiksek ortalamalara sahip gruba 2 adet O6rnek dahil
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olmustur ve bu grubun ortalamasi ise %2,93 olarak hesaplanmistir. Asitlik oranlari
sonuclar1 Keles ve ark.” nin (2004) tespit etmis oldugu sonuglarla Srtiismektedir. Ancak
Durmaz ve ark. (2004) ve Celikyurt’ un (2008) bulmus oldugu sonuglardan diisiik oldugu
gorilmektedir. Hem 6rneklerin kendi i¢lerindeki asitlik oran1 farkliligi hem de literatiirdeki
diger calismalarla olan farkliliklarin en Onemli sebeplerinin mikrobiyolojik kaynakli
oldugu soylenebilir. Olgunlasma stiresi boyunca liriinde mikrobiyal gelisme goriilebilir. Bu
durum da asitligin yliksek veya gorece daha diisiik olmasina neden olabilir. Dolayisiyla
olgunlastirma kosullarin kontrolsiiz oldugu diistiniildiigiinde asitlik oranlarinin standart
olmamasi beklenen bir durum olmahdir. Siitten kaynaklanan asitlik de g6z ardi
edilmemelidir. Her iki tiretim seklinde de siitiin asitligi yiikseltilerek siirke islenmektedir.
Fakat asitlik basitce bekletilerek yiikseltilmektedir. Bu beklemelerin herhangi bir dl¢iisii
olmadigindan hangi siitiin asitliginin ne kadar ylikselecegi takip edilememektedir.

Dolayistyla yine ortaya ¢ok farkli asitlik oranlarina sahip tirtinler ¢ikmaktadar.

Gergeklestirilen pH analizleri sonucunda elde edilen en diisiik deger 3,15, en
yiiksek deger 5,15 ve pH degerleri ortalamasi ise 4,11 olarak dl¢iilmiistiir. pH degerleri
arasindaki farkhiliklar istatistiksel a¢idan Onemli bulunmustur (p<0,05). Coklu
karsilastirma testlerine gore pH degerleri agisindan 12 farkli grup olustugu tespit edilmistir.
Bu gruplardan en diisiik oranlara sahip gruba 10 adet 6rnegin dahil oldugu goriilmektedir.
En yiiksek oranlara sahip gruba ise 6 adet 6rnek dahil olmustur. Elde edilen bu sonuglar
stirk tizerinde daha once gergeklestirilmis olan sonuclara ¢ok yakindir ancak Celikyurt” un
(2008) bulmus oldugu sonuglarla birebir ortiismektedir. Fakat Durmaz ve ark. (2004),
Keles ve ark. (2004) ve Sihca’ nin (2012) elde ettigi sonuclarin yaklasik olarak %15
oraninda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bir iiriiniin pH degeri titrasyon asitligine
bagli oldugundan, pH degerleri arasindaki farkliliklarin sebepleriyle asitlik degerleri
arasindaki farkliliklarin sebepleri birbirine paraleldir. Asitligi etkileyen faktorler pH’ 1 da
etkilediginden benzer sekilde farkliliklar gézlemlenmistir. Ancak sayisal ag¢idan yaklasik
en fazla %20’ leri bulan bu farkliliklar istatistiksel olarak onemli olsa da duyusal acidan
Oonem arz etmemektedir. pH’ 1 4,1 olan bir iiriinle pH’ 1 4,6 olan bir {iriin arasindaki tat
farkin1 anlamak miimkiin degildir. Dolayisiyla analizi gergeklestirilen Orneklerin pH
degerleri arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan 6nemli bulunmus olsa da duyusal ve

besinsel agidan 6nemsizdir.
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4.2. Siirk Orneklerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Piyasadan temin edilen siirk 6rneklerinde, toplam mezofilik aerobik bakteri sayimi,
toplam maya kiif sayimi, laktobasillerin sayimi, laktokoklarin sayimi ve S. aureus sayimi
plaka sayim teknigine gore, koliform grubu bakteri bakteri sayimi EMS yontemiyle

yapilmistir. Mikrobiyolojik analizlerin sonuglar1 Cizelge 4.2.” de verilmistir.

Cizelge 4.2. Siirk 6rneklerinde gerceklestirilen mikrobiyolojik analizlerin sonuglari.

> Toplam . Koliform grubu

Ok S wayrkar Liopler Ladoiauer & e i
(log kob/g) (EMS)
1 6,83 3,32 5,86 3,22 -* <0,3
2 6,63 3,39 6,28 3,05 -* <0,3
3 6,80 3,06 6,09 2,91 -* <0,3
4 6,59 3,49 6,03 3,57 -* <0,3
5 6,61 3,46 6,17 3,46 -* <0,3
6 6,53 4,06 5,87 2,88 -* <0,3
7 6,85 4,29 6,31 3,11 -* <0,3
8 6,12 3,49 5,49 3,06 -* <0,3
9 6,61 4,63 6,10 3,80 -* <0,3
10 6,45 3,80 6,52 2,82 -* <0,3
11 6,34 4,40 5,61 2,61 -* <0,3
12 5,99 3,75 5,32 3,20 -* <0,3
13 5,94 3,46 571 3,09 -* <0,3
14 6,87 4,62 6,13 3,68 -* <0,3
15 6,48 4,87 4,90 3,75 -* <0,3
16 6,51 3,49 6,28 2,90 -* <0,3
17 6,40 4,07 6,10 3,14 -* <0,3
18 6,52 4,25 6,01 3,07 -* <0,3
19 6,18 3,50 6,14 3,23 -* <0,3
20 6,55 3,73 6,58 3,00 -* <0,3
21 6,78 4,36 5,52 2,90 -* <0,3
22 6,49 3,72 5,22 3,80 -* <0,3
23 6,75 4,81 6,12 2,80 -* <0,3
24 6,47 3,44 5,89 2,63 -* <0,3
25 5,69 4,07 6,32 3,23 -* <0,3
26 6,63 3,19 5,86 3,04 -* <0,3
27 6,13 3,09 6,33 3,72 -* <0,3
28 6,55 3,44 5,37 2,91 -* <0,3
29 5,57 3,33 5,59 3,16 -* <0,3
30 6,51 4,11 5,61 3,08 -* <0,3
31 6,45 4,00 4,98 2,65 -* <0,3
32 6,53 4,29 6,30 3,22 -* <0,3
33 5,42 3,53 6,13 3,08 -* <0,3
34 6,44 4,61 5,54 3,64 -* <0,3
35 6,56 3,66 531 3,08 -* <0,3
36 6,51 3,40 5,76 3,79 -* <0,3
Min. Ortalama 5,42 3,06 4,90 2,61 -* -
Max. Ortalama 6,87 4,87 6,58 3,80 -* -
Genel Ortalama 6,41 3,85 5,86 3,17 -* -

*T{im 6rneklere ait petrilerde, sayilabilir araliklardan (30-300) daha az sayida koloni oldugu gézlemlenmistir.
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Orneklerde gergeklestirilen TMAB analizleri sonucunda en diisiik sayim yapilan
Ornegin toplam bakteri sayist 5,42 log kob/g, en yiiksek olanin ise 6,87 log kob/g olarak
bulunmustur. Tiim orneklerin toplam bakteri sayilarinin ortalamasimin 6,41 log kob/g
oldugu tespit edilmistir. Yapilan tek yonlii varyans analizi sonucunda sonuglar arasindaki
farkliliklar istatistiksel a¢idan 6nemli bulunmustur (p<0,05). Coklu karsilastirma testi
sonuglarma gére TMAB sayilar1 agisindan 8 grup olusmustur. Bu gruplardan en diisiik
sayilara sahip Orneklerin TMAB sayilar1 ortalamast 5,72 log kob/g, en yliksek sayim
sonuclarina sahip grubun ortalamasi ise 6,58 log kob/g olarak hesaplanmistir. Elde edilen
sonuclara gore orneklerin TMAB sayilar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan énemli
bulunmus olsa da bu farkliliklarin mikrobiyolojik agidan 6nem diizeyi diisiiktiir. TMAB
sayim1 sonuglart siirk iizerinde gercgeklestirilen benzer ¢alismalarla kiyaslandiginda genel
olarak ayni diizeylerde oldugu belirlense de Celikyurt’” un (2008) buldugu sonuglarla
birebir ortiismekte, Sthca’ nin (2012) elde ettigi sonuglardan yiiksek, Keles ve ark.” nin
(2004) elde ettigi sonucglardan diisiik diizeyde kalmaktadir. Ayrica yine ayni calismada
kullanilan siirklerin olgunluk diizeylerinin bu ¢alismada kullanilan 6rneklerden daha diisiik
oldugu bilinmektedir. Normal sartlarda herhangi bir siit lriiniinde, TMAB sayilarinin
zamana bagl olarak artmasi beklenir. Fakat bu bilgiye ragmen TMAB sayilarinin diger
calismalarda kullanilan oOrneklerin sonuglariyla birbirine ¢ok yakin olmasi, siirkiin
olgunlagsmasiyla (kiiflenmesiyle) toplam bakteri sayisi arasinda bir iliski olmadigi

sonucunu ortaya koymaktadir.

Siirk 6rnekleri toplam maya-kiif sayis1 agisindan incelendiginde en diisiik maya kiif
sayisinin 3,06 log kob/g, en yliksek maya-kiif sayisinin ise 4,87 oldugu tespit edilmistir.
Tiim &rneklerin maya-kiif sayilarnin ortalamasi 3,85 log kob/g’ dir. Orneklerin maya-kiif
sayis1 ortalamalar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,05).
Gergeklestirilen ¢oklu karsilagtirma testlerine gére maya-kiif sayilar1 ortalamalarina gore
13 grup olusmustur. En diisiik ortalamalara sahip grupta 16 6rnek bulunurken en yiiksek
ortalamalara sahip grupta ise 7 grup bulunmaktadir. Sonuglar, Keles ve ark. (2004) ve
Celikyurt’ un (2008) buldugu sonuclara yakin olmakla birlikte daha diisiiktiir. Bu durumun
sebebinin c¢alismalarda kullanilan siirk 6rneklerinin olgunluk diizeyleri arasindaki farklilik
oldugu sdylenebilir. Ancak bu calismada ¢ok fazla kiiflenmis orneklerin de maya-kiif

sayilarinin diger orneklere yakin oldugu goriilmiistiir. Bundan dolayr belli bir olgunluk
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diizeyinden sonra maya-kiif sayisinda kayda deger bir degisim olmadig: diisiiniilmektedir.
Ayrica Orneklerin maya-kif sayilar arasindaki farkliliklar mikrobiyolojik acidan 6nemsiz

fakat duyusal ag¢idan onemlidir.

Siirk orneklerinde gergeklestirilen LAB (laktik asit bakterileri) sayim sonuglar
incelendiginde, laktobasillerin sayiminda en diisiik ortalama 4,90 log kob/g, en yiiksek
ortalama 6,58 log kob/g ve tiim 6rneklerin ortalamasi 5,86 log kob/g olarak bulunmustur.
Laktokoklarin sayiminda en diisiik ortalama 2,61 log kob/g, en yiiksek ortalama 3,80 log
kob/g ve genel ortalama 3,17 log kob/g olarak hesaplanmistir. Her iki LAB tiiriiniin sayim
sonucu ortalamalar1 arasindaki farklar istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,05).
Yapilan ¢oklu karsilagtirma testlerine gore laktobasillerin sayim sonuglari igerisinde 11
grup olugmustur. En diisiik ortalamalara sahip grupta 5, en yiiksek ortalamalara sahip
grupta ise 13 Ornek oldugu tespit edilmistir. Laktokoklarin say1 ortalamalarina gore 10
grup oldugu belirlenmistir. Bu gruplardan en diisiik ortalamalara sahip olanda 11 6rnek, en
yiiksek ortalamalara sahip olanda ise 9 6rnek bulundugu gozlemlenmistir. Her iki LAB
cesidine ait sonuglar literatiirdeki benzer ¢alismalarla karsilagtirildiginda Keles ve ark.” nin
(2004) buldugu sonuglardan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ancak Celikyurt’ un
(2008) elde ettigi sonuglardan diisik olmakla birlikte gorece daha yakin oldugu
belirlenmistir. Ozellikle laktobasil sayilar1 kiyaslandiginda neredeyse ayni sonuglarin elde
edildigi anlagilmaktadir. LAB normal sartlarda herhangi bir siit iiriiniinde daha yiiksek
diizeyde ¢ikmaktadir. Genel anlamda bir¢ok fermente siit {irlinlinde duyusal ve gorsel
acidan birincil islev goren LAB, elde edilen sonuglara gore siirkte bu roliinii kiiflerle

paylasmakta hatta kiiflerden daha az rol almaktadir.

Yapilan S. aureus analizleri sonucunda 6rneklerin hi¢ birinde sayilabilir araliklarda
(30-300) koloni gozlemlenmemistir. Literatiirde hem siirkle ilgili hem de diger peynir
cesitleriyle ilgili ¢aligmalara bakildiginda hemen hemen hepsinde S. aureus sayimi
sonucunda hatir1 sayilir diizeyde bakteri oldugu bulunmus ve S. aureus varliginin énemli
bir personel hijyeni problemi oldugu bildirilmistir (Keles ve ark., 2004). Normal sartlarda,
tiretim ve satis kosullarinin bu derece kontrolsiiz ve antihijyenik olmasindan dolayr en
azindan sayilabilir diizeylerde S. aureus bulunmasi beklenen bir durumdur. Ancak hicbir
ornekte sayilabilir limitler dahilinde goriilmemis olmasi iiriin igerisindeki mikrofloranin bu
mikroorganizmanin  gelisimini  engelleyici  bir takim  metabolitler irettigini

diisiindiirmektedir. Ayrica buna yonelik yapilan bir ¢alismada Epicoccum nigrum tiiriine
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ait kiiflerin S. aureus’ a kars1 antibiyotik aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Baute ve ark,
1978) Bunlarin yan1 sira S. aureus iiremesini etkileyebilecek bir bagka sebebin pH oldugu
sOylenebilir. S. aureus pH, 4,0-9,3 smirlar1 arasinda (optimum 7,0-7,5) gelisim gosterir.
Ancak toksin olusturabilmesi i¢in gereken en diisiik pH 4,9-5,1 araligindadir (Halkman,
2013). Erdogrul ve ark. (2006)’1n yaptiklar1 calismada asit adapte edilmis ve edilmemis S.
aureus bakterisinin mayonez, yogurt, salgam ve kisir gibi asidik gidalarda gelisimini
incelemislerdir. Yapilan ¢aligma sonucunda bakterinin 48 saatten sonra tespit edilemedigi
belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda kullanilan orneklerin pH degerleri incelendiginde
orneklerin yaklasik %80’ inin pH’ sinin 4,9 un altinda oldugu, yaklasik %60’ min pH’
smin ise 4,0’ m altinda oldugu goriilmektedir. Bu da S. aureus kontaminasyonu olsa dahi
pH sartlarindan dolayr ¢ok fazla yasama sansi bulamayacagi sonucuna ulagmamizi

saglamaktadir.

Koliform bakterilerin sayim sonuglarinda orneklerin tamaminda EMS tablosuna
gore bakteri sayist 0,3 EMS/g’ dan kiiciik olarak bulunmustur. Elde edilen bu sonug
konuyla ilgili gerceklestirilen benzer ¢alismalarda elde edilen sonuglarla oOrtiismektedir
(Celikyurt, 2008). Daha once bahsedildigi gibi her tiirli patojen mikroorganizmanin
kontaminasyonuna acik sartlarda ve kontrolsiiz olarak iiretilip satisa sunulan siirkte
koliform grubu bakteri gézlenmemesi, piyasadan temin edilen bu Orneklerde tim
olumsuzluklara ragmen fekal kontaminasyon ger¢eklesmedigini gostermektedir. Ancak
herhangi bir asamada koliform bakteri bulasis1 gerceklestiyse de friinlerin dogal
mikroflorasindan kaynaklanan olumsuz sartlardan dolay1 gelisimlerinin inhibe oldugu ve

canhiliklarimi yitirdikleri diistiniilmektedir.
4.3. Kiif Mikroflorasinin identifikasyon Sonuclari

Gergeklestirilen PCR ve agaroz jelde yiirlitme islemlerinin ardindan 600 bp
uzunlukta goriilen bantlara ait 6rnekler sekans analizine tabi tutulmustur. Marker esliginde

yiiriitiilen identifikasyona yonelik PCR {iriinleri Resim 4.3.” te verilmistir.
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Marker - 1 y Marker *
; : - el

« 100bp
200 bp
300 bp
400 bp
500 bp
600 bp

Resim 4.3. Marker esliginde yiiriitiilen identifikasyona yé')nelik PCR iirtinleri

Sekans analizleri sonucunda elde edilen gen dizileri Clone Manager 9 Professional
Edition (Scientific & Educational Software) programi yardimiyla diizenlenmigtir.
Diizenlenen gen dizilerinin, BLAST (Anonim, 2013c) programi kullanilarak hangi

mikroorganizmaya ait oldugu tiir diizeyinde tespit edilmistir.

Piyasadan temin edilen 36 adet siirk Orneginden elde edilen 67 adet izolatin

identifikasyon sonuglarinin 6rneklere gore dagilimi Cizelge 4.4.” te verilmistir..

Alternaria  Aspergillus  Epicoccum Phoma  Aspergillus  Bipolaris Penicillium  Penicillium Cladosporium

alternata niger var. nigrum sojicola flavus tetramera  chrysogenum  commune cladosporioides
awamori
3 2 7 13 2 3 7 1 1
4 9 19 19 4 19 2 2
5 13 22 29 17 25 3 8
8 16 28 21 27 6 12
13 29 23 28 8 14
2| 14 32 29 10 16
S| 15 11 19
é 17 12 22
< 19 13 27
S | 22 14 28
- 28 16 35
E 29 19
o 22
: :
© 26
27
28
29
35

Cizelge 4.4. Tanimlanan kiif tiirlerinin izole edildigi 6rneklere gore dagilimi

Orneklerden elde edilen izolatlarda en fazla bulunan kiif tiirii P. commune olarak

tanimlanmustir. En az bulunan kiif tiirii ise tek bir 6rnekten izole edilen B. tetramera’ dir.
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Penicillium commune, peynirlerde en fazla bozulmaya sebep olan kiif tiirlerinin

basinda gelmektedir (Lund ve ark., 1995). Peynir ve diger siit {irlinlerinin {liretiminde en ¢ok

karsilasilan sorunlardan biri oldugu bildirilmistir (Lund ve ark., 2003). Ancak bu ¢alismada
elde edilen sonuglara gére olgunlastirilarak tiiketilen siit tiriinlerinde baskin (%55,5) olarak
bulunan kif tiirii oldugu soylenebilir. Hayaloglu ve Kirbag (2007) ve Cakmakg1 ve ark.’
nin (2010) benzer iiriinlerde gergeklestirmis olduklart kiif tanimlama islemleri sonucunda
P. commune’ ye rastlandigi goriilmektedir. P. commune, roquefortin ve siklopiazonik asit
gibi toksinleri {ireten bir tlir olmasina ragmen bu toksinleri iiretebilmek i¢in bazi optimum
sartlara ihtiyaci vardir (Pitt ve ark., 1986). Bu calismada mikotoksin profili
incelenmediginden tanimlanan P. commune tiirliniin mikotoksin {retip iiretmedigi
bilinmemektedir. P. commune’ nin MEA’ daki (25°C-5 giin) koloni morfolojisi Resim

4.4, te verilmistir.

Resim 4.4. P. commune’ nin MEA’ daki (25°C-5 giin) koloni morfolojisi.

A. alternata, P. commune’ den sonra en fazla 6rnekten izole edilen kif tiiridiir (%33,3).
Bir bitki patojeni olup genellikle domateste lekelenmeyle sonuglanan bazi bitki
hastaliklarina neden olmaktadir (Siler ve Gilchrist, 1983). Cesitli peynir tiirleriyle ilgili
yapilan caligmalarda bu tiire hi¢ rastlanmadigir goriilmektedir. Ancak siirkle ilgili kiif
tanimlamaya yonelik daha 6nce yapilmis bir calisma olmadigindan, bu tiiriin siirkte varlik
sebebi ile ilgili kesin bir bilgiye ulasmak olduk¢a zordur. Bitkisel kaynakli oldugu
belirtilen bu tiiriin slirk bilesimine giren baharat benzeri bitkisel katki maddelerinden siirke
kontamine oldugu diisiiniilebilir. Liu ve ark.” nin (1992) gerceklestirmis oldugu bir
caligmada, A. alternata tarafindan iiretilen alternariol monomethyl ether (AME), alternariol
(AOH) toksinlerinin insanlarda kansere yakalanma konusunda, 6zellikle de 6zafagus
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(yutak) kanserine yakalanma konusunda ¢ok 6nemli rol oynadig1 ortaya koyulmustur. A.

alternata’ nin MEA” daki (25°C-5 giin) koloni morfolojisi Resim 4.5.” te verilmistir.

Resim 4.5. A. alternata’ nin MEA” daki (25°C-5 giin) koloni morfolojisi.

Orneklerden elde edilmis olan izolatlar arasinda tanimlanmis olan bir diger kiif tiirii
ise Cladosporium cladosporioides’ tir. Siirk 6rneklerinin %30,5” inde bu kiif tiiriine
rastlanmistir. C. cladosporioides, bitkilerde hastaliga sebep olan bir kiif tiiriidiir (Jacyno ve
ark., 1993). Dolayisiyla orneklere yine bitkisel kaynakli katki maddeleri vasitasiyla
kontamine olmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu tiiriin daha 6nce herhangi bir siit
tiriiniinde bulunduguna dair bir literatlir bilgisine rastlanmamistir. Ancak Sert’ in (1992)
Erzincan taze tulum peyniri, taze beyaz, taze civil ve kasar peynirlerinde gergeklestirmis
oldugu c¢alismada ayni cinse ait C. herbarum tiirii tanimlanmistir. Bunun yani sira
Hayaloglu ve Kirbag’ 1n da (2007) kiiflii peynirler lizerinde yapmis olduklar: bir calismada
Cladosporium cinsine ait kiiflerin tanimlandigi bildirilmektedir. C. cladosporioides tiiriine
ait kiifler, kalfostinler olarak bilinen ve protein kinaz C enzimini inhibe eden bir dizi
kimyasal metabolit iiretmektedirler. Protein kinaz C enzimi hiicre igi veya hiicreler arasi
sinyal transdiiksiyonunda 6nemli rolii olan bir enzimdir (Kobayashi ve ark., 1989; Iida ve

ark.,1989). Bu enzimin diizgiin ¢alismamasi diyabet, ateroskleroz, $zbagisiklik (otoimmiinite),

kanser gibi hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Sprague, 1991). Dolayisiyla bu
kiif tiirtiniin 6rnekler igerisinde toksin olusturabilecek ortami bulmus olma ihtimalinin
oldukga kotii sonuglar dogurabilecegi goriilmektedir. C. cladosporioides’ in PDA’ daki

(25°C-5 giin) koloni morfolojisi Resim 4.6.” da verilmistir.
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Resim 4.6. C. cladosporioides’ in PDA’ daki (25°C-5 giin) koloni morfolojisi.

Epicoccum nigrum ve Aspergillus flavus tiirleri ise siirk drnekleri icerisinde esit
oranda (%16,6) tanimlanmislardir. E. nigrum’ da bir bitki patojenidir (Larena ve ark.,
2005). S. aureus’ a kars1 antibiyotik aktivite gosterdigi bilinen ve epikorazin A-B gibi bazi
antibiyotikler iireten (Baute ve ark., 1978) bu tiirlin literatiirde insan sagligini olumsuz
etkileyecek bir aktivitesine rastlanmamustir. A. flavus, saprofit ve patojenik bir kiif tiirii
olmakla birlikte diinyanin her yerinde hemen her iiriinden izole edilebilmektedir (Machida
ve Gomi, 2010). Ozellikle bulundugu fiiriinler ise tahil iiriinleri, kuru baklagiller ve
baharatlardir (Ramirez-Camejo ve ark., 2012). Ancak saglikli sartlarda {iretilip
saklanmayan bircok iiriine oldugu gibi siirke de kontamine olmasi, beklenen bir durumdur.
A. flavus yiiksek patojeniteye sahip aflatoksin cesitlerini {iretebilen bir kif tiirtidiir.
Bunlarin yani sira sterigmatosistin, siklopiazonik asit, kojik asit, B-nitropropiyonik asit,
aspertoksin, aflatrem, gliotoksin, ve aspergilik asit gibi toksinlerinde tiretimini {istlenen bu
kif tirti, bahsi gecen toksinlerin birikimlerinden kaynaklanan hastaliklardan dolay1
oldukea tehlikeli patojenler sinifina girmektedir (Hedayati ve ark., 2007). Ancak daha 6nce
de belirtildigi gibi identifikasyonu yapilan A. flavus tiirii kiiflerin siirk igerisinde toksin
iretebilecek ortami bulup bulamadiklar1 arastirilmadigindan siirkiin tiiketimi konusunda
kesin bir yargiya varilamamaktadir. A. flavus ve E. nigrum’ un PDA’ daki (25°C-5giin)
koloni morfolojisi Resim 4.7.” de verilmistir.
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Resim 4.7. (A) A. flavus ve (B) E. nigrum’ un PDA”’ daki (25°C-5giin) koloni morfolojisi.

Siirkten izole edilen kiifler icerisinde, bulunma oranit %13,8 olarak tespit edilen
Penicillium chrysogenum, iliman ve subtropikal iklime sahip boélgelerde iiretilen ve
tiiketilen tuzlu gida iirlinlerinde yaygin olarak bulunan bir kiif tiiriidiir (Samson ve ark.,
2010). Ayrica kapali ortamlardan da siklikla izole edilebilen bir kif tirii oldugu
bilinmektedir (Andersen ve ark., 2011). Ozkalp’ in (1992) Konya kiiflii peynirinde
gerceklestirmis oldugu bir ¢alismada P. chrysogenum tiiriine ait kiiflerin %4,73 oraninda
izole edildigi bildirilmistir. Penicillium cinsine ait bu tiiriin nadiren insan sagligina zarar
verdigi hatta penisilin gibi bazi antibiyotiklerin devamli {ireticisi oldugu tespit edilmistir.
Bunlarin yani sira diisilk de olsa toksik etkisi olan rokfortin C, meleagrin, chrysogine,
xantocillin, sekalonik asit, sorrentanon, sorbisilin ve PR-toksin gibi kimyallar1 da {irettigi
P. chrysogenum hakkinda yapilmis ¢alismalar sonucu elde edilen bilgilerdendir (de Hoog
ve ark., 2000). Literatiir taramas1 sonucu elde edilen bilgiler 1s181nda bu kiif tiiriiniin stirkte
bulunmasinin olumlu sonuglar dogurabilecegi sOylenebilir. P. chrysogenum’ un MEA’

daki (25°C-5 giin) koloni morfolojisi Resim 4.8.” de verilmistir.
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Resim 4.8. P. chrysogenum’ un MEA’ daki (25°C-5 giin) koloni morfolojisi.

Aspergillus niger’ in Nigri isimli alt subesine ait tiirlerden biri olan Aspergillus
niger var. awamori (Klich, 2002), kiif izolasyonu yapilan orneklerin %11,1° inde tespit
edilmistir. A. niger tiiriiniin, Sert’ in (1992) Erzincan’in taze tulum peynirlerinde,
Erzurum’un taze beyaz ve civil peynirlerinde gerceklestirmis oldugu ¢alismada 136
izolattan 1’ inde tanimlandig1 bilinmektedir. Bu kiif tiirii, bitkilerde siyah kiif olarak bilinen
bir hastaliga neden olmaktadir (Samson ve ark., 2004). Insanlarda ise diger Aspergillus
tiirleri kadar olmamakla birlikte, hastaliklara neden oldugu ancak ¢ok fazla spor alinmasi
durumunda 6liimciil olabilecegi bildirilmistir (Varga ve ark., 2007). A. niger var. awamori’

nin PDA”’ daki (25°C-5 giin) koloni morfolojisi Resim 4.9.” da verilmistir.

Resim 4.9. A. niger var. awamori’ nin PDA’ daki (25°C-5 giin) koloni morfolojisi.

Siirk 6rneklerinden en az oranda izole edilen kiif tiirleri ise Phoma sojicola (%8,3)
ve Bipolaris tetramera’ dir (%2,7). Nadiren de olsa bitkiler lizerinde, 6zellikle de soya
fasulyesinde patojenite gosteren bir tiir olan P. sojicola (Ascochyta sojicola) bu etkiyi
gosterdigi bitkiler i¢in siklikla dldiiriicti 6zellik gostermektedir (Kovics ve ark., 2013). B.
tetramera’ nin da ¢ok 6nemli bir bitki patojeni oldugu bildirilmektedir (Manamgoda ve
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ark., 2011). Uygun ortam ve sicakliklarda lipofilik bir toksin olan 6-
klorodehidrokurvularin® i tireten B. tetramera (Cochliobolus spicifer), birincil metabolit
olarak fitotoksik etkisi oldugu bilinen kurvularin tiretmektedir (Ghisalberti ve Rowland,
1993). Bunlarin yan1 sira bitkilerin gelismesini destekleyen spicifernin maddesini de iireten
bir kif tlirii oldugu bildirilmektedir (Nakajima ve ark., 1993). Bu her iki kiif tiiriiniin de
peynirlerde veya siirk benzeri ¢okelek iirlinlerinde daha once izole edildigine dair bir
bilgiye rastlanmamustir. P. sojicola’ nin PDA” daki (25°C-5 giin) ve (B) B. tetramera’ nin
PDA’ daki (25°C-3 giin) koloni morfolojisi Resim 4.10.” da verilmistir.

A B
Resim 4.10. (A) P. sojicola’ nin PDA’ daki (25°C-5 giin), (B) B. tetramera’ nin PDA’ daki

(25°C-3 giin) koloni morfolojisi.

Tanimlanan kiif tiirleri arasindaki evrimsel iligkiyi gostermesi amaciyla Clustal W
(Anonim, 2013d) programi kullanilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur. Bu filogenetik
agac Cizelge 4.5.” te verilmistir.

f5-Aspergillus: 0.21110
fi-Alternaria: 0.11254

E f3-Epicoccum: 0.06440

f9-Cladosporium: 0.12959

S f2-Aspergillus: 0.07987
f8-Penicillium: 0.09556

f6-Bipolaris: 0.13086

: f7-Penicillium: 0.06055
L -Ascochyta: 0.07384

Cizelge 4.5. Tanimlanan tiirler arasindaki evrimsel iligkiyi gosteren filogenetik agac.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, Antakya piyasasindan temin edilen 36 adet siirk 6rneginin kimyasal
ve mikrobiyolojik Ozellikleri incelenmis ve bu orneklerden elde edilen 67 adet kiif
izolatinin genetik identifikasyonu yapilarak sonuglar literatiirden elde edilen bilgiler

1s181nda degerlendirilmistir.

Stirk 6rneklerinde gergeklestirilen kuru madde, kiil, yag, protein, tuz, asitlik ve pH
analizleri sonuglar sirasiyla ortalama %44,32, %8,93, %7,23, %17,41, %7,99, %0,84, 4,11
olarak bulunmustur. Tim parametrelerin sonuglarinin ortalamalar1 arasindaki farklar
istatistiksel acidan onemli bulundugundan (p<0,05), piyasadaki siirklerin herhangi bir
tiretim standard:r olmadig1 goriilmektedir. Literatliirde yapilan tim benzer galigmalarla en
yakin benzerlik gosteren sonucun pH oldugu belirlenmistir.

Orneklerin mikrobiyolojik analiz sonuglar1 incelendiginde TMAB, maya-kiif,
laktobasiller, laktokoklar ve koliform bakteri sayim sonuglar1 ortalamalar1 sirasiyla 6,41
log kob/g, 3,85 log kob/g, 5,86 log kob/g ve 3,17 log kob/g olarak hesaplanmistir. S.
aureus saymmi sonucunda hicbir drnekte sayilabilir araliklarda koloni gézlemlenmemistir.
Hijyenik olmayan sartlara ragmen bu durumun ortaya g¢ikmasina, yapilan literatiir
taramalarina gére E. nigrum tirii  kiiflerin  aktivitelerinin sebep olabilecegi
disiiniilmektedir. Ayrica orneklerin pH kosullarimin  da S. aureus gelisimini
engelleyebilecegi sonucuna varilmistir. Koliform grubu bakterilerin sayim sonuglari ise
tiim orneklerde 0,3 EMS/g’ dan kiigiik olarak bulunmustur.

Gergeklestirilen tiim analizlerin sonuglari arasinda korelasyon analizi yapilarak
istatistiksel olarak iligkisi bulunan parametreler tespit edilmistir. Buna gore pozitif yonlii
iliskisi olan parametreler kuru madde-asitlik, kuru madde-kiil, kuru madde-tuz, tuz-kiil,
tuz-TMAB, tuz-laktobasiller, maya kiif-asitlik ve yag-protein olarak belirlenmistir. Negatif
yonlii iligkisi olan parametreler ise maya kiif-yag, maya kiif-kiil, maya kiif-tuz, maya kiif-
kuru madde, asitlik-kiil, asitlik yag, pH-kiil ve pH-tuz olarak bulunmustur.

Stirk orneklerinden elde edilen 67 izolatin genetik identifikasyonu sonucunda 9
farkli tiire rastlanmistir. Bu kif tirleri P. commune (%55,5), A. alternata (%33,3), C.
cladosporioides (%30,5), E. nigrum (%16,6), A. flavus (%16,6), P. chrysogenum (%13,8),
A. niger var. awamori (%11,1), P. sojicola (%8,3) ve B. tetramera (%2,7)’ dir. izole edilen
kif tiirleri cins bazinda degerlendirildiginde Penicillium cinsine ait tiirlerin baskin oldugu

goriilmektedir. A. alternata, C. cladosporioides, E. nigrum, P. sojicola, B. tetramera
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bitkisel patojen oldugu bilinen kiiflerin, siirkiin bilesimindeki baharat ve otlardan
kontamine oldugu sdylenebilir.

Yapilan literatiir taramasina gore identifikasyonu yapilan kiiflerden, gida giivenligi
acisindan potansiyel olarak olumsuz etki gosterebilecek tiirler A. flavus, A. niger var.
awamori ve C. cladosporioides olarak belirlenmistir. Ayrica E. nigrum ve P. chrysogenum
tiirlerinin antibiyotik metabolit {iretmeleri sayesinde olumsuz etkiden ziyade olumlu etki
gosterebilecegi hatta fayda saglayabilecegi belirlenmistir. Bunlarin disinda kalan kiif
tiirlerinin ise olumsuz veya olumlu bir etki gosterebilecegi konusunda kesin bir yargiya
varilamamistir.

Genel olarak tim sonuglar incelendiginde, siitkiin kontrollii iiretiminin
saglanmasinin hem fizikokimyasal hem de mikrobiyolojik agidan daha uygun iirlinlerin
ortaya ¢ikmasm saglayacagi kanisma varilmustir. Ozellikle kiif florasmin gesitliligi,
tiriinlerin potansiyel olarak mikotoksin i¢erdigini diisiindiirmektedir. Bu durumdan dolay1
stirklin mikotoksin profilinin genis ¢apli bir ¢caligmayla ortaya koyulmasi gerekmektedir.
Heniiz olgunlastirilmig stirklerin, Aflatoxin M1 disinda mikotoksin igerikleri ile ilgili
herhangi bir calisma yapilmadigindan, tiiketilebilirlikleri ile ilgili kesin bir yargiya
varilamamaktadir. Fakat A. alternata ve A. flavus gibi kuvvetli toksin iireticisi olan kiif
tiirlerinin varhigindan dolay1 stlirkiin halk sagligi agisindan dikkatlice incelenmesi
gerekmektedir. Ayrica izole edilen kiif tiirlerinin starter kiiltiir olarak kullanilmasiyla daha
hizl1 ve kontrollii iiretim olanaklarinin da arastirilmasi gerekmektedir. Bu sayede siirkiin
fizikokimyasal ve mikrobiyolojik Ozelliklerinin de kontrol altina aliabilecegi
diistiniilmektedir. Bunlarin yani sira, starter kiiltiir olarak kullanilacak kiif tiirlerinin toksin
tiretmeleri, mikrobiyolojik veya kimyasal yollarla engellenerek insan sagligi acisindan

daha giivenilir siirk liretimi yapilmasi saglanabilir.
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