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Lactobacillus plantarum’UN BEYAZ PEYNIRLERDE Staphylococcus aureus
GELIiSimMi UZERINE ETKISi

Meltem Colaklar

0oz

Dogada yaygin olarak bulunan laktik asit bakterileri, sut ve sut Grdnlerinin
mikroflorasinda baskin olarak bulunan mikroorganizmalardir. Tat-koku, tekstur ve
besinsel Ozelliklere katkida bulunmalarindan dolayi sut GrUnlerinin gesitli Gretim
asamalarinda kullanim alani bulunmaktadir. Beyaz peynir de, gesitli laktik asit
bakteri turleri kullanilarak Uretilen ve yaygin olarak tuketilen sut Grunlerinden
biridir. Laktik asit bakterilerinin sit Urunlerinde, istenilen teknolojik ozellikleri
saglamasinin yani sira, gidalarda bozulmaya sebep olan ve patojenik 6zellik
tasiyan bakterilere karsi antimikrobiyel etki gosterdigi bilinmektedir. Bu ¢alismada
beyaz peynir Uretim ve depolama suresince laktik asit bakterilerinden biri olan
ulkemizden izole edilen Lactobacillus plantarum BG33 susunun Staphylococcus
aureus ATCC6538 gelisimi Uzerine etkisi incelenmigtir. Calisma kapsaminda,
uretim suresi boyunca 2, 6, 22 ve 24. saatlerde 6rnek alinirken, depolama
surecinde ise 6,18, 23, 39, 59, 80 ve 90. gunlerde 6rnek alinmig ve kultarel
ekimleri gercgeklestirilmigtir. Kultirel ekimlerde S. aureus ve ulkemizden izole
edilen L. plantarum BG33 sayilarindaki degisim incelenmistir. Elde edilen sonuclar
deg@erlendirildiginde  antibakteriyel etkinin 144. saatten sonra basladig
gorilmiistiir. Nitekim 432. saatte kontrol grubunda 3.54 x 10° EMS/mL saptanirken
ornek grubunda 2.04 x 10° EMS/mL olarak saptanmis ve depolamanin 80.
gliniinde bu degerler sirasiyla 2.78 x 10° EMS/mL ve 1.70 x 10* EMS/mL olarak
belirlenmistir. Ancak yapilan T testi ve Mann-Whitney testi ile istatistiksel analiz
edildiginde L. plantarum BG33’Un S. aureus’a olan etkisinin dnemsiz oldugu

sonucu ¢ikmigtir (p>0.01).
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THE EFFECT OF Lactobacillus plantarum ON GROWTH OF Staphylococcus
aureus IN WHITE-BRINED CHEESES

Meltem Colaklar

ABSTRACT

Lactic acid bacteria, which are commonly found in nature, are the dominant
microorganisms of dairy and dairy products’ microflora. Due to their contribution to
the flavour, texture and nutritional characteristics of diary products, lactic acid
bacteria are used in various stages of their production. White-brined cheese is one
of the widely consumed dairy products and is produced by using various species
of lactic acid bacteria. Lactic acid bacteria ensure that dairy products acquire the
desired technological characteristics, and are also known to have an antimicrobial
effect on bacteria that causes spoilage and have pathogenic features. In this
study, the effect of Lactobacillus plantarum BG33, which is the wild type, on the
growth of Staphylococcus aureus ATCC6538 during White-brined cheese
production and storage was investigated. Within the context of the study, samples
were obtained at hours 2, 6, 22 and 24 during the production period, and on days
6, 18, 23, 39, 59, 80 and 90 during the storage process. Culture inoculation was
performed with the samples. The change in the number of Staphylococcus aureus
and L. plantarum BG33 was investigated in the culture inoculations. According to
the results obtained, it was clearly seen that antibacterial effect was observed after
144 hours. Even as 3.54 x 10° MPN/mL was determined in control group for 432
hours, 2.04 x 10° MPN/mL was determined in sample group. These values
changed as 2.78 x 10° MPN/mL and 1.70 x 10* MPN/mL in 80" day of storage,
respectively. Statistical analysis (T test and Mann-Whitney test) revealed that the

effect of L. plantarum BG33 on S. aureus is statistically not significant (p>0.01).

KEYWORDS: Lactobacillus plantarum, Staphylococcus aureus, White-brined
cheese, antimicrobial effect
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1. GIRIS

Staphylococcus aureus, yaygin stafilokokal enfeksiyonlara ve dolayisiyla
ekonomik kayiplara yol agan etkili bir patojendir (Alarcon et al., 2006) ve sut veren
hayvanlarin meme enfeksiyonlarina sebep olmaktadir. S. aureus’'un, meme
enfeksiyonu olan ve mastitisli sit veren hayvanlarin st verimini (Wilson et al.,

1997) ve sut protein kalitesini dusurdigu bilinmektedir (Barbano et al., 1991).

Laktik asit bakterileri dogada yaygin olarak bulunan ve sut ve sut Grdnlerinin
mikroflorasinda baskin konumda mikroorganizmalardir. Suga bagl olmakla birlikte
asidifikasyon aktivitesi, proteolitik kapasitesi, bakteriyosin sentezi, bakteriyofajlara
olan direnci ve ekzopolisakkarit Uretimi gibi bircok metabolik 6zellige sahip laktik
asit bakterileri starter kdltir da olarak kullaniimaktadir (Law and Kolstad, 1983;
Nieto-Arribas et al., 2009).

Laktik asit bakterileri patojenik ve zehirlenmelere yol acan bakterilere karsi
antagonistik potansiyelleri nedeniyle gida endustrisi ve insan sagli§i acisindan ¢ok
onemlidir (Gillor, 2007). Peynir, biyolojik ve biyokimyasal agidan dinamik bir Grin
olup peynirin olgunlasma surecinde, kompleks yapida birgok biyokimyasal
reaksiyon gergeklesmektedir (McSweeney, 2004). Laktik asit bakterileri bu
biyokimyasal reaksiyonlari gerceklestirirken patojen bakterilere karsi antagonistik
etki gostermektedirler (Ortalani et al., 2010). Laktik asit bakterileri, ayrica patojenik
bakterilerin gelismesine ve bozulmaya sebep olan mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyel bilesenler Uretmektedirler (Herreros et al., 2005). Bu yuzden
L. plantarum, birgcok gida Urandnde uzun yillardir guvenli olarak kullanilan bir
bakteri susudur (Maaike et al., 2004). Urettikleri organik asitler, hidrojen peroksit
(H20,), CO,, diasetii ve bakteriyosin gibi metabolitter de, diger

mikroorganizmalarin inhibisyonunda etkilidir (Ortalani et al., 2010).

Saglik acisindan donemli ekonomik kayiplara sebep olan (Alarcon et al., 2006)
gidalardaki patojenlerin belirlenmesinde, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
1980’lerin ortalarindan bu yana kullanilan etkili bir yontemdir (Wang et al., 1997).
PZR teknigi ile, cesitli gidalarda yer alan patojen bakteriler hizli ve yuksek
hassasiyette belirlenebilmektedir (Lantz et al., 1994).



Bu calismada; patojen bakteri olarak Staphylococcus aureus ATCC6538 ve
Lactobacillus plantarum BG33 suslari kullaniimistir. Calismamizda, patojenler
uzerindeki antibakteriyel etkileri in vitro ortamda gOsterilmis olan L. plantarum
BG33’Un S. aureus ATCC6538 uzerindeki antibakteriyel etkisi peynirde
matriksinde test edilmisti. Bu amacla Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Sut
Teknolojisi BolumU’'nden tedarik edilen ¢ig sut kullanilarak Beyaz peynir elde
edilmis ve pastdrizasyon sonrasi, pihti kesimi, kalip kesimi, 6n salamura c¢ikisI ve
depolama sureci boyunca ornekler alinmigtir. Belirtilen bu asamalardan alinan
orneklerin S. aureus ve laktik asit bakteri sayimi yapiimis ve EMS ydntemine goére
sayim sonuglari hesaplanmistir. Daha sonra 6rnekler DNA saflastirma iglemine
alinmistir. DNA’larn saflastirilan érneklere, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
islemi uygulanmis ve S. aureus’a 6zgu nuc geninin 400 b¢’lik bolgesi cogaltiimigtir.
Elektroforez yontemiyle istenilen bdlgeleri agaroz jel Uzerinde yurGtllerek UV

altinda goruntulenmigtir.



2. GENEL BILGILER

Stafilokoklar adini mikroskop altindaki karakteristik gorinUimleri nedeni ile
Yunanca’da Uzim salkimi anlamina gelen “staphyle” s6zciginden almistir (Lowy,
1998). Stafilokoklar ilk kez Pasteur ve Koch tarafindan gozlenmis, ancak ayrintili
calismalar ilk olarak 1881’de Ogston ve 1884’te Rosenbach tarafindan yapiimistir
(Cookson et al., 2003).

Micrococcaceae familyasi Uyesi olan Stafilokok tlrleri Gram-pozitif, 0.5 — 1.5 ym
capinda, kok seklinde, spor olusturmayan, hareketsiz, katalaz pozitif, fakultatif

anaerob bakterilerdir (Tukel ve Dogan, 2000).

Stafilokoklar, sporsuz bakteriler icinde olumsuz c¢evre sartlarina ve
dezenfektanlara oldukga direncli, 4°C sicaklikta 2-3 ay, -20°C sicaklikta 3-6 ay
dayanma suresine sahip mikroorganizmalardir. Antibiyotiklere karsi ¢ok c¢abuk
direng olustururlar. Sahip oldugu penisilinaz enziminin etkisi ile penisilinin etkisini

ortadan kaldirirlar (Kloos and Bannerman, 1995).

Gram-pozitif kok olan Stafilokok cinsi grubunda yer alan S. aureus fakultatif
anaeorobdur (Stapleton and Taylor, 2002). S. aureus’ un diger énemli 6zellikleri
ise; su aktivitesi (ay) 0.86, pH 4.8'in Uzerinde, 7 - 48°C sicakliklarda ancak
optimum olarak 35 - 45°C sicakliklarda gelisebilmektedirler. Hidrojen peroksiti
(H20,), su (H20) ve oksijene (O;) donustirebilmektedir. Bu 6zelliginden dolayi
katalaz testi ile diger stafilokok, enterokok ve streptokoklardan ayriimaktadir.

Ayrica S. aureus, oksidaz negatif ve hareketsizdir (Mackie and McCartney, 1989).

S. aureus akut veya kronik enfeksiyonlara neden olmaktadir. S. aureus suslarinin
patojenitesi; tutunma oOzellikleri, ¢esitli toksinler, enzimler, yapisal ve ekstraselluler
faktorler gibi 6zelliklerine baglidir. Yapiskan tabaka tretmesi ve biyofilm olusumu

da patojenite faktorlerindendir (Ammendolia et al., 1999; Amorena, 1999).

S. aureus hayvanlarda bulasici mastitise (meme iltihabi) sebep olan en 6nemli
mikroorganizmadir (Graber et al., 2007) ve dinya capinda O6nemli Olgide
ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Hogeveen, 2005). S. aureus tarafindan

uretilen enterotoksinler gida hijyenine yeteri kadar 6zen godsteriimemesi sonucu



gida zehirlenmelerine sebep olmaktadir. S. aureus ile kontamine olan sut ve st

urtnlerinden kaynaklanan birgok salgin rapor edilmigstir (Hein et al., 2001).

S. aureus Istya dayanikh enterotoksin Ureten ve bu toksinleri igeren gidalarin
tiketilmesiyle intoksikasyona sebep olan gida kaynakli bir patojendir (Ercolini et
al., 2004). Patojenik bakteriler arasinda enterotoksin ureterek sik sik gida

zehirlenmelerine yol agmaktadir (Le Loir et al., 2003).

S. aureus’un patojenitesine katkisi oldugu dusunulen hicre digl protein toksinleri
ve virllans faktorleri spektrumunu Uretmektedir (Akineden vd., 2001). Stafilokokal
enterotoksinler (SE) molekdl agirhgr 26 900 - 29 600 Dalton arasinda degisen,
yapisinda fazla miktarda lisin, tirozin, aspartik asit ve glutamik asit
bulunduran tek zincirli proteinlerdir. SE’nin yaygin olarak goértlen 7 farkh tipi
bulunmaktadir. A (SEA); B (SEB); C1 (SEC1); C2 (SEC2); C3 (SEC3); D (SED) ve
E (SEE). Nadir olmakla birlikte, S. aureus’ un G, H, I, J ve K tipi toksin Urettigi de
belirlenmistir (Kugukcetin ve Milci, 2008).

Dunyada stafilokokal enfeksiyonlara ve ekonomik kayiplara sebep olan S.auerus’
un intoksikasyonu bulanti ve diyare ile karakterize edilmektedir ve S. aureus
tarafindan uretilmis olan bir ya da daha fazla SE toksini igeren gidalarin tiketiimesi
sonucu meydana gelmektedir. Graminda 10° - 10%® S. aureus hiicresi igeren
gidalarin tuketilmesi gida zehirlenmeleri icin yeterlidir. Ayrica S. aureus
konsantrasyonu 10° iizerine c¢ikmis olan gidalarda, S. aureus’un 1 pl’den az
enterotoksin Uretmesi ile birlikte, bu toksini iceren kontamine gidalarin tuketilmesi,
hassas bireylerde 1 - 6 saat igerisinde semptomlarin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (Alarcon et al., 2006).

Bazi durumlarda Uretilen SE miktari gida zehirlenmeleri igin yetersizdir. Ayrica bu
toksinlerin Uretilebilmesi icin NaCl konsantrasyonu, sicaklik, pH, ortam kosullari ve
rekabetci flora gibi bircok faktor etkilidir (Cremonesi et al., 2007). S. aureus’tan
kaynaklanan gida zehirlenmesi, bu bakterinin gidada Uretigi enterotoksinlerin
bulundugu ya da S. aureus’un enfektif dozunun Uzerinde bulunan gidalarin
tuketilmesiyle birlikte hizli bir sekilde ortaya c¢ikar. Belirtileri; bulanti, kusma ve
ishaldir (Jorgensen et al., 2005).



Birgok stafilokok turt bazi hayvan turlerinde yagsamaya uyum saglamislardir. Buna
karsin S. aureus deniz ve kara memelilerinin normal deri mikroflorasinda zararsiz

bir Gye olarak bulunabilmektedir (Alarcon et al., 2006).

S. aureus sut veren hayvanlarin meme enfeksiyonlarinin en 6nemli nedenidir (Ollis
et al.,1995). Mastitis, sut veren hayvanlarin sut dretimini (Wilson et al., 1997), sut
protein kalitesini (Barbano et al., 1991), ureme (Schrick et al., 2001) ve yasam
surelerini (Caraviello et al., 2005) olumsuz etkiledigi icin blytk ekonomik kayiplara
sebep olmaktadir. Klinik mastitis, sutln gorunusunu bariz bir sekilde
degistirmektedir. Subklinik mastitis ise sutun gorunusunu gozle gorunur sekilde
degistirmedigi halde sutteki somatik hicre sayisi artmakta ve sutun kalitesi

dusmektedir (Ferguson et al., 2007).

Mastitis etmenleri genellikle ¢evresel ya da bulasici tip olmalariyla siniflandirilir
(National Mastitis Council, 1987). Bulasici organizmalar major ve minor patojenler
olmak Uzere iki alt sinifta gruplandinilir. Major bulasici patojenleri Streptococcus
agalactiae, S. aureus ve Mycoplasma spp. olusturmaktadir. Koagulaz negatif
stafilokoklar ve Corynebacterium bovis’in de mastitis olusumunda kismen de olsa
rol aldig1 dusunulmektedir. Bulagici patojenler inek memesinde yasamaktadir.
Enfekte olmamis inekler icin en 6nemli kontaminasyon kaynagi enfekte olmus
ineklerdir. Bir diger enfeksiyon kaynagi ise sagim sirasindaki bulasmadir (Ortolani
et al., 2010).

Cevresel patojenler, inegin bulundugu c¢evrede bulunmaktadir. Nem ve fekal
bulasilar gevresel patojenlerin ortaya ¢ikma ve hayvanin memesini kontamine
etme riskini artirmaktadir. Cevresel mastitisin kontroll, hayvanin yasadigi yerin
kuru ve temiz tutulmasi, sagimdan énce memenin temizligine dikkat edilmesi ve
hayvanin memesinin bu organizmalarla enfekte olmasini engelleme ile

gerceklestirilebilir (Smith and Hogan, 2008; Jorgensen et al., 2005).

Laktik asit bakterileri Gram-pozitif, sporsuz, anaerobik ortamda gelisebilen,
fermentatif ve geleneksel olarak gida muhafazasi uygulamalar igin kullanilan
bakteri tlrlerini icermektedir (Holzapfel et al., 2001). Laktik asit bakterileri
Gram-pozitif mikroaerofilik bakterilerin dusik G+S (Guanin + Sitozin) grubuna

dahildir ve gida fermantasyonunda oldukga 6nemlidir. Laktik asit bakterileri sut



arunlerinin Uretiminde starter kultir olarak da kullaniimakta ve urine 0zgu
karakteristikleri saglamaktadir (Mozzi et al., 2010). Heterofermentatif turleri, yan
metabolit olarak asetik asit, formik asit, etanol ve karbondioksit olusturabilmektedir
(De Vuyst and Leroy, 2007). Starter kultir olmalarinin ve bazilarinin probiyotik
Ozellige sahip olmasinin disinda bakteriyosin gibi antimikrobiyel ajanlar Gretmeleri
ve patojen bakterileri inhibe etme kapasiteleri onlarin gida fermantasyonunda ve
biyolojik gida korunmasinda kullanimlarini vazgegilmez bir uygulama haline
getirmistir (Riley, 2011).

Laktik asit bakterileri dogada yaygin ve sut ve sut urUnlerinin mikroflorasinda
baskin olan mikroorganizmalardir. Suslarina bagli olmakla birlikte asidifikasyon
aktivitesi, proteolitik aktivitesi, bakteriyosin sentezi, bakteriofajlara olan direnci ve
ekzopolisakkarit tretimi gibi bircok metabolik 6zelliklerine gore starter kulttr olarak
kullanilmaktadir. Laktik asit baakterileri, sut udrlnlerinin 6zgin nitekliklerini
kazanmasinda ¢ok onemli rol oynayan mikroorganizmalardir (Law, 1997; Cai et
al., 2007). Laktik asit bakterileri Uretmis olduklari laktik asit araciligi ile st
urtnlerinde in situ koruyucu ve bozulmayi 6nleyici niteliginin yanisira starter kultur
olarak kullanikdiklarinda son Urunde duyusal, fiziksel ve kimyasal niteliklerin
olusumuna da katki saglamaktadir (Helander et al., 1997). Starter kultir en az bir
mikroorganizmaya ait ¢cok miktarda htcrenin kullanimi ile fermente gida Uretimi,
fermantasyon prosesini hizlandirma ve yonlendirme amaciyla kullanilan mikrobiyel
preparasyondur (Asmahan, 2010). Bu kdltarler sdatin fermantasyonunun
baglatiimasi ve Urunun vyapisal ve aromatik o6zelliklerinin gelistiriimesinden
sorumludurlar (Akgelik ve Sanlibaba, 2000). Fermente gida ve iceceklerde laktik
asit bakterilerinin kullanimi uzun vyillardir kullanilan gtvenli bir uygulamadir
(Asmahan, 2010). Ulkemizde siit endistrisinde kullanilan starter klttrler, agirlikh
olarak yurt disindan saglanmaktadir (Akgelik ve Sanlibaba, 2000). Bu bakteriler
organik asit ve Ozellikle laktik asit Uretimi ile birlikte hammaddede hizl
asidifikasyona sebep olmaktadir (Hugenholtz, 2008). Laktik asit bakterileri
tarafindan Uretilen metabolitler Grindn raf dGmrand uzatmakta, Griinde mikrobiyel
guvenligi artirmakta, yapiyi gelistirmekte ve duyusal albeniyi guclendirmektedir
(Harris et al., 1989). Starter laktik asit bakterileri turlerinin kombinasyonlari, genis
cesitlilikte olan sut Urlnlerinin fermantasyonunda farkli proses teknolojiler ile
birlikte kullaniimaktadir. Laktik asit bakterilerinin gelisme ve aktivitesi gidalarda



bozulma olusturan ve/veya patojenik bakterilere karsi engelleyici etki yapmaktadir
(Theron, 2011). Sut endustrisinde ticari starter olarak kullanilan laktokok suslarinin
diger 6nemli 6zellikleri ise laktoz ve sitrat fermantasyon yetenekleri, proteolitik
aktiviteleri, bakteriyosin tretimleri ve bagisiklik ve bakteriyofaj direncleridir (Ozkalp
et al.,, 2007). Bu starter bakterilerde laktoz metabolizmasi, diger Gram-pozitif
bakterilerin gogunlugunda bulunmayan, fosfofenol piruvata bagimli fosfotransferaz
sistemi (PEP-PTS) tarafindan basglatiimaktadir. Bu sistemde laktoz hicre igine
fosforile formda alinmakta ve fosfo-B-galaktosidaz enzimi aktivitesi ile glukoz ve
galaktoz 6-fosfata pargalanmaktadir. Bu asamadan sonra glukoz Embden-
Mayerhof-Parnas (EMP), galaktoz 6-fosfat ise tagatoz 6-fosfat yolu ile katabolize
edilmektedir (Akgelik ve Tlkel, 2000). Fizyolojik olarak buyik 6énem tasiyan st
sekeri (laktoz), glukoz ve galaktozdan olusan bir disakkarittir. Laktozun bir
monosakkariti olan galaktoz, beyin dokusundaki glikolipitlerin yapisinda
bulunmaktadir. Laktoz, bagirsaklarda asidik bir ortam olusturarak kalsiyum ve
fosforun emilimini kolaylastirmakta, kokusma ve proteolitik etki yapan bakterilerin

gelismesini engellemektedir (Turkoglu vd., 2003).

Laktik asit bakterileri, patojenik ve zehirlenmelere yol agan bakterilere karsi
antagonistik potansiyeli olmasindan dolayr gida endustrisi ve insan saghgi
acisindan ¢ok onemli bir konum elde etmistir. Laktik asit bakterileri gelisimleri
sirasinda gidada ye alan diger mikroorganizmalar ile besin maddelerine erisim icin
rekabet halindedir. (Gillor, 2007). Yapilan birgok calismada da laktik asit bakteri
kalturlerinden antifungal bilesiklerin izole ve karakterize edildigi belirtiimigtir (Gerez
et al., 2009).

Bakteriyosinler biyolojik olarak aktif peptid ya da protein yapisinda olan
bilesiklerdir ve spesifik mikroorganizmalara karsi antagonistik etkileri vardir (Lewus
et al., 1991). Cesitli spesifik inhibisyon testleriyle tanimlanabilen bakteriyosinler
protein yapisinda olmalarindan dolay! proteinazlara karsi duyarhdir (Harris et
al.,1989). Bircok laktik asit bakteri tlrla farkh bakteriyosin tretmeleri dolayisiyla
tanimlanabilmektedir (Chen and Hoover, 2003).

Bakteriyosinlerin ekspresyonlari gen tanimlamalari ile yapilabilmektedir (Chen and
Hoover, 2003) ve birgok bakteriyosin, bu ydntemle tanimlanmistir (Paul, 2003).

Bu gen sekanslarinin tanimlanmasi yeni bakteriyosinojenik laktik asit bakteri
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kultarlerinin hassas bir sekilde tanimlanabilmesi agisindan olduk¢a onemli bir
yoldur (Holzapfel et al., 2001; Mohania et al., 2008).

Farkli gida tirleri icin laktik asit bakterileri hakkinda fazla bilgiye sahip olunsa da
(Lewus et al., 1991; Dufour et al., 1991; Gelinski et al., 2010), patojenlerin kontrol
edilebilmesinde 6zgun teknikler gelistirebilmek icin yeni bakteriyosinojenik suslarin

tanimlanabilmesi gerekmektedir (Ortolani et al., 2010).

Laktobasiller ise, sut fermantasyonunun baslatiimasi, Grlinin yapisal ve aromatik
Ozelliklerinin  geligtiriimesinden sorumlu olup ayni zamanda ortamda hakim
florayr olusturarak ya da JUrettikleri degisik tip antibakteriyel maddeler
sayesinde Urinde bozulma ya da gida kokenli hastalik etmeni
mikroorganizmalarin geligsiminin engellenmesinde de 6nemli rol oynamaktadirlar
(Tuncer, Ozden ve Akgelik, 2008).

Peynirin dogal florasinin teknolojik o6zelliklerinin tanimlanmasi; peynirde arzu
edilen tekstlr, aroma, tat-koku ve yaply! olusurabilmek amaciyla dengeli starter
bakteri kombinasyonlarini segimi ¢gok énemlidir (Hayaloglu et al., 2008). Gidanin
korunmasi ve tat-koku gelisimi amacina yonelik olarak genellikle laktik asit
bakterileri kullaniimaktadir. Belli gevresel kosullar altinda fermente gidalarda bu
bakterilerin egemen olmasi desteklenmektedir (Quere et al., 1997). L. plantarum
peynir ve bazi fermente st Urlnlerinde uzun vyillardir starter kuiltir olarak
kullaniimaktadir (Vries et al., 2006).

Laktik asit bakterileri proteolitik enzimler araciligi ile yikima ugrayan kazeinlerden
aciga c¢lkan peptidler ve serbest aminoasitleri kullanarak gelisimlerini
saglamaktadirlar (Mozzi et al., 2010). Bu peptidler cesitli peptidazlarin ortak ortak
aktiviteleri sonucunda aminoasitlere hidrolize olmaktadir. Bu proses sirasinda
peynirde birgcok acimsi peptid, ara Urun olarak olugur ve bu ara urunler daha ileri
hidrolizasyona ugrayarak peynir basta olmak Uzere sut dUrlUnlerinde 6zgun yapl,
tat-koku oOzelliklerinin olusmasina neden olur (Alting et al.,1995). Serbest
aminoasitlerin bazi spesifik tat-koku bilesenlerine doénismesinden sonra daha
karmagsik islemler sonucunda tat-koku olusturan Urunler ortaya c¢ikar. Aroma
bilesenlerinin birgogu, metiyonin I6sin ve fenilalanin gibi aminoasitlerin dontsumu
ile olusabilmektedir. Peynir yapiminda kullanilan L. lactis suslarinin Urettigi

aminoasitlerin kompozisyon ve konsantrasyonu susa bagl olarak degisiklik
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gOstermektedir. En bariz farklihk ise sugsun belli bir aminoasit donusturicu
metabolik yola sahip olup olmamasidir. Genetik muhendisligi ve gen teknolojisi
spesifik aroma olusturmadan sorumlu 6zellesmis genleri bulunan suslar arasindaki

farkhliklari tanimlamada kullaniimaktadir (Smit et al., 2005)

Belli bir hammaddeden elde edilen Urlnlerin spesifik karakterleri, Gretimin yapildigi
ortam, gevresel sartlar, geleneksel araglar ve uretim modeli ile sekillenmektedir.
Bu konuda daha fazla bilgi igin tipik tekstur ve tat-koku gelisimine sebep olan
mikrobiyolojik ve biyokimyasal O6zellikler arasindaki iligkinin anlasiimasi
gerekmektedir (Ercolini et al., 2003).

L. plantarum, uglari yuvarlak, ¢ubuk seklinde, ribozdan laktik asit ve asetik asit

olusturan, anaerobik ve Streptobacterium grubu laktobasildir (Kili¢, 2001).

L. plantarum, 70’den fazla tur igeren blyuk ve yaygin bir laktobasil tarudir. DNA’
nin  Guanin+Sitozin (G+S) icerigi cesitli turlerde % 32'den % 54’e kadar
degismektedir. Lactobacillus spp. fermantasyon yeteneklerine goére zorunlu
homofermantatif (grup 1), fakultatif heterofermantatif (grup 2) ve zorunlu
heterofermantatif (grup 3) olarak ¢ gruba aynlilr. Grup 1, heksozu fruktoz-1,6-
bifosfat metabolik yolu ile laktik aside ¢evirmektedir. Ancak, glukonat ya da
pentozlari fermente edememektedir. Buna karsiik Grup 2, pentozlari ve/veya
glukonati fermente edebilmektedir. Grup 3, heksozlari laktik asit, asetik asit
ve/veya etanol ve karbondioksite fermente etmektedir. Lactobacillus tirinden olan
L.delbrueckii zorunlu homofermentatif oldugu halde L. plantarum fakuiltatif
heterofermentatiftir. L.delbrueckii’'nin % (G+S) orani % 49 ile 51 arasinda iken L.
plantarum un % 44 — 46’dir (Molin, 2003).

Yapilan kilinik calismalar ile birlikte L. plantarum’un sagliga olumlu etkilerinin
oldugu goérulmustar. L. bulgaricus, L. plantarum, Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis ve Bifidobacterium breve
bakterilerinden olusan bir probiyotik karisimin yetiskinlerdeki rahatsiz bagirsak
sendromu hastaliklarinin iyilesmesinde pozitif etkisinin goéruldugu saptanmistir
(Uymaz, 2009).

L. plantarum, L. monocytogenes’e kargl genelde orta ve duguk aktiviteli suslara
sahiptir (Gulseren, 2008).



Laktobasil cinsi daha da alt gruplara bolinmustur ve gunimuzde bes filogenetik
rRNA grubuna ayrilmigtir (Molin, 2003):

1. L. acidophilus grup (L. delbrueckii % G+S mol yuzdesine bakilarak atipik
zorunlu homofermentatif sayilmaktadir)

2. L. salivarus grup

3 L. reuteri grup

4. L. bunchneri grup

5 L. plantarum grup

L. plantarum kullanim alani esnek ve ¢ok amacl bir mikroorganizmadir. Ayrica L.
plantarum insanlarin mide-bagirsak sistemlerinde ve satillan birgok Grdndn
icerisinde tuketicinin saghgini olumlu yonde etkileyen probiyotik olarak karsimiza
cikmaktadir (Kleerebezem et al., 2003). Ayrica probiyotiklerin kolestrol dusuricu

etkileri birgok arastirmaci tarafindan incelenmistir (Kumar et al., 2011).

L. plantarum, diger mikroorganizmalar ile karsilastirildiginda dusik pH kosullarini
tolere edebilme Ozelligi sebebi ile eksi hamur, yesil zeytin ve dogal sarap gibi gida
ve iceceklerde baskin tlir konumundadir. Bu bakteri genellikle daha cok et ile
beslenen bireyler yerine vejeteryan bireylerin kommensal mikrobiyotasinda
gorulmekte (Puertollano et al., 2008) ve bu bakterinin 6nemli antimikrobiyel

bilesenler Urettigi bilinmektedir (Reenen et al., 1998).

L. plantarum igeren bitkisel Urlnler; zeytin, kakao cekirdegdi, tapyoka (Cassava),
tursu, togwa, sarap, hayvansal Urunler; sut UrUnleri; Stilton Peyniri, Feta Peyniri,
Ricotta forte peyniri, et trlinleri ise; fermente kuru sosis, fermente italyan sosisidir
(Maaike et al., 2004).

Caligsmada kullanilan L. plantarum BG33’Un karakterizasyonuna bakildiginda;
10°C sicaklikta gelisiminin olmadigi, 15°C sicaklikta gelisim gdsterdigi, 45°C
sicaklikta ise gelisemedigi gorulmustur. Testlerde katalaz aktivitesinin olmadigi ve
glukozdan gaz dUretmedigi saptanmigtir. Ayrica MRS broth’da yapilan pH
denemelerinde ortam pH’si 3.0 oldugunda % 97.86’'ik gelisme gdsterdigi
bulunmustur (Uymaz, 2009). Laktik asit bakterilerinin asit toleranslarinin gelisme

ortami ve inkubasyon kosullari, H+ - ATPaz enzimi ve bakteri turine goére farklihk
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gosteren stoplazmik membran yapisina bagh olarak degistigi gosterilmektedir
(Havenaar et al., 1992, Oh et al., 2000, Khalil et al., 2007).

Peynir, sut Grunleri arasinda en ¢ok gesitlilik gosteren Grindur (Coda et al., 2006).
Peynirin tekstdr, renk, erime ve uzama gibi fiziksel ve kimyasal o6zelliklerinin
oncelikli olarak kazein molekulleri arasindaki etkilesime bagh oldugu
belirtiimektedir (Lucey et al., 2003). Peynirin gecirdigi fiziksel ve biyokimyasal
degisimler sonucunda peynirin olgunlagsmasi kompleks ve dinamik biyokimyasal
prosesleri icermektedir. Bu biyokimyasal proseslerin arasinda protein yikimi, yag
hidrolizi ve laktoz metabolizmasi vardir (Hayaloglu et. al, 2005). Turkiye toplam
peynir Uretiminin % 60’In1 olusturan ve Turkiye'deki en populer peynir gesidi olan
Beyaz peynirin Uretimi binlerce yil 6éncesine dayanmaktadir (Toufeili and Ozer,
2006). Geleneksel Beyaz peynir kip ya da dikdortgen seklinde ve kabuksuz
yapidadir (Hayaloglu et al., 2002).

Pastorizasyon, sutu insan tuketimi amaci ile daha saglikli hale getirebilmek igin ¢ig
sutteki ¢ogu 1siya dayanikli patojenik bakterilerin inhibe edilmesi amaciyla
uygulanan bir prosestir (Donnelly, 2001; 2005). Pastorizasyon, tipik olarak sutin
72-75°C sicaklikta 15-30 s’de plakali 1s1 degistiriciden gecirilmesi ile
gercgeklestiriimektedir. Bununla birlikte sutteki zararl bakteri miktari azaltiimakta,
sutdn raf 6mrl uzatiimakta ve sitte dogal olarak bulunan birgok enzimler inaktive
edilmektedir. Pastdrizasyon isiya dayanikh bakteriyel endosporlara kargi ¢ok az
etki etmektedir (McSweeney and Fox, 2004; Su and Ingham, 2000).

Gelismis birgok Ulkede pastorizasyon ¢ogu sut Grandndn Uretiminde 6n kosul
olarak kabul edilmektedir. Bununla biirlikte bazi peynirlerin geleneksel fiziksel ve
duyusal ozelliklerinin korunabilmesi amaciyla ¢ig sutten peynir Uretimi de so6z
konusudur (Beresford and Williams, 2004).

Cig sultten peynir Gretimi ile patojen bakteriler sutte canhliklarini devam
ettireceginden, bu olay saglik acgisindan agik¢a risk olusturmaktadir (Kindstedt,
2004).

Starterler peynir yapim prosesinde fermantasyon ile laktozdan laktik asit Gretimini
ve bunun sonucunda pH dusugunu kontrol edebilmek igin kullanilan bakteriyel

kalturlerdir. Asidifikasyon; peynirin bilesimi, yapisi ve olgunlasmasinda peynir
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uretiminin odaginda bulundugundan, rennet aracihgi ile peynirin kompozisyonu,
sekillendirme ve degistirmekte, sinerezisi kolaylastirmanin yani sira kolloidal
kalsiyum fosfatin ¢ézinmesini ve patojen mikroorganizmalarin inhibisyonunu da
saglamaktadir. Starter kuilttrler, CO, Uretimi ve pH duslsu ile birlikte gidanin
mikrobiyel glvenligini saglarken, redoks potansiyelini dugirmekte ve patojenleri
inhibe etmektedir (Donnelly, 2001; 2005). Bunun ile birlikte bazi peynirlerde
istenen bosluk (gb6z) olusumuna da katkida bulunmaktadir (Sheehan, 2007).
Ayrica starter kulttrler peynirlerin olgunlagmasi sirasinda sitrat metabolizmasi ya
da peptidaz, esteraz, lipaz ve diger enzimlerin salinimi ile peynirin tat-koku ve

aromasini etkilemektedir (Upadhyay, 2004)
Starter Kaltur Tipleri:

v Peynir yapiminda kullanilan mezofilik starter kdltarlerin optimum gelisme
sicakhgi yaklasik olarak 26-30°C’dir ve mikroorganizmalarin zarar gérmemesi igin
bu sicakligin 40°C’yi asmamasi gerekmektedir (Dusterhéft and van den Berg,
2007)

v Optimum gelisme sicakliklari yaklasik 40°C olan termofilik starter kultrler,
italyan (Gobbetti and Di Cagno, 2002) ve lsvigre tipi (Fréhlich-Wyder and
Bachmann, 2008) peynirlerin yapiminda kullaniimaktadir. Bu kudltarler S.
thermophilus ve Lactobacillus helveticus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve L.
delbrueckii subsp. lactis gibi laktobasil mikroorganizmlar icermektedir. Genellikle,
Cedar (Donaghy et al., 2004) ve Gouda tip peynirlerin yapiminda asidifikasyonu
(S. thermophilus) ve tat-koku saglayabilmek icin termofilik kdltarlere yardimci
kiltarler eklenmektedir. Mozzarella tip peynir Uretimde ise fazla sut sekerinin isil
islem sirasinda metabolize olup esmerlesmesini en aza indirilmek i¢in mezofilik
kaltarler kullaniimaktadir (Bley et al., 1985).

Starter kulturler tanimlanmig ve karigik kulturler olarak alt gruba ayriimaktadir.
Tanimlanmig tur kultarler, fizyolojik karakterleri ve teknolojik 6zellikleri bilinen saf
kultarlerdir. Karisik sug kulturleri laktik asit bakterilerinin bilinmeyen sayida ayni
tirin farkh suslarini ve farkh tirlerden ya da cinslerden bakteri gruplarini
icerebilmektedir (Sheehan, 2007). Peynire dinamizm kazandiran ve birgok bilimsel
disipline galisma olanagi saglayan unsurlardan biri peynir Uretimi ve olgunlagsmasi

sirasinda son derece dnemli rolleri olan laktik asit bakterileridir (Hayaloglu, 2003).
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Starter olarak kullanilan laktik asit bakterileri peynir, teknolojisinde iki Snemli gorevi
ustlenirler. Bunlar sirasiyla; 1) peynir Uretim surecinde, sut sekerinden (laktoz)
laktik asit Uretmek, 2) peynirin olgunlasma slrecinde, sahip olduklari enzimler
araciligi ile proteinleri, karbonhidratlari ve yadlari hidrolize ederek peynirde tat-
koku maddelerinin ve tekstiirel dzelliklerin olugmasini saglamaktir. Ikincil (ek)
mikroflora olarak yer alan bakteriler (genellikle starter disi laktik asit bakterileri
olarak adlandirilir ve fakultatif heterofermentatif laktobasillerden olusur, bununla
beraber Pediococcus, Enterococcus, Leuconostoc ve propiyonik asit bakterileri bu
grup icinde kabul edilmektedir), kufler ve mayalar da starter bakteriler gibi peynirde
olgunlagsmaya yardimci olurlar. Bunu; dogrudan metabolik aktivite gostererek ya
da hdcrelerinin otolize olarak enzimleri peynir matriksi igcinde aktivite gostererek

gerceklestirirler (Fox, 1999).

Peynir Uretiminde starter kultir olarak kullanilan ya da bir¢ok peynir g¢esidinin
starter disi mikroflorasinda baskin mikroorganizmalar olarak bulunabilen laktik asit
bakterileri dncelikle; peynir sutunun asitliginin gelisiminden sorumludurlar. Bununla
beraber bu kdltirler peynirin olgunlasmasi surecinde tat-koku &gelerinin
gelismesine de katkida bulunurlar (Lane and Fox, 1996). Kuflerin, mayalarin ve
aralarinda L. paracasei subsp. paracasei, L. acidophilus, L. plantarum, L.
delbrueckii subsp. lactis’inde bulundugu birgcok mikroorganizma peynir Uretiminde
ek kultdr olarak kullanilabilmektedir (Gursoy ve Kinik, 2005).

Starter bakterileri, sutin pH degerini 30-37°C sicaklikta 6 saatte pH<5.3’e kadar
azaltmak icin yeterli derecede asit Ureten flora olarak tanimlanmaktadir. Laktik asit
bakterileri, ¢ig sutten yapilan peynirlerde oldugu gibi ya peynir sutinun dogal
florasinda yer alir ya da pastorize sutten yapilan peynirlerde oldugu gibi peynir
sutune bilingli olarak karistirilir. Peynir tretiminde kullanilan laktik asit bakterileri
uretim suresince artarlar ve uretimin basladigi birka¢ saat igerisinde yogunluklari
10® kob/g’a ulasir. Starter kiltiirler hem mezofilik hem de termofilik olarak Uretilen
peynirin tarane gore kullanilirlar. En yaygin starter bakteri cinsleri Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc ve Enterococcus olarak bildiriimektedir
(Beresford et al., 2001).

Peynir tiplerine gore degismekle birlikte olgunlasmanin basinda 10°-10'° kob/g

seviyelerinde olan starter laktokoklarin sayisi genellikle 2-16°C’de gergeklesen
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olgunlagsmanin ilk haftalarinda dugmektedir. Starter laktokoklarin sayisi; peynirdeki
tuz, dusuk pH, fermente edilebilen karbonhidratlarin yetersizligi ve dusuk
olgunlagsma sicakli§i gibi nedenlerle azalmaktadir. Starter kilttrlerin azalma orani
kaltarlerin otolitik 6zellikleri, tuz toleransi ve fajlara direng gibi faktorlere bagh
olarak degismektedir (Gursoy and Kinik, 2005). Bu faktorlerden tuzlama peynir
kompozisyouna ve olgunlasmasina etki etmektedir. Genel olarak Beyaz peynirde
salamurada yuksek tuz konsantrasyonu nedeniyle proteoliz yavas seyretmektedir
(Ozer et al., 2006).

Ek kalttrler peynire, asit olusturmak disindaki amaglarla da katilan kalttrler olup,
olgunlasmay! hizlandirmak, peynirde lezzeti arttirmak, lezzet olugumunu
hizlandirmak ve/veya probiyotik 0zellik kazandirmak amaciyla mezofilik ve
termofilik starterlere ilave olarak kullanilabilmektedir. Genellikle ilgili peynirin
starter olmayan mikroflorasinda da bulunabilen bu mikroorganizmalar ¢cogunlukla
laktobasillerden olusmaktadir (Wishah, 2007)

Laktobasiller gibi probiyotik mikroorganizmalarla Uretilen sut drdnlerinin saglhk
uzerindeki olumlu etkileri, son yillarda yeni bir arastirma alaninin ortaya ¢ikmasina
yol agmigtir. Probiyotik bakteri kalttrlerinin kullanimina baglanmasindan bu yana
bunlarin tasiyicisi olarak kullanilan en popluler gida sistemleri yogurt ve fermente
sut gibi taze fermente olmus Urlnler ya da yeterli sayida canh probiyotik kulttr
ilave edilmis fermente olmamis UrUnlerdir (Glursoy ve Kinik, 2005; Kalavrouzioti et
al., 2005).

Genel olarak laktobasiller sicaklik, tuz, oksijen ve safra tuzlarina toleranshdir.
Suslarin asitlik ve oksijen duyarliliklari, stt bazl ortamda iyi gelisebilme kapasitesi
ile hizli bir sekilde sit asitlgini gelistirme ve bu sayede de fermantasyon suresini
kisaltma kapasiteleri Uretimde oOnemli bazi karakteristikler olarak goze

carpmaktadir (Gomes and Malcata, 1998).

L. acidophilus’'un Beyaz peynirde duyusal niteliklere, olgunlasma surecine ve
peynir kompozisyonuna katkisinin ve bu peynirde canli kalabilme yeteneginin
arastinldigr bir calismada s6z konusu probiyotigin beyaz peynirlerde, aroma,
tekstir ve proteolize o6nemli duzeyde katkida bulunarak olgunlasma
periyodunun sonunda probiyotik etkilerini gdsterebilecek dlzeylerde canli
kalabildigi saptanmistir (Wishah, 2007).
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World Health Organization (WHO)'nun tanimina gore probiyotikler uygun
miktarlarda kullanildiginda konak canliya yarar saglayan organizmalardir
(FAO/WHO Report, 2001). Konu ile ilgili olarak son yillarda yapilan ¢alismalarda
probiyotik bakterilerin birgok peynir ¢esidinin Uretiminde basariyla kullanilabilecegi
gosterilmigtir. Probiyotik bakterilerin Grunlere ilavesindeki bagari; kullanilan tur ve
sus, uretiminde kullanilan laktik asit bakterilerinin aktivitesi, peynir kompozisyonu,
uretim ve olgunlasma kosullar gibi faktorlere bagli olarak degismektedir (Glrsoy
ve Kinik, 2005). Yararh etkilerin gorulebilmesi icin gerekli olan minimum probiyotik
mikroorganizma konsantrasyonu hala bilinememek ile beraber, en az 10’ kob/g
veya mL seviyesinde canli laktobasilin ortamda bulunmasi gerektigi
distintlmektedir. Ayrica, Uriiniin tiiketilmesi esnasinda en az 10°-10’ kob/mL’lik
probiyotik populasyonunun bulunmasi gerektigi ve trinin giinde 100 g'dan fazla

tuketilmesi gerektigi de bildiriimektedir (Bergamini et al., 2005).

Kazein [sUt proteinlerinin yaklasik % 80’i (Kelly, 2007)] sutun icinde buylk ve
multimolekuller agregat yapisinda misel denen yapilari olusturur. Kazein misellerini
kazeinlerin kuresel yapida agregatlar (as;-, as,-, B- ve k—kazein) meydana getirir
ve inorganik iyonlarla baglanmasi ile kolloidal kalsiyum fosfatlar olusur (Lucey and
Fox, 1993). Misel yapisinda farkh kazeinler dizensiz bir sekilde dagiimis halde
bulunur. Ozellikle k-kazein miselin yiizeyinde bulunmaktadir. k—kazein miseli
stabilize eder ve Ca*? varliginda biraraya toplanmalarini engeller. k-kazein peynir
mayasinin etkisi ile iki pargaya ayrilir. 1. ve 105. Aminoasitier arasinda yer alan
kisim (molekulin yaklasik olarak doértte Ggl) hidrofobiktir ve diger kazeinlerle
temas halindedir. Diger kisim (106-169 kismi) yani k - kazeinin C-terminal bolgesi
hidrofiliktir ve peynir yapimi sirasinda peyniralti suyu aracihig ile atilir. Sutin
enzimatik koagulasyonu kazein misellerinin  modifikasyonunu icerir. Bu
modifikasyon rennet preparatlarindaki proteinazlar tarafindan Pheigs - Metigs
baginda sinirli proteoliz ve bunu rennetin degistirdigi misellerin Ca*? indiiklenmis

agregasyonu takip eder (Fox and McSweeney, 1997).

K - kazein rennet koagulasyonunda hidrolize olan tek kazeindir. Kk - kazein para-k-
kazein ve glikomakropeptidleri olusturacak sekilde hidrolize olur. Mikropeptidler
sivi faza diflize olur, para-k-kazein ise miselin ana yapisina bagh olarak kalir.
Mikropeptidler (k - kazeinin yaklasik % 30’u ya da toplam kazeinin % 4-5’idir) sivi
icerisinde kaybolur. Bu durum kaginiimazdir ve rennet koagulasyonunun bir
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sonucudur. Bu kayip peynir verimi agisindan onemlidir (Banks, 1987). Rennet
preperasyonlarinda proteinazlar tarafindan «k-kazeinin  proteolizi, rennet

akitivitesinin birinci agsamasini olusturmaktadir (McSweeney, 2007).

Mikropeptidlerin misellerden ¢ikmasi ile misellerin ylzey potansiyelleri -20’dan -
10mV’a duser ve sterik stabilize tabaka ortadan kalkar. k - kazeinin % 85’i hidrolize
oldugunda ise 18°C iizerinde ve Ca* varliginda koagiile olan miselin kolloidal
stabilitesi ¢ok hizli duser. Bu olay ise rennet aktivitesinin ikinci asamasi olarak
adlandirihir (McSweeney, 2007).

Ozellikle peynir siitli zayif rennet koagiilasyonu ya da pihti olusum karakteristigi
gOsterdiyse site yaklasik 0.2 g/L (6rnegin yaklasik 1.8 mM) seviyelerinde CaCl,
eklenmesi siklikla kullanilan ticari bir uygulamadir. Sttin disuk protein seviyesine,
sutun laktasyonun donemine (Auldist et al., 1998), 6.7 ve Uzeri gibi yuksek pH’ya,
sutin peynir Gretiminden 6nce uzun sure dusuk sicaklikta bekletiimesine, sutte
yuksek somatik hlcrenin varligina (Auldist et al., 1996), yiksek enzimatik
aktiviteye ya da ylksek pastérizasyon sicakligina bagli olarak sutin rennet
koagllasyonunu zayiflatmaktadir (Fox and McSweeney, 1998). Iyonik ve/veya
misel yapida kalsiyum seviyelerindeki dugusu, kazeinin kazein miselinden seruma
dogru gegisi, ve/veya kazeinin proteoz peptonlara ve somatik hticrelerin plazmin
ve/veya proteinaz tarafindan diger ¢ézinur peptilere donisimiu bu faktérlerden
bazilaridir. Cozunur peptidler jel olusumuna katkida bulunmaz ve peynirde blyuk
dlglide geri kazanilabilir degildir. Ozellikle blyUk sit isletmelerinde jel sikiligi ve jel
sikilagmasi baz alindigindan koagulasyon 06zelliklerinin  bozulmasi peynir

uretiminde istenmeyen bir durumdur (Guinee, 2007).

Peynir sutine CaCl, eklenmesi genelde rennet koagulasyon o6zelliklerini
gelistirmekte, rennet jellesme suresini kisaltmakta ve pihti sikilagsma oranini ve
pithti  sikihdini artirmaktadir. Peynir uretim protokoline bagli olarak, CacCl;
eklenmesi peynirdeki yad seviyesini ve verimini artirnir. CaCl,’Un rennet
koagulasyon o6zellikleri Uzerine pozitif etkileri peynir sutinin asagidaki etkilerine
baghdir;

o iyonik (Ca*?) ve kolloidal kalsiyum fosfat konsantrasyonunun artiriimasi
(Lucey, 2002),
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o pH dustsu hidrojen iyon aktivitesinin artigiyla sonuglanmasinin, sodyum
fosfat tuzlari ile birlikte bazi Ca*? iyonlarinin eklenmesi oldugu disiinilmektedir
(Guinee, 2007).

Peynir biyolojik ve biyokimyasal agidan dinamik bir Grinddr. Bunun sonucu olarak
stabil olmayan bir yapiya sahiptir. Peynirin olgunlagsmasi surecinde, kompleks
yapida birgok biyokimyasal reaksiyon gergeklesir. Bunlardan baslicalar; (1)
Peynirde kalan laktozun glikolize ve laktatin katabolize olmasi, (2) sitratin
katabolize olmasi, (3) lipoliz, (4) proteoliz ve (5) amino asitlerin katabolize

olmasidir (McSweeney, 2004).

Gelisen ve degisen dinyaya uyum saglayabilmek amaci ile genetik olarak
tanimlamada hizli, pratik ve dogrulugu-guvenirligi yuksek tekniklere ihtiyag
duyulmaktadir. Bu tekniklerden en Onemlilerinden biriside Polimeraz Zincir
Reaksiyonudur. Teknik ilk bulundugu 1985 vyilindan itibaren hizli bir gelisme
gOstermistir (Mullis, 1990). PZR in vitro kosullarinda DNA dizilerinin ¢ogaltiimasi
esasina dayanmaktadir. PZR; basit, spesifik ve hassas bir tekniktir (Saiki et al.,
1985).

PZR teknigi, temelde U¢ agamadan olugsmaktadir.

DNA Zincirinin Acilmasi (Denaturation): Kalip DNA (template DNA), 92-95°C’de 1-
2 dakika tutularak cift sarmal yapidaki DNA iplikgikleri birbirlerinden ayriimaktadir
(Hadidi et al., 1995).

Primerlerin  Acillan DNA Zincirlerine Yapismasi (Annealing): Reaksiyon
sicakhginin, 37-65°C’ye dusurulerek oligonlkleotid primerlerinin agilan DNA
zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bdlgeye yapismasi islemidir (Innis
and Gelfand, 1990).

Primer Uzamasi (Primer Extesion): DNA zincirleri Uzerine yapisan primerlerin
DNA polimeraz enzimi (Taqg DNA polymerase) vasitasiyla uzatilmasidir (Chesters,
1996).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. MATERYALLER

3.1.1. Gig Sut

Calismada Ankara Universitesi Ziraat Fakiltesi Haymana Arastirma-Uygulama
Ciftligi'nden saglanan inek sutleri kullaniimistir. Sagimdan hemen sonra suzulerek
sogutulan sutler, Uretimin yapilacagi A.U. Ziraat Fakiiltesi Siit Teknolojisi BéIUmii
Egitim Arastrma ve Uygulama isletmesine getirilerek peynir yapimi
gergeklestiriimistir.

3.1.2. Kilturler

Aragtirmada, CHR. HANSEN'’S (Danimarka) firmasinin liyofilize formdaki mezofilik

homofermentatif R-707 ticari kodlu starter kiltirinden yararlaniimistir.

Arastirmada kullanilan Lactobacillus plantarum BG33 ve Staphlococcus aureus
ATCC6538 bakteri kiltlirli Ankara Universitesi Biyoloji B6IimU Biyoteknoloji A.B.D.
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mustafa Akgelik'ten temin edilmistir.

3.1.3. Peynir Katkilari

3.1.3.1. Kalsiyum Kloriir
Cahsmada kullanilan CaCl, Merck (Darmstadt, Almanya) firmasinin 102392

katalog numarali GrinU kullaniimistir.

Peynir yapim asamasinda sute % 40’lik kalsiyum klortr ¢ozeltisinden % 0.02
oraninda katilmistir.
3.1.3.2. Peynir Mayasi-Rennet

Aragtirmada “Peyma-Chr.Hansen’s Peynir Mayasi San. Ve Tic. A.S.” firmasinin
urettigi “Mandra” ticari isimli ve etiketinde 1/16.000 kuvvetinde oldugu belirtilen

dana sirdeninden elde edilen sivi peynir mayasi kullaniimistir.

3.1.3.3. Tuz (NaCl)

Peynirlerin ilk ve ambalajlama salamuralarinda granul formdaki ticari kaya tuzu

kullanilmistir.
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3.1.3.4. Salamura

Peynirlerin tuzlanmasinda, farkli tuz konsantrasyonlarina sahip ve 85°C’de 30

dakika pastorize edilen salamuralar kullaniimistir.

3.1.4. Besiyerleri

Calismada kullanilan besiyerleri; Tryptic Soy Agar (TSA) Bolum 4.1’de, Tryptic
Soy Broth (TSB) Bolum 4.2'de, Baird Parker agar (BPA) Bolum 4.3’te, de MAN,
ROGOSA and SHARPE (MRS) Broth Bolim 4.4'te, de MAN, ROGOSA and
SHARPE (MRS) Agar Bolim 4.5’te gosterilmistir. Ayrica kurumaddesi %10’luk
sekilde hazirlanan rekonstitiye sut laktik asit bakterilerinin canlandiriimasi igin

kullaniimistir. Bu besiyerlerinin hazirlanisi ve kullanimi asagdida verilmektedir.

3.1.4.1. Tryptic Soy Broth (TSB)

Calismada kullanilan Tryptic Soy Broth (TSB) Merck (Darmstadt, Almanya)
markali 1.05459.0500 katalog numarali Tyrptic Soy Broth (TSB) kullaniimistir. Bu
besiyerinin bilesimi; kazein peptonu (17.0 g/L), soya peptonu (3.0 g/L), D (+)
glukoz (2.5 g/L), NaCl (5.0 g /L), K;PO4 (2.5 g/L) olarak verilmistir. Hazirlarlanan
besiyerinin pH’s1 25°C’de 7.3 + 0.2'dir.

Hazir olarak elimizde bulunan karisimdan 1000 mL saf su icerisine 30 g besiyeri
tartilip eklenmistir. CoézUndurebilmek amaci ile karigtirilan karigim gerekli olan
miktarlarda tliplere aktarilmis ve 121°C’de 15 dakika sureyle otoklavlanmistir.
Sterilizasyonu tamamlanan malzemeler oda sicakligina geldikten sonra +4°C’de

muhafaza edilmigtir.
3.1.4.2. Tryptic Soy Agar (TSA)

Calismada Merck (Darmstadt, Almanya) markah 1.05458.0500 katalog numaral
Tyrptic Soy Agar (TSA) kullaniimistir. Bu besiyerinin bilesimi; kazein peptonu (15.0
g/L), soya peptonu (5.0 g/L), NaCl (5.0 g/L), agar (15.0 g/L)dir. Hazirlarlanan
agarin pH’s1 25°C’de 7.3 £ 0.2’dir.

Hazir karisimdan 40 g tartiip Gzerine 1000 mL damitik su eklenmistir. Kati
partiktllerin kalmamasi ve homojen bir karisimin saglanabilmesi i¢in kaynar su

banyosunda ¢ozundurilen karigim 15 dakika 121°C’de sterilize edilmigtir.

19



3.1.4.3. Baird Parker Agar (BPA)

Calismada Merck (Darmstadt, Almanya) markali 1.05406.0500 katalog numarall
Baird Parker Agar kullaniimistir. Bu besiyerinin bilesimi; kazein peptonu (10.0 g/L),
et 6zutu (5.0 g/L), maya 6zitlu (1.0 g/L), sodyum pirtvat (10.0 g/L), glisin (12.0
g/L), lityum klordr (5.0 g/L), agar (15.0 g/L)dir.

58.0 g dehidre besiyeri 950 mL damitik su ile karigtirilarak 1-2 dakika kaynatilarak
timuyle ¢ézduriimus ve otoklavda 121°C’da 15 dakika sure ile sterilize edilmigtir.
Bazal besiyeri 45°C sicakliga sogutulduktan sonra karistirmaya devam edilerek
Uzerine onceden oda sicakligina getiriimis 50 mL steril yumurta sarisi — tellurit
emulsiyonu ilave edilip, Petri kaplarina dagitimi yapilmistir (ISO/FDIS, 2003).
Hazirlarlanan agarin pH’si 25°C’de 7.3 + 0.2’dir. Baird Parker Agar Gzerine yapilan

ekimler sonrasinda koloni goruntusit Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. S.aureus’un BPA Uzerindeki koloni ve zon gérintisu

S. aureus, Baird Parker agarda siyah renkli seffaf zonlu koloniler olugturmaktadir.

3.1.4.4. de MAN, ROGOSA, SHARPE (MRS) Broth

Calismada Merck (Darmstadt, Almanya) markali 1.10661 katalog numarali MRS
kullaniimistir. Bu besiyerinin bilesimi; kazein peptonu (10.0 g/L), et 6zutu (8.0 g/L),
maya ozutu (4.0 g/L), D(+) glukoz (20.0 g/L), K;HPO,4 (2.0 g/L), Tween 80 (1.0
g/L), di-Amonyum hidrojen sitrat (2.0 g/L), sodyum asetat (5.0 g/L), MgSO, (0.2
g/L), MnSQO4 (0.04 g/L)dir.
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Dehidre besiyeri 52.2 g/L olacak sekilde damitik su iginde eritiimis ve otoklavda
121°C’da 15 dakika sterilize edildikten ve kullanima hazir hale getirilmistir.

Hazirlanmis olan besiyerinin 25°C’da pH’si 5.7+0.2°dir.

3.1.45. de MAN, ROGOSA, SHARPE (MRS) Agar

Calismada Merck (Darmstadt, Almanya) markal 1.10660.0500 katalog numarali
MRS Agar kullaniimigtir. Bu agarin bilesimi; kazein peptonu (10.0 g/L), et 6zutu
(10.0 g/L), maya o6zutu (4.0 g/L), D (+) Glucose (20.0 g/L), K;HPO4 (2.0 g/L),
Tween 80 (1.0 g/L), di-Amonyum hidrojen sitrat (2.0 g/L), sodyum asetat (5.0 g/L),
MgSO, (0.2 g/L), MnSO4 (0.04 g/L), agar-agar (14.0 g/L) seklindedir.

Dehidre besiyeri 68.2 g/L olacak sekilde damitik su iginde sitilarak eritilip,
otoklavda 121°C’da 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklav sonrasi 45-50°C’a
sogutulup, steril Petri kaplarina ilave edilmistir (MAN, ROGOSA, SHARPE, 1960).
Hazirlanmis olan besiyerinin 25°C’da pH’si 5.7+0.2°dir. Laktik asit bakterilerinin

MRS agardaki goruntusu Sekil 3.2’de verilmistir.

Sekil 3.2. L. plantarum’un MRS agardaki koloni géruntusu

L. plantarum, MRS agarda koyu sari renkli koloniler olusturmaktadir.

3.1.4.6. Yagsiz Sut Tozu ve Rekonstituye Sut

Ankara Universitesi. Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimi Hayvancilik isletmesi’nden
alinan yagsiz suttozu kullanilarak, 10 g yagsiz sut tozu tzerine 90 mL damitik su
eklenerek kurumaddesi % 10 olan 100 mL’lik rekonstitiye sut elde edilmistir. Elde
edilen sut otoklavda 120°C’de 2 dakika sterilize edilmigtir. Satun sicakligi, ekim

icin optimum sicaklik degeri olan 37°C’ye duslUrialmis ve L. plantarum
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inokulasyonu gergeklestiriimistir. Jellesme olustuktan sonra kultur, sayima ve

peynir yapimi i¢in ekime hazirlanmistir.
3.1.5. Besiyeri Katkilari

3.1.5.1. Piriuvik Ait Sodyum Tuzu (Piriivat)

Calismada Merck (Darmstadt, Almanya) markali 1.06619.0050 katalog numarali
molekul agirligi 110.04 g/mol olan piravik asit sodyum tuzu (CzHsNaOs;)

kullanilmistir.

Hazir olarak elimizde bulunan bu tuzdan 5 g tartiip 1000 mL damitik suya
eklenmigtir. Hazirlanan c¢ozelti istenilen miktarda tuplere dagitiip 121°C’de 15

dakika sterilize edilmig ve S. aureus igin selektivite ajani olarak kullanilimistir.

3.1.5.2. Yumurta Sanisi-Telllirit Emulsiyonu

Calismada Merck (Darmstadt, Almanya) markah 1.03785.0001 katalog numaral
Yumurta Sarisi-Tellirit EmUsyonu kullaniimistir. Bu emusyonun bilesiminde NacCl

(4.25 g) ve potasyum tellurit (2.1 g) yer almaktadir.

200 mL steril yumurta sarisi, 4.25 g NaCl ve 2.1 g potasyum tellurit ile karistirilip
Uzerine 1 L’'ye tamamlayacak kadar steril damitik su eklenmigtir. Sterilize 50 mL
sise igerigi; 950 mL olarak hazirlanip sterilize edilen ve otoklav sonrasi 45°C’a
sogutulan Baird Parker Agar besiyerine (Katalog No: Merck 1.05406.0500) iyice
calkalandiktan sonra ilave edilmistir. Sicaklik farkindan dolayi bdlgesel jellesmeleri

onlemek icin ilave dncesi materyalin oda sicakligina getirilmesi gereklidir.

3.1.6. Tamponlar ve Gozeltiler

Calismada kullanilan tampon ve c¢ozeltilerin bilesimi ve hazirlaniglari asagida
gOsterilmigtir.

3.1.6.1. Lambda Tamponu

Calismada kullanilan Lambda tamponunun bilesimi NaCl (5.8 g/L), MgSO,4.7H20
(2.0 g/L), 1 M Tris — HCI ¢ozeltisi (13.0 g/L) (pH:7.5), jelatin (0.1 g/L)dir.
Bilesenleri 1000 mL damitik su icerisinde ¢dzunduruldikten sonra tuplere
dagitilarak otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize edilmigtir. +4°C’de
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muhafaza edilen ¢ozelti kullanim oOncesi oda sicakhgina getirilmigtir Lambda

tamponu hazirlanan dilusyonlar i¢in kullaniimistir (Taban, 2007).

3.1.6.2. 10 mM Tris- HCI Cozeltisi

1.211 g Tris 1 L suya eklenerek hazirlanan ¢dzeltinin pH’si HCI ¢ozeltisi ile 8.0’e
ayarlanmigtir. TUplere gerekli miktarlarda dagitilarak otoklavda 121°C sicaklikta 15
dakika sure ile sterilize edilen ¢ozelti oda sicakliginda muhafa edilmigtir (Taban,

2007). Hazirlanan bu tampon lizozim ¢ézeltisinde kullaniimigtir.

3.1.6.3. 10 g/mL Lizozim Cozeltisi

0.01 g lizozim 1 mL steril 10 mM Tris —HCI c¢ozeltisi (pH: 8.0) icerisinde
¢Ozundurdlmustar. Ardindan steril mikrosantriflj tuplerine gerekli miktarlarda
dagitilarak -18°C sicaklikta muhafaza edilmis ve kullanim éncesi oda sicakligina
getirilmistir (Taban, 2007). Lizozim ¢dzeltisi PZR igsleminden dnce yapilan DNA

izolasyon ve saflastirma isleminde hicre zarinin pargalanmasi igin kullaniimistir.

3.1.6.4. 0.5 M Na;EDTA (Disodyum etilendiamin tetraasetik asit) Cozeltisi

Calismada kullanilan Na,EDTA — 2H,0 c¢dzeltisinin hazirlanmasi i¢in 186.12 g
Na;EDTA — 2H,0 1 L damitik suda ¢dzindurilip pH’st NaOH ¢ozeltisi ile 8.0’a
ayarlanmigtir. Cam kaplara gerekli miktarlarda dagitilarak otoklavda 121°C
sicaklikta 15 dakika sure ile sterilize edilen ¢ozelti oda sicakhdinda muhafaza
edilmistir. Bu bilesim Tris-Borik asit-EDTA tamponu icin hazirlanmistir (pH: 8.0)
(Taban, 2007).

3.1.6.5. Tris-Borik asit-EDTA (TBE) Tamponu (10X)

Cahsmada kullanilan  Tris-Borik  asit-EDTA (TBE) Tamponunun (10X)
hazirlanmasinda; 108.0 g Tris, 55.0 g borik asit, 40 mL 0.5 M Na,EDTA c¢ozeltisi
karigtirihp, 1000 mL damitik su igerisinde ¢ozundurulmustur. Tampon kullanim
anina kadar oda sicakhginda muhafaza edilmistir (Taban, 2007). Bu tampon PZR
isleminden sonra yapilan agaroz jel elektroforez igsleminde kullaniimak Uzere

hazirlanmistir.
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3.1.6.6. Butterfield’s phosphate (BFP)

Calismada kullanilan Butterfield’s phosphate (BFP) hazirlanmasinda, 34.0 g
KH,PO4 500 mL damitik suda c¢ozunduralmuastur. Hazirlanan stok c¢ozeltinin
pH’sinI 7.2’ ye ayarlayabilmek igin yaklasik olarak 175 mL 1N NaOH eklenmistir.
pH’sI ayarlanan ¢ozelti Uzerine toplam hacim 1000 mL olacak sekilde damitik su
ile 1000 mL'ye tamamlanmis ve 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize edilmistir. Elde

edilen ¢ozelti +4°Cde saklanmistir
3.1.7. Boya Cozeltileri

3.1.7.1. 1 mg/mL Etidyum Bromur Cozeltisi

Calismada kullanilan Etidyum Bromur Cozeltisi; 1 g etidyum bromar 1 L damitik su
icerisinde ¢dzunduruldukten sonra steril mikrosantrifiij tlplerine gerekli miktarlarda

dagitilir. Tupler +4°C sicaklikta ve karanlkta muhafaza edilmelidir (Taban, 2007).

3.1.7.2. 6X Yukleme Boyasi Cozeltisi

Cahsmada kullanilan 6X Yukleme Boya Cozeltisi hazirlanmasinda; 10 mM Tris-
HCI, % 0.03 bromfenol mavisi (v/v), % 0.03 ksilen siyanol FF (v/v), % 60 gliserol
(v/v), 60 mM EDTA c¢ozeltisi icermektedir. Cozelti -18°C sicaklikta muhafaza

edilmeli ve kullanim 6ncesi +4°C sicaklikta ¢ozindurulmuagtir (Taban, 2007).

3.1.8. DNA izolasyonu ve Saflagtirma Kiti

Calismada kullanilan Roche (Basel, isvigre) markali 11 796 828 001 katalog
numaral high pure PCR template preparation (HPPTP) kiti nin icerigi ve

icerigindeki tampon ve ¢ozeltilerin hazirlanis sekilleri asagida verilmektedir.

3.1.8.1. High Pure PCR Template Preparation Kit
Calismada kullaniimis olan High Pure PCR Template Preparation Kiti (HPPTP) ve
Kitin icerigi asagida verilmistir (Taban, 2007):

Doku Eritme Tamponu (pH: 7.4) (20 mL) : Ure, 200 mM Tris, 20 mM NaCl, 200

mM EDTA icermektedir. Tampon, oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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Baglama Tamponu (pH: 4.4) (20 mL) : 6 M guanidin-HCI, 10 mM dre, 10 mM Tris-
HCI, %20 triton X-100 (v/v) icermektedir. Tampon, oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

Proteinaz K (100 mq) : 4.5 mL ultra saf su ile karigtirilarak ¢ézelti haline getirilmis

ve ¢Ozelti, -18°C sicaklikta muhafa edilmistir. Kullanim oncesinde ise +4°C’de

¢ozundurulmastar.

inhibitér Uzaklastirma Tamponu (pH: 6.6) (33 mL) : 20 mL saf etanol ile

karigtinlarak kullaniimistir. Bu durumda, 5 M guanidine-HCI ve 20 mM Tris-HCI

icermektedir. Tampon, oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Yikama Tamponu (pH: 7.5) (20 mL) : 80 mL saf etanol ile karistirilarak

kullaniimistir. Tampon, 20 mM NaCl ve 2 mM Tris-HCI icermektedir. Tampon, oda

sicakhginda muhafaza edilmistir.

Ayirma Tamponu (pH: 8.5) (40 mL) : 10 mM Tris icermektedir. Tampon, oda

sicakhginda muhafaza edilmigtir.
Steril Filtre Baslik (100 adet), 2 mL’lik steril toplama ttpu (400 adet)

3.1.9. PZR Yontem ve Diizenegi

izolasyon ve saflastirma islemi sonrasinda elde edilen bakteri DNA’larini
¢ogaltabilmek ve PZR gergeklestirebilmek igin MWG-Biotech (Ebersberg,

Almanya) firmasindan temin edilen Inc Primus 96 Thermal Cycler kullaniimis ve

Sekil 3.3'de gosterilmigtir.

Sekil 3.3. MWG-Biotech (Ebersberg, Almanya) Inc Primus 96 Thermal Cycler
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3.1.10. Oligonukleotidler

Calismada kullanilan oligonukleotidlerden ileri ve geri primerlerin ozellikleri

asagidaki verilmistir

ileri primerin dizilisi 5-AGT TCA GCA AAT GCA TCA CA-3’ seklindedir. GC igerigi
ise % 40 oranindadir. Bu primerin saflastirma islemi HPLC (High-performance
liquid chromatography) cihazi ile yapilmistir. lleri primer olan nuc-F166 Ma
(molekul agirhgr) 6094 g/mol’dir ve 13.6 nmol 83.1 ug gelmektedir. 20 baz

uzunlugundadir. Ty, (erime sicakligi) ise 54°C’dir

Hazirlanigi: nuc-F166 ileri primeri liyofilize halde bulunmaktadir ve 136 uL ultra saf
su ile karistinlmigtir. Bu karisimdan 50 pL alinip Uzerine 200 pL ultra saf su
eklenip ve kullanima hazir hale getirilmistir. Cozelti -18°C’de muhafaza edilmis,

kullanim 6ncesinde +4°C’de ¢dzundurtlmastir.

Geri primerin dizilisi 5-TAG CCA AGC CTT GAC GAA CT-3 seklindedir. GC
icerigi ise % 50 oranindadir. Tm sicakhgr 58°C olan primerin saflastirma iglemi
HPLC cihazi ile yapilmistir. ileri primer olan nuc-R565 Ms 6086 g/mol’diir ve 14.0

nmol 85.3 pg gelmektedir. Ayrica geri primer 20 baz uzunlugundadir.

Hazirlanigi: nuc-R565 geri primeri liyofilize halde bulunmaktadir ve 140 pL ultra saf
su ile karistinlmigtir. Bu karisimdan 50 pL alinip Uzerine 200 pL ultra saf su
eklenmis ve kullanima hazir hale getirilmistir. Cozelti -18°C’de muhafaza edilmis,

kullanim 6ncesinde +4°C’de ¢dzUndurtlmastir.

3.1.11. Agaroz Jel Elektroforezi ve islem Diizenegi

Yaptigimiz caligmada agaroz jel elektroforez islemi icin Serva (Heidelberg,
Almanya) markali BlueMarine 100 ve BlueMarine 200 yatay elektroforez tanklari
ve bu tanklara uygun ebatlardaki jel tablalari kullaniimistir. Bu jelde kuyucuklar
olusturabilmek amaciyla taraklar ile birlikte BioRad (California, Amerika) markall

PowerPac Basic gug¢ kaynagi kullaniimistir.

3.1.11.1. %1.5’lik Agaroz Jel (w/v)

Cahsmada kullanilan % 1.5’lik Agaroz Jel (w/v) hazirlanmasinda, 1.5 g agaroz
uzerine TBE tamponu (1X) ilave edilerek toplam hacim 100 mLye tamamlanmigtir.
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Agaroz c¢Ozeltisinde agaroz jelin tamamen ¢ozunmesi amaciyla kaynama
sicakligina kadar isitilmig ve islem tamamlandiktan sonra 60°C’ye sogutulmustur.
Cozeltiye 1 mg/mL etidyum bromur ¢oézeltisinden 3 pL eklenmistir. Cozelti
karistirilarak, katilagsmasina izin vermeden uygun ebatta jel tablasina dokulmugtur
(Taban, 2007).

3.1.12. Jel Goériintiileme islemi Deney Diizenegi

Calismada Syngene (Cambridge, ingiltere) markali InGenius jel goriintileme ve
analiz sistemi kullaniimigtir. Jel goruntileme ve analiz sistemleri; karanlik oda,
yuksek performsli dijital fotograf makinasi, UV emisyon filtresi ile filtre kabini ve
302 nm’lik dalga boyunda g¢alisan UV transliminatorinden olugsmaktadir. Syngene
(Cambridge, ingiltere) markali InGenius jel gériintileme sistemi Sekil 3.4'te

verilmistir.

Sekil 3.4. Syngene (Cambridge, ingiltere) InGenius Jel Gérintiileme Sistemi
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3.2. METOT

Arastirmada gidalardan izole edilmis ve Ulkemizden izole edilen L. plantarum
BG33 bakterisinin S. aureus ATCC6538 susuna karsi antimikrobiyel aktivitesini
gOzlemleyebilmek amaciyla oncelikli olarak peynir icerisine eklenecek olan S.
aureus patojen bakterisinin kilturel sayimi yapilmistir. S. aureus sayisi bilinen
kaltar pastorize sute eklendikten sonra, L. plantarum’un rekonstitliye sut igerisinde
canlandirma islemi gergeklestiriimis ve L. plantarum sute eklenmigtir. Peynirin
yapimi igin gerekli bilesenler eklenmis ve belirli noktalardan ornekler alinmistir.
Alinan tim o6rnekler DNA saflastirma ve izolasyon islemi ile birlikte igerisindeki S.
aureus patojeninin hedef DNA’lar1 elde edilmistir. Bu asamadan sonra PZR iglemi

ile birlikte hedef DNA’lar ¢gogaltiimis ve dogrulama iglemi yapilmistir.

Calismanin son bélimunde ise elde edilen veriler kullanilarak istatistiksel analizler
yapilp L. plantarum’'un S. aureus Uzerindeki antimikrobiyel etkisi hakkinda

degerlendirmeye gidilmistir.

3.2.1. S.aureus’un Kiilturel Sayimi ve Sute Eklemek Amaci ile Hazirlanmasi

Calismada, saf olarak temin edilmis L. plantarum’un S. aureus Uzerindeki olan
antimikrobiyel etkisini saptayabilmek amaci ile S.aureus bakterisinin kulturel
sayimi yapilmistir. Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Blimd’'nden temin
edilen S. aureus 37°C sicaklikta 24 saat ara pasajlar yapilarak aktif hale
getirilmistir. Daha sonra icerisinde 42 mL TSB bulunan yaklasik 25 adet santrifij
tipune, 24 saat sonrasinda inklibasyondan alinan kultarlerden 5 mL eklenmisgtir.
Santrifiij tupleri 24 saat 37°C’deki etlivde inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonunda tupler santriflij cihazina yerlestirilip 3000 rpm’de 10 dakika santrif(j
edilmistir. Santriflij sonucunda olusan sltpernatant bir kavanoza dokultrek kalan
pellet Uzerine 2 mL BFP eklenmis ve tuplerde bakteri S. aureus kalmayacak ve
kayip en az olacak sekilde yikanmistir. Bu karisimlar tek bir tipte toplanmigtir. Bu
karisimdan kulturel sayim yapabilmek igin 1 mL alinip TS agara ekim yapilmistir.
Etive alinan TS agar 24 inkibasyona birakiimistir. 24 saat sonrasinda sayim
alinip sut igerisine ne kadar eklendigi bulunmustur. 1 mL alindiktan sonra geriye
kalan karisima santriflj islemi uygulanip pastoérize sut igerisine eklenmigstir. Normal
olarak adlandirilan bu karisimindan 1 mL alinarak, igerisinde 9 mL BFP bulunan

tuplere eklenmistir. Kalturin seri dilisyonlari hazirlanip 3’lu ekimleri yapilarak
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sayimlari gergeklestirilmistir. Kiiltiirel sayim amaci ile 10, 107, 10®, 10°, 10™° ve
10 diliisyonlarindan yiizeye yayma yontemi ile 3’erli ekim yapilmistir. Petriler
37°C sicaklikta 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda

S. aureus sayimi alinmis ve sute eklenmis olan S. aureus sayisi bulunmustur.
1. Tekerrur igin,
C,=1.75x 10" EMS/mL S. aureus
2. Tekerrurigin,

C,=1,2 x 10° EMS/mL S.aureus

Tekerrurlerin ortalamasi alinmistir, sonuc olarak sute eklenen S. aureus miktari
9.4 x 10° EMS/mL olarak bulunmustur.

3.2.2. L.plantarum’'un Canlandiriimasi ve Site Eklenmesi Amaciyla

Hazirlanmasi

Calismada cig sut yerine standart bilesim elde edebilmek amaciyla rekonstitiiye
sut kullanilmistir. Ankara Universitesi Ziraat Fakiltesi Zootekni Bolimii
Hayvancilik isletmesi’nden alinan yagsiz sittozu kullanilarak kurumaddesi % 10
olacak sekilde 300 mL (30 L pastorize slte katilacak sekilde) sut elde edilmigtir.
Rekonstitliye st 120°C’de 2 dakika otoklavda sterilize edilmistir ve 37°C sicakliga
sogutulmustur. L. plantarum ise 24 saat Oncesinde canlandirmak amaciyla,
-18°C’de muhafaza edilen stok kllturden 6ze yardimiyla MRS besiyerine ekim
yapilmig, 24 saat boyunca 37°C’lik etivde inkibasyona birakilmistir. Elde edilen
rekonstitlye site laktik asit bakteri kultirinden % 1 oraninda (3 mL) inokdile
ediimis 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda
pihtilasma olugsmasiyla birlikte laktik asit bakterileri kultrel sayim ve peynir yapimi
icin hazir hale getirilmistir. Sayim i¢in hazirlanan kulturden 1 mL alinmis, geriye
kalan kisim ise peynir yapimi icin kullanilacak olan sute eklenmistir. Sayim igin
icerisinde 9 mL BFP bulunan tlupe rekonstitiye sutte hazirlanmis olan kultirden

1 mL eklenerek 10™den baslayarak 10"

e kadar dilisyonlari hazirlanmistir.
L. plantarum sayimi i¢cin MRS agara dilisyonlarinin her birinden dékme plak
yontemiyle paralelli ekimler yapiimistir. 37°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonrasinda

Petrilerdeki koloniler sayilarak sonug kaydedilmistir.
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inkiibasyon sonunda LAB sayimi gergeklestirdikten sonra geriye kalan kisimin

tamami ise, Beyaz peynir yapim asamasinda 6rnek grubuna eklenmisgtir.

3.2.3.  Peynir Uretimi

Calismada peynir yapiminda kullanilan L. plantarum’un peynirin dretimi ve
depolanmasi sirasinda patojen bir bakteri olan S. aureus uUzerine etkilerini
inceleyebilmek igin deneysel bir ortam hazirlanmigtir ve peynir yapiminin tim

asamalar Sekil 3.3'de gosterilmistir.

Beyaz peynir uretimi, A.U. Ziraat Fakiltesi Sut Teknolojisi Bolumi Egitim
Arastirma ve Uygulama igletmesi’nde yer alan pilot peynir lretim diizeneklerinden

yararlanilarak gergeklestirilmistir.

Hayvancilik isletmesinden gugumlerle getirilen inek sutu stzuldukten sonra tanka
aktariimis ve iyice kanistiriimistir. 60 L inek sutlu vakit kaybetmeden cift cidarh
tankta sut 72 £ 2°C’de 2 dakika sureyle 1sil islem uygulandiktan sonra mayalama
sicakhgina (30 = 1°C) sogutulmustur. Daha sonra st 2 ayri mayalama kazanina
aktariimisgtir. Bu iglemin amaci deneyin ornek grubu ve kontrol grubu olarak
yurUtllecek olmasidir. SGtin 2 gruba ayrilmasindan sonra peynir yapimi igin
gerekli bilegenler ilave edilmigtir. Peynirde rennet koagulasyon o6zelliklerini
gelistirebilmek, rennet jellesme suresini kisaltmak ve pihti sikilagsma oranini ve
pihti sikih@ini arttirabilmek i¢in % 0.02 oraninda CaCl, ve % 1 oraninda starter
kaltar eklenmistir. Kontrol grubunun (30 L pastorize sut) igine L. plantarum
eklenmeden, sadece 9.4 x 10° EMS/mL S. aureus inokiilasyonu yapilarak deneye
devam edilmistir. Ornek grubuna (30 L pastdrize siit) ise daha énce hazirlanmig
olan L. plantarum’ dan 1.2 x 10° EMS/mL ve 9.4 x 10° EMS/mL diizeyinde
S. aureus inokulasyonu yapilarak peynir Uretimi gerceklestirilmistir. 30 L sute
9.4 x 10° EMS/mL diizeyinde S. aureus inokiilasyonu yapilmistir. Kontrol grubu,
ornek grubunda elde edilecek sonuglarin karsilastirilabilmesi ve sonuglarin
degerlendirilebilmesi amaciyla yapilmistir. On olgunlastirmasi tamamlanan siitlere
1.5 saatte pihti kesim olgunluguna gelecek sekilde hesaplanan miktarda peynir
mayasi ilave edilmistir. 1.5 saatlik siire sonunda pihti, 1 cm®liik pargalar halinde
kesilip icerisinde cendere bezi bulunan kaliplara aktarilmistir. 60 dakika sureyle
baskisiz sizmeyi takiben ortalama 4 saat baskili sizme islemi sonrasinda baski

islemine alinir. Baski sonun telemeler 7 x 7 x 7 cm enindeki mastarla kareler
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halinde kesilip, % 14 oraninda tuz i¢ceren salamurada 5 saat sureyle tuzlanmaya
birakilmistir. Salamuradan cikarilan peynirler 50 - 65 °SH (% laktik asit cinsinden
sut asitligi) asitlige gelinceye kadar ortam sicakliginda bekletilip, ayrilan peyniralti
suyunun uzaklagtirimasi saglandiktan sonra plastik kutulara yerlestirilmigtir.
Uzerlerine % 10 tuz igceren salamura konulmus ve hava almayacak sekilde
kapatilmigtir. Daha sonra plastik kutular +4°C sicaklikta soguk hava depolarina

konularak Ug ay sureyle olgunlastirmaya alinmigtir.

3.2.4.  Peynir Orneklerindeki S. aureus ve Laktik Asit Bakteri Sayimi

Ornekler peynir yapimi bolimiinde de aciklandigi gibi Ornek (L. plantarum + S.
aureus igeren) ve Kontrol (sadece S. aureus igeren) olmak tzere hazirlanmistir.
Pastorizasyon, pihti olusumu, kalip kesimi ve On salamura ¢ikis sonrasinda
ornekler alinirken, depolama baslangici dahil olmak Uzere 3 aylik sure boyunca
belirli zaman araliklarinda érnekler alinmis ve sayim iglemleri gerceklestiriimistir.
Peynir sutl ve peynir drneklerinden, ornekleri homojen sekilde temsil edebilecek
olan her iki gruptanda da (6rnek, kontrol) 25 g-mL peynir 6rnedi alinip steril
Stomacher torbalarina konulmus ve Uzerlerine 225 mL BFP eklenmistir.
Stomacher’a vyerlestirilen torbalar 1 dakika boyunca homojenize edilmigtir.
Sonrasinda 9 mL BFP igeren tiiplerde 107 seviyesine kadar diliisyonlar
hazirlanmistir. Laktik asit bakteri sayimi i¢in bu dilisyonlardan icerisinde MRS
agar bulunan Petrilere dékme plak yontemi ile ekim yapilmistir. Ornekler 37°C
sicaklikta 18-24 saat sUresince inkubasyona birakiimistir. 37°C sicaklikta 18-24
saat inkubasyon suresi sonunda Petrilerdeki koloni sayim sonucu kaydedilmigtir.
Diger taraftan Orneklerdeki S. aureus bakteri sayimi amaciyla hazirliklar
yapilmigtir. S. aureus bakteri sayimi i¢in U.S. FDA Bacteriological Analytical
Manual (2001Yin énerdigi 5’li tip EMS ydntemi kullaniimistir. Ornekten elde edilen
dilusyonlarin her birinden % 1 (1 litresinde 10 gram olacak sekilde) selektivite ajani
olan piruvat (Merck) ve % 10 (1 litresinde 95 gram olacak sekilde) tuz ilaveli
icerisinde 7 mL TSB bulunan 5 tipe 1’er mL aktarim yapilmistir. Ornekler 37°C
sicaklikta 48 saat sure ile inkubasyona birakiimistir.
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Peynir Uretim Asamasi Akim Semasi

_ Cig Sat
(Inek Sautd)

¢

Pastorizasyon (72 £ 2°C'de 2 dakika sureyle 1sil islem) No:1 (t=0)

¢

CaCl, (% 0.02 oraninda) + Starter Kultur (% 1 oraninda)
+ L. plantarum (1.2 x 10° EMS/mL)

'

Rennet
(1.5 saatte pihti kesim olgunluguna gelecek sekilde hesaplanan miktarda peynir
mayasi)

l

Pihti Kesimi (1 cm®lik parcalar halinde kesim) No:2 (t=2)

|

Baski
(60 dakika baskisiz stizme ardindan 4 saat boyunca baski iglemi)

!

Kalip Kesimi ((7x 7 x7) cm®liik kaliplar halinde kesim) No:3 (t=6)

l

On Salamura (% 14 oraninda tuz iceren salamurada 5 saat sire bekletme islemi)
No:4 (t=22)

l

Depolama Basglangici ve Depolama Sareci (5 £ 1°C'lik buzdolabinda 90 gun
depolama) No:5 (t=24), No:6 (t=144), No:7 (t=432), No:8 (t=600), No:9 (t=936),
No0:10 (t=1404), No:11 (t=1920), No:12 (t=2160)

t saat cinsinden verilmistir

Sekil 3.3 Peynir Uretim Basamaklari ve Ornek Alim Noktalar
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inkilbasyon sonrasinda bulanik olan tiipler pozitif olarak isaretlenmistir.
Inkiibasyonun ardindan pozitif olarak isaretlenen tiiplerden steril 6ze ile tek koloni
disurme yontemi kullanilarak BPA'ya ekim yapilmistir. 37°C sicaklikta 48 saat
sure ile inkibasyona birakilmalarinin ardindan tipik koloniler (parlak ve mat zon
yapmis siyah renkli S. aureus kolonileri) TS besiyerine aktariimistir. 37°C’de
18-24 saat inkUbasyon sonunda oOrnekler hazir hale getirilmistir. PZR ile
dogrulamasi vyapilan Orneklerin tipleri EMS tablosu (Ek-1) kullanilarak

degerlendirmeye alinmig ve sonuglar bulunmustur.

3.2.5. DNA izolasyonu ve Saflagtirma islemi

DNA izolasyonu ve saflastirma islemi peynir yapimi ve depolama sirasinda alinan
orneklerdeki S. aureus bakterilerinin DNA'larinin PZR islemine hazirlanmasi

amaciyla yapilmistir.

Calismanin DNA izolasyonu ve saflastirma islemi sirasinda High Pure PCR
Template Preparation (HPPTP) Kiti kullaniimis ve uygulanmasi gereken
basamaklar bu kitin prospektistine gore yapilmistir. TSA’da gelistirdigimiz bakteri
kUltrinden oOze yardimi ile bakteriler toplanarak 200 uyL Lambda tamponun
icerisine eklenmistir. Hemen ardindan 5 pL lizozim ¢ozeltisi eklenmis ve 37°C’de
15 dakika inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siresi sonunda 200 pL baglama
tamponu (pH:4.4) ve 40 pL proteinaz K ¢ozeltisi eklenmistir. Elde edilen ¢ozelti 10
dakika boyunca 70°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan alinan tiipe
100 pL izopropanol eklenip karistirilan ¢ozelti alt tarafinda filtresi bulunan 2 mL’lik
toplama tupune aktarilmistir 9162 rpm’de 1 dakika santrifdj islemi uygulanmigtir.
Sonrasinda filtreli tip baska bir toplama tlptne yerlestiriimistir. 500 uL inhibitor
uzaklastirma tamponu (pH:6.6) eklenmis ve santrifij islemi tekrarlanmistir. 1
dakika boyunca 9175 rpm’de santriflij edilen ¢ozeltinin filtre tipu alinip yeni bir
toplama tiipline yerlestirilmistir. Uzerine 500 uL yikama tamponu (pH:7.5) eklenen
tup tekrar 9175 rpm’de 1 dakika santrifij islemi uygulanmistir. Yeni bir toplama
kabina alinan filtreli tip Uzerine yeniden 500 pL yikama tamponu (pH:7.5)
eklenmis ve 9175 rpm’de 1 dakika boyunca santriflij edilmigstir. Bu islem
sonrasinda Ust sivi uzaklastiriimis ve filtreli tip tekrar ayni toplama kabina
yerlestirilmistir. 11696 rpm’de 10 saniye santriflij islemi uygulanan filtreli tip alinip

1.5 mLlik steril mikrosantrifiij tiptine yerlestirilmigtir. Uzerine pH’1 8.5 olan 200 pL
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70°C sicaklikta bekletilen ayirma tamponu eklenmigtir. 9175 rpm’de 1 dakika
santrifij islemi uygulanan ¢ozelti bu kez alttaki 1.5 mL’lik tipte toplanmigtir.
Toplanan bu sivi istenen hedef DNA’lardir. Elde edilen bu DNA’lar -20°C’de ileriki

asamalar icin saklanmigtir (Taban, 2007).

3.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Calismanin bu bdéliminde yapilan PZR isleminin amaci; S. aureus bakterisin
DNA’sinin HPPTP ile izole edilip saflastirdigimiz 6rneklerin belirlenmis olan nuc

geninin 400 b¢’lik bdlgesini gcogaltip bu bakterinin dogrulamasini yapmaktir.

Arastirmada kullanilan dNTP’lerin (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) her birinin ticari

olarak hazir halde satilan nukleotid karigsim ¢ozeltileri kullanilmigtir.

PZR igleminde ornekleri hazirlayabilmek amaciyla ¢evreden meydana gelebilecek
kontaminasyonu 6nlemek icin calismalar ceker ocak altinda yapilmistir. Ornek
sayllari dikkate alinarak Eppendorf tlpleri alinip tlplerin her birine 15.3 yL ultra saf
su eklenmistir. Ultra saf su Uzerine 0.5 yL ANTP PZR nukleotid karisim ¢ozeltisi
eklenmistir. Bu karisimin Gzerine her bir Eppendorf tliptine 5 yL MgCl; icerikli 10X
PZR tamponu ilave edilmistir. Bu asamadan sonra tekrar her tupe nuc-F166 ileri
ve nuc-R565 geri primerlerinin herbirinden 0.5 pyL eklenmistir. Son olarak tlplere
hedef DNA ve primeler arasinda olusabilecek 6zglin olmayan baglanmalarin Taq
DNA polimeraz enzimi ile uzatiimasini 6énlemek amaci ile 75°C’nin altindaki
sicakliklarda inaktif halde bulunan ancak 95°C’de 3 dakikalik bir beklemenin
ardindan aktif hale gegebilen FastStart Taq polimeraz enzim ¢ozeltisi eklenmis ve

her bir Eppendorf tiplinde 22 pL PZR karigsimi hazirlanmistir.

Hazirlanan PZR karisimi Gzerine, DNA izolasyonu ve saflastirmasi gerceklestirilen
S. aureus orneklerinin amplikonlarindan her Eppendorf tupune 3 uL ilave edilmis
ornekler MWG-Biotech (Ebersberg, Almanya) firmasindan temin edilen Inc Primus
96 Thermal Cycler'a konulmaya hazir hale getirilmistir. Ornekleri PZR isleminden
sonra karsilastirabilmek ve dogru sonuglarin elde edildigini anlayabilmek igin
pozitif ve negatif drnekler de hazirlanmistir. Pozitif kontrol icin saf S. aureus
kultarlerinin amplikonlari eklenerek yukaridaki iglemler sirasiyla uygulanmigtir.

Negatif kontrol igin ise steril ultra saf su kullaniimigtir.
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Ornekler, pozitif ve negatif kontroller Primus 96 Thermocyclera uygun sekilde
yerlestirilmis sicaklik donguleri baslatiimigtir. Yaklagik olarak 135 dakika suren
dongulerin ardindan cihaz islem bittikten sonra oOrnekleri +4°C’de muhafaza

etmektedir.

3.2.7. Agaroz Jel Elektroforezi

%1.5’lik Agaroz Jel Hazirlanisi (w/v) : 100 mL TBE (1X) tamponu igerisine tartilan

1.5 g agaroz eklendikten sonra ¢ozelti seffaflagincaya kadar mikrodalga yardimi ile
¢6zduridlmis 1mg/mL etidyum bromirden 3 uL ¢ozelti igerisine eklenmistir. Cozelti
elektroforezin uygulanacagi tablaya dokulmus ve stopperler ile kuyucuk agmak igin
kullanilan taraklar jelin uygun kisimlarina yerlestiriimigtir. Jelin katilasmasi icin bir
sure beklenmistir. Katilagan jelin igerisinde bulunan taraklar c¢ikariimistir. Elde

edilen kuyucuklu jel hizli bir sekilde elektroforez islemine alinmistir (Taban, 2007).
Elektroforez :

Calismadaki bu islemin amaci 6rneklerden elde edilmis S. aureus bakterilerinin
DNA’larini gérunur hale getirebilmek ve izole edilen DNA’lari pozitif kontrolleri ile

karsilastirarak dogrulamasini yapmaktir.

Tabla tizerinde elde edilen jelin lizeri TBE tamponu (1X) ile doldurulmustur. izole
edilmis ve PZR yontemi ile ¢ogaltiimis bakteri DNA’larindan (amplikon) 10’ar L,
2’ser uL 6X yiikleme boya ¢ézeltisi ile karistirimistir. ilk kuyucuga molekiler agirlik
belirteci (marker) yuklendikten sonra diger kuyucuga pozitif kontrol yuklenmistir.
Yuklemesi biten jelin bulundugu tanka guc¢ kaynagi baglanmis ve 90 V’a
ayarlanmigtir. Yaklasik olarak 1-1.5 saat suren yurutme sonunda bantlar gérunur

halde belirginlesmistir (Taban, 2007).

3.2.8. Jel Goruntiileme
Elektroforez islemi biten ve bantlari gorindr hale gelen jel hedef DNA’larin

gosterilmesi amaci ile jel goruntileme iglemine alinmistir.

Elektroforez isleminden alinan jel Syngene (Cambridge, Ingiltere) markali
InGenius jel goruntlileme ve analiz sistemi ile 302 nm UV altina alinip gérintileme

yapilmigtir. Ortaya c¢ikan goéruntiude pozitif kontrol ve Ornekler S. aureus
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bakterisine 06zgu olan nuc gen bodlgesi igin 400 bg¢'lik uzunluk degerleri

kargilastiriimis ve sonuca ulasiimistir.

3.2.9. istatistiksel Analizler

Calisma boyunca elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesi amaci
ile SPSS 11.5 paket programindan yararlaniimistir. Calismadaki karsilastirmalar,
SPSS 11.5 paket programi yardimi ile “T testi, Mann-Whitney, tek yonli ANOVA
ve Kruskal-Wallis Testleri” kullanilarak yapilmistir. Calisma sonuglari, p < 0,01

oldugu durumlarda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Cahisma kontrol ve ornek grubu peynir uretimi olmak Uzere 2 grup halinde
gerceklestiriimistir. Her iki grupta 2 tekerrirli halde gercgeklestirmistir. Peynir
yapim asamasinda érnek grubuna 9.4 x 10° EMS/mL diizeyinde S. aureus, 1.2 x
10° EMS/mL L. plantarum, kontrol grubuna ise 9.4 x 10° EMS/mL S. aureus
inokulasyonu yapilmistir. Yapilan inokulasyonlar sonrasinda peynir Uretimi ve
depolama asamasinin belli zamanlarinda ornek alimi gergeklestirilmigtir. Alinan

ornekler ile ilgili bilgiler Cizelge 4.1’de gosterilmigtir.

Cizelge 4.1 Ornek Alim Yerleri ve Zamanlari

Ornek Alim Yeri No t (saat) Ornek Alim Yeri Agiklamasi
1 0 pastorizasyon sonrasi (t=0)
2 2 pihti kesimi
3 6 kalip kesimi
4 22 On salamura ¢ikisi
5 24 depolama baslangici
6 144 depolama 6. Gun
7 432 depolama 18. Gun
8 600 depolama 23. Gun
9 936 depolama 39. Gun
10 1404 depolama 59. Gun
11 1920 depolama 80. Gun
12 2160 depolama 90. Gun

Calisma iki tekerrur seklinde gerceklestirimistir ve yapilan kultlrel ekimler
sonucunda elde edilen S. aureus sayim sonuglarinin sayisal degerleri Ek 1‘de
verilmis olan EMS tablosundan bulunmustur. Kontrol grubunun iki tekerrrin EMS
tablosundan elde edilen sayisal sonuglarinin ortalamasi alinmis ve Cizelge 4.2'de

gOsterilmigtir.
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Cizelge 4.2 Kontrol Grubuna Ait Ornek Alim Yerleri ve S.aureus Sayim Degerleri

Ornek Alim Yeri No | t(saat) | Ornek Grubu | EMS/mL | log EMS/mL
1 0 kontrol 2.73x 10° 6.437
2 2 kontrol 4.61 x 10° 6.663
3 6 kontrol 2.73x 10° 6.437
4 22 kontrol 8.05 x 10° 6.906
5 24 kontrol 8.02 x 10° 6.904
6 144 kontrol 8.80 x 107 7.944
7 432 kontrol 3.54 x 10° 6.548
8 600 kontrol 9.40 x 10° 5.973
9 936 kontrol 9.18 x 10* 4.963
10 1404 kontrol 1.74 x 10° 6.241
11 1920 kontrol 2.78 x 10° 6.444
12 2160 kontrol 3.90 x 10° 5.591
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Ornek grubuna ait iki tekerrirlii S.aureus sayim sonuclari Ek 1’de verilmis olan

EMS tablosuna gore bulunup ortalamasi Cizelge 4.3’de verilmigtir.

Cizelge 4.3 Ornek Grubuna Ait Ornek Alim Yerleri ve S.aureus Sayim Degerleri

Ornek Alim Yeri No| t(saat) | Ornek Grubu | EMS/mL |log EMS/mL
1 0 ornek 1.75 x 10° 6.243
2 2 érnek 4.60 x 10° 6.663
3 6 ornek 2.72 x 10° 6.435
4 22 érnek 4.60 x 10° 6.663
5 24 érnek 4.60 x 10° 6.663
6 144 érnek 1.78 x 107 7.250
7 432 érnek 2.04 x 10° 5.309
8 600 érnek 1.84 x 10° 5.264
9 936 érnek 2.40 x 10* 4.380
10 1404 ornek 1.55 x 10* 4.190
11 1920 érnek 1.70 x 10* 4.230
12 2160 ornek 2.65 x 10* 4.423

39



L. plantarum’'un S. aureus gelisimi Uzerine antimikrobiyel etkisini
degerlendirebilmek icin kontrol grubu ve Ornek grubunun sayisal verileri

karsilastiriimis ve sonuglar Sekil 4.1°de verilmigtir.

9
8 |
7 |
- 6
E —e—log
n b A EMS/mL
> kontrol
W, |
(@] —#—log
o EMS/mL
3 ornek
2 |
1 |
0 T T T T T T T T T T T
Q 9% © AN a% X A L 0 X Q O
VYRS P g
t (saat)

Sekil 4.1 L. plantarum’un S. aureus gelisimi Uzerine etkisi, t (saat) - log (EMS/mL)

Peynir yapimi ve depolama sirasinda alinan ornekler PZR yontemi ile S.
aureus’un ATCC6538 bakterisinin nuc geninin 400 b¢’lik bolgesi (Cremonesi et al.,
2005) cogaltilarak dogrulama islemi yapilmis ve bu islem sonucunda elde edilen

goruntu Sekil 4.2°de verilmigtir.
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nuc
geninin
400 bg'lik
bolgesi

Sekil 4.2 S. aureus’un ATCC6538 bakterisinin nuc geninin 400 bg¢’lik gen bdlgesi

goruntusu

(M:Marker, P.K: Pozitif Kontrol, O1: Ornek 1, 02: Ornek 2, O3: Ornek 3,
N.K: Negatif Kontrol)

L. plantarum BG33 susunun S. aureus ATCC6538 susuna antimikrobiyel etkisinin
belirleyebilmek i¢in sayim sonuglarina bakildiginda peynir yapim asamasinin 0., 2.
ve 6. saatlerinde sirasiyla kontrol grubunda 2.73 x 10° EMS/mL, 4.61 x 10°
EMS/mL ve 2.73 x 10° EMS/mL diizeyinde olan S. aureus sayisi érnek grubunda
ise 1.75 x 10° EMS/mL, 4.6 x 10° EMS/mL ve 2.72 x 10° EMS/mL diizeyindedir.
Peynir yapiminin erken donemi oldugu ve laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel
madde dUretimine hazirhk asamasi olmasi nedeniyle fazla bir disus
beklenmemekle birlikte sonuglar bu dogrultuda saptanmistir. 24. saatin sonunda
depolanma baslangicinda ise bu degerler kontrol grubunda 8.02 x 10°® EMS/mL
ornek grubunda 4.60 x 10° EMS/mL olarak belirlenmistir. Sayim sonuclari
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karsilastirildiginda her iki grupta S. aureus sayisinin 10° diizeyinde oldugu
gOrulmustir. Depolamanin 6. gununde (144. saat) ise kontrol grubu igin sayim
sonucu 8.80 x 10" EMS/mL, érnek grubu igin sayim sonucu ise 1.78 x 10’
EMS/mL’dir. 24. saatte de oldugu gibi kontrol grubunun ve érnek grubunun sayim
sonuglari ayni log diizeyindedir (107). Depolamanin 18. giiniinde (432. saat) ise
alinan sayim sonuglarindan bulunan kontrol grubuna ait deder 3.54 x 10°
EMS/mL, érnek grubuna ait deger ise 2.04 x 10° EMS/mL olarak saptanmistir.
Sonuglar dederlendirildiginde kontrol grubunda 6.5 log EMS/mL olan sayim
sonucu Ornek grubunda 5.3 log EMS/mL’dir ve 1 log EMS/mL dusus gozlenmistir.
Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’de goéruldigu gibi 23. glnde (600. saat) S. aureus
sayis! kontrol grubunda 9.40 x 10° EMS/mL, érnek grubunda 1.84 x 10° EMS/mL
olarak saptanmis ve iki sonucunun 10> dolayinda oldugu gdrilmistir.
Depolamanin 39. giininde (936. saat) kontrol grubunda sayim sonucu 9.18 x 10*
EMS/mL, 6rnek grubu ise 2.40 x 10* EMS/mL olarak bulunmustur. Verilere
bakildiginda 59. giinde (1404. saat) ise kontrol grubu 1.74 x 10° EMS/mL’ye
olarak érnek grubunun ise 1.55 x 10* EMS/mL’ye diistigi belirlenmistir. Sonuclar
kargilastirildiginda S. aureus kontrol grubu sonucu 6.2 EMS/mL iken o6rnek
grubunda 4.2 EMS/mL oldugu belirlenmis ve 2 log EMS/mL seviyesinde dusus
oldugu gézlenmistir. Ayni seviyede (2 log EMS/mL) dusus 80. giinde (1920. saat)
de gdzlenmistir. 80. giinde kontrol grubunda 2.78 x 10° EMS/mL olan sayim
sonucu ornek grubunda 1.70 x 10* EMS/mL’dir. Son degerler depolamanin
90. giininde (2160. saat) alinmis ve sonuglar kontrol grubunda 3.90 x 10°
EMS/mL, 6rnek grubunda ise 2.65 x 10* EMS/mL olarak bulunmustur. Bu
depolama glninde de ise 1 log EMS/mL disus go6zlenmistir. Verilerin
degerlendirildiginde kontrol ve 6rnek grubunun sayisal dederleri arasinda fark

oldugu ve 6rnek grubunda 2 log EMS/mL’ye varan dususlerin oldugu belirlenmistir.

Sonuglar istatistiksel olarak da degerlendirilmigtir. Kontrol grup ile 6rnek grup
arasinda her bir 6rnek alim noktasindan elde edilen veriler gerek T testi gerekse
Mann-Whitney testi kullanilarak incelendiginde, L. plantarum’un Beyaz peynirde
S. aureus uzerindeki etkisi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gorulmemigstir (p > 0,01). Ayrica laktik asit bakteri drnek gruplari arasindaki farkin
parametrik olarak ANOVA testi ve non-parametrik olarak Kruskal-Wallis Testi

kullanilarak incelenmesi sonucunda da, laktik asit bakterileri Beyaz peynirdeki S.
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aureus patojen bakterisi Uzerindeki etkileri agisindan birbirlerine gore istatistiksel

olarak anlaml bir fark gérdimemistir (p > 0,01).

insan beslenmesi acisindan biiyiik degere sahip olan siit ve sit Uriinlerinde
patojen bakteriler blylUk sorunlar yaratabilmektedir. Yapilan c¢alismalarda,
mastitisin sut Urunlerinde ekonomik kayiplara ve sut veriminin digsmesine sebep
oldugu ortaya konmustur (Raubertas, 1982, Akineden et al., 2001). Mastitis
donemi boyunca sutteki somatik hiucre sayisi miktari artmakta, sut kompozisyonu
ile fonksiyonel karakteristikler degismektedir (Barbano et. al., 1991). Bu
olumsuzluklari ortadan kaldirabilmek amaciyla gidalarda probiyotiklerin kullanimi
(Fuller, 1999) patojen insidansini dugurme kapasitesinin olmasindan dolayi
yaygindir (Musa et al., 2009). insan saghgina yararli etkilerinden dolayi
probiyotikler, oOzellikle ¢ocuklara ve diger yuksek risk tasiyan populasyonlara

yonelik Uretilen sut Grtnlerine eklenmektedir.

Enfeksiy6z ishal dunyanin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir ve her sene
milyonlarca 6lumle sonuglanan vakalara sebep olmaktadir. Probiyotikler bu gibi
saglk sorunlarini ¢dzmek icin kullanilabilecek bir aragtir (FAO/WHO Expert
Consultation, 2001). Bu amagla, insan ve fermente gida érneklerinden izole edilen
laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel madde Uretebilme yetenegi ile ilgili yapilan
calismada kuyu diflzyon testi sonucunda L. plantarum’un Listeria innocua,
Enterococcus fecalis LMG2708, L. plantarum LMG2003, L.sake NCDO2714,
Lactococcus lactis JC17 ve Pediococcus pentosaceus FBB611’in L. plantarum’un
urettigi antimikrobiyel maddelere karsi duyarh olduklari saptanmistir. L. plantarum
BG33’Un antibakteriyel etkinligi icin yapilan agar noktalama testinde ise L.
plantarum BG33’Un S. aureus ATCC6538 indikatdr bakterisine karsi inhibisyon
zon g¢apinin 25 mm, yani hayli etkin bir dizeyde oldugu bulunmustur (Uymaz,
2009).

L. plantarum’um biyokoruyucu etkisi Escherichia coli, S. aureus and Salmonella
typhii gibi patojen bakterilerine karsi gida 6rnegi olarak Nijerya’ya 6zgu cassava
“fufu” adh geleneksel fermente bir Urlinde kullaniimistir. Fermente olmayan
cassavada patojen bakteri sayisi artis gdstermistir. Fermente cassavada ise
baslangi¢ sayilari 4 log EMS/mL olan patojen mikroorganizmalar ilk 36 saatte artis

egilimi gostermis, yaklasik 72 saat sonra tamamen inhibe olmustur. Gida
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ortaminda yapilan galismamizda peynir gibi kompleks ve laktik asit bakterilerinin
inhibisyon  etkilerini  kisitlayabilecek birgok etmenin bulundugu peynirde
Cizelge4.3’te de goruldugu gibi S. aureus’un 0., 2., 6., 22., 24. saatlerdeki sayisi
incelendiginde 1.75 x 10°- 4.60 x 10° EMS/mL (6.2 — 6.6 log EMS/mL) arasindir.
144. saatin sonunda ise 1.78 x 10’ EMS/mL (7.3 log EMS/mL) seviyesine ulasan
S. aureus 432. saatte 2.04 x 10° EMS/mL (5.3 log EMS/mL) seviyesine
gerilemistir. Depolama sonunda 2.65 x 10* EMS/mL (4.4 log EMS/mL) diizeyine
kadar azalabilmigtir. Gézlenen bu azalma istatistiksel agidan degerlendirildiginde
anlamli gézikmemektedir (p>0.01). Ayrica L. plantarum’un birgok patojen bakteri
susuna karsi genis bir antimikrobiyel inhibisyon spektrumu oldugu belirlenmistir.
Inhibisyon zonlarina bakilarak L. plantarum’un antimikrobiyel etkisi tanimlanmgtir.
L. plantarum kualtirinun S. aureus’a kargi 17 mm, fermente Urinde 27 mm ve

supernatantta 25 mm zon olusturdugu gorulmustur (Obadina et al., 2006).

Laktik asit bakterilerinin inhibisyon aktivitesi, laktik asit, asetik asit, etanol ve CO,
gibi birincil bilesiklerin birikimi ve formik asit benzoik asit, hidrojen peroksit, diasetil,
asetoin ve bakteriyosinler gibi antimikrobiyel metabolitlerin olusturulmasi ile
meydana gelmektedir. Antimikrobiyel etkilerini incelemek amaciyla kullandigimiz
L. plantarum BG33 susu gidalardan izole edilmis ayni sekilde zeytin
salamurasindan izole edilen L. plantarum LB17.2b susu ile yapilan bir ¢alismada
agar difzyon testi uygulanmistir. L. plantarum LB17.2b susunun S. aureus
patojen bakterisi ve ayrica L. plantarum’a olan etkisini incelemek amaciyla nokta
testi yapimistir. Deneme sonucunda L. plantarum LB17.2b patojenlerinin L.
plantarum’a kargi etkisi gozlenebilmesi icin yapilan 12 deneme sonucunda 9
denemede inhibisyon etkisinin gozlendigi belirtmistir. S. aureus ile yapilan bir
denemede ise etkinin gdzlenemedigi belirtiimistir. (Delgado et al., 2001). Yapilan

bu ¢galismada inhibisyon etkileri bakteriyosin Uretimi ile iligkilendirilmistir.

Gaudana et al. (2010), bir calismasinda laktobasillerin antimikrobiyel etkisini
Olcebilmek amaciyla MRS agar ylzeyine agar spot test yontemi kullaniimistir.
Secilen laktobasil suslarindan 1 x 10% kob/mL MRS agar iizerine damlatiimistir ve
24 saat sure ile 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. indikatér olarak kullanilan L.
plantarum CS23 ve L. plantarum ATCC 8014 bakterileri Luria besiyerine ekilmigtir.

Bu islemin sonrasinda Luria yumusak agar (% 0.6 agar, w/v) ile karistirilmis ve
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laktobasilleri iceren MRS besiyeri Uzerine bu karigim eklenmis ve 24 saat 37°C
inkibasyonun ardindan inhibisyon zonlari olgulmustur. Testler sonucunda L.
plantarum ATCC 8014 ve L. plantarum CS23 susunun, S. aureus ATCC6538 karsi
olusturdugu inhibisyon zonu 2-5 mm arasinda tespit edilmistir. Bu ¢alismadaki
deney duzenegi izole edilen bakterilerin saflastiriip besiyerlerine ekim yapilmasi
ve bunun Uzerine test bakterilerinin eklenmesiyle olusturulmustur. Gida
sistemlerinde ise calismamizda oldugu gibi ortamdaki protein aktiviteleri,
fermantasyon slrecleri ve benzeri metabolik aktiviteler sonucu olusan urtnler

laktik asit bakterilerinin inhibisyon etkisini degistirebilmektedir.

Konu ile ilgili olarak yapilan bir ¢calismada Pecorino del Poro peynirinden toplam
225 laktik asit bakterisi izole edilmis, bunlardan 18 tanesinin E.coli'ye kargi
antagonistik aktivitesini incelemis ve 9 laktobasilin antagonistik aktivitesi tespit
edilmistir. Calismada L. paracasei subsp. paracasei ve L. curvatus’'un E.coli'ye
karsi yogun bir antagonistik aktivite gosterdigini belirlenmistir (Caridi, 2003). Bu
inhibitor etki laktik asit tretimi ve pH’nin disusu ile iliskili olabilmektedir. Beyaz
peynir drnegimizde ise laktobasillerin S. aureus patojenine karsi inhibisyon etkisi

olusan pH dusustne baglanmistir.

Sari renkli Bulgar tipi peynirin (Bulgarian yellow cheese) uretiminde starter olarak
kullanilan L.paracasei subsp. paracasei M3 sugsunun antimikrobiyel aktivitesi ile
ilgili olarak yapilan bir calismada 60'in Uzerinde bakteri ve maya tlru Uzerinde
calisiimistir. Arastirma sonucunda ilgili L.paracasei susunun Bacillus subtilis
ATCC 6633, Helicobacter pylori, L. delbrueckii suslari ve bazi maya turleri ve
suslari Uzerine antimikrobiyel aktivitesi oldugu tespit edilmistir (Atanassova et al.,
2001). Antimikrobiyel etkiler GrlGnlerin raf Gmrinin arttirimasinda da son derece
onemli role sahiptir (Glrsoy ve Kinik, 2005). Peynir Uretim prosesinde starter
olarak kullanilan laktobasil susu, yaptigimiz arastirmada tlkemizden izole edilen
bir sus olan L. plantarum BG33 susu peynire tat-koku olusturmasi ve patojen

bakterileri inhibe etmesi amaciyla eklenmistir.

Destek kulturler; cogunlukla laktobasillerden olusan, peynirde lezzet olusumunu
hizlandirmak ve peynir lezzetini arttirmak amaciyla standart mezofilik starterlere
ilave olarak kullanilan ve genellikle ilgili peynirin starter olmayan mikroflorasinda

da bulunabilen mikroorganizmalardir (Madkor et al., 2000). Konu ile ilgili bir

45



calismada starter kudltur kullanilmadan dretilen salamura koyun peynirlerinin
mikroflorasi arastiriimistir (Durlu-Ozkaya et al., 2001). Calismada 17 farkh peynir
orneginden izole edilen toplam 77 laktik asit bakterisinden 17 tanesinin laktobasil
oldugu ve bu laktobasillerden 3 tanesinin L. paracaesi subsp. paracasei, 14
tanesinin de L. plantarum oldugu belirlenmistir Starter ya da destek kuiltir olarak
kullanilabildikleri gibi starter olmayan mikroflorada da bulanabilen bu
mikroorganizmalarin asidifikasyon, proteolitik aktivite ve lipolitik 6zellikleri suslara
gore farkhliklar gostermektedir. Laktobasiller tarafindan (6zellikle starter olmayan
mikrofloradaki) sitratin metabolize edilmesi asetaldehit, etanol, diasetil, aseton ve
asetoin gibi lezzete katkida bulunan bir seri ugucu bilesigin agiga c¢ikmasini
saglamaktadir. Laktobasillerin hem bakteriosin, bakteriyosin benzeri maddeler ve
diger antimikrobiyal bilegikleri Ureterek patojenleri inhibe etmesi hem de bazi
suslarin otolizi nedeniyle olgunlastirmayi hizlandirmalari peynir teknolojisinde

kullanimlarini destekleyici niteliktedir. (Gursoy ve Kinik, 2005).

Probiyotik peynir Uretiminde laktobasillerin kullanimi ile ilgili olarak Vinderola et al.
(2000) tarafindan yapilan bir g¢alismada, bir Arjantin peyniri olan Fresco’nun
uretiminde probiyotik bakterilerin kullanim olanaklari arastiriimistir. Calismada 60
gunlik peynir olgunlasmasi boyunca L. casei ve L. acidophlilus’a ait suslarin da
aralarinda bulundugu probiyotik bakterilerin peynirlerdeki sayilari takip edilmis ve
probiyotik bakteri sayilarinin 10° kob/g degerinin lzerinde oldugu belirlenmistir.
Calismamizda,, probiyotik 6zellikleri daha 6nce arastirilmis olan (Uymaz, 2009) L.
plantarum’'un Beyaz Peynir ortamindaki antimikrobiyal etkisi amaciyla sayimlari
alinmis ve sayim sonuglari Tablo 3’de verilmistir, kontrol grubunda 59. gin
sonunda 1.74 x 10° EMS/mL, érnek grubunda ise 1.55 x 10* EMS/mL sayisina

ulasmistir.

Madkor et al. (2000), Cheddar peyniri Gretiminde L. helveticus ve L. casei
kaltarlerini destek starter olarak kullanmis ve 6 aylik depolama suresince
peynirlerdeki probiyotik bakteri sayilarinin 10° kob/g degerinin altina dismedigini
saptanmigtir. Konu ile ilgili olarak yapilan diger bir calismada L. acidophilus
kullanarak kegi sutinden yari sert kegi peyniri Uretilmis ve Uretilen peynirin 70 gun
olgunlasma suresinde L. acidophilus’'un peynirdeki konsantrasyonunun

6 x 10" kob/g seviyesini asmadigi ve probiyotik etki seviyesi olarak degerlendirilen
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10° kob/g esik degerinin altina dismedigi goérilmistir (Gomes and Malcata,
1998).

Biradan izole edilen L. plantarum VTT E-78076 kultur filtratindan antimikrobiyel
bilesenlerin tanimlandigi bir ¢calismada, antimikrobiyel aaktivite dislik molekuller
katle fraksiyonu ile tanimlanmis ve jel kromotografisi ile ayrilmigtir. Test
mikroorganizmasi olarak ise Pantoea agglomerans (Enterobacter agglomerans)
VTT E-90396 kullaniimistir. Calismada yer alan aktif fraksiyonlar benzoik asit
(CAS 65—-85-0), 5-methyl-2,4-imidazolidinedione (CAS 616—03-5,
methylhydantoin), tetrahydro-4-hydroxy-4-methyl-2H-pyran-2-one (CAS 674-26-0,
mevalonolactone) ve 3-(2-methylpropyl)-2,5-piperazinedione (CAS 5845-67-0,
cyclo(glycyl-L-leucyl)dir. Bu bilesenler 10 ppm konsantrasyonunda ayri ayri olarak
kullanildiginda test mikroorganizmasina %10-15, tim bilesenler birlikte ve % 1
oraninda laktik asit ile birlikte %100 dlzeyinde etki etmistir. Sadece % 1 oraninda
laktik asit kullanildiginda ise test mikroorganizmasi inhibisyonu % 40’tir (Niku-
Paavola et al., 1999). Bilesen kullanimi, laktik asit bakterilerinin ortaya cikardigi
antimikrobiyel maddeler ve asitlik ile birlikte bakteri inhibisyonunu artirmistir.
Calismamizda bakteri inhibisyonu sadece laktik asit bakterilerinin Grettigi asitlik ve
laktik asit yardimi ile elde edilmigtir. Sonuglarimiz degerlendirildiginde patojen
mikoorganizmalara karsi inhibisyon aktivitesini artirabilmek igin yardimci madde

kullaniminin patojen bakteri gelisiminin dnune gecilebilecegi dusunulmektedir.

Tavuk barsagindan ve silajlardan izole edilen 400’den fazla laktik asit bakteri
izolati ile yapilan bir calismada 6ncelikle ytksek sicaklikta Bacillus cereus, E.coli,
Salmonella spp. ve S. aureus gibi patojenlere karsi antimikrobiyel etkileri
gOsterilmigtir. Tavuk barsagindan izole edilen Lactobacillus reuteri KUB-AC5
Salmonella Enteritidis SO03 serovarina karsi dusuk aktiviteli antimikrobiyel madde
urettigi gorulmustar. Bu antimikrobiyel madde pH 1-9 arasinda galigabilmenin yani
sira 121°C sicakliga dayanikli ve Gram-pozitif ile Gram negatif bakterilere kargi
antimikrobiyel aktivite gostermektedir. Tavuk barsagindan izole edilen
Lactobacillus salivarus AC21 urettigi Salivaricin K21 aracilidi ile Bacillus subtilis,
B. coagulan, B. circulans ve Listeria innocua’ ya kargl inhibisyon etki
olusturmustur. Uygulamada 4 kob/g Salmonella spp. ile kontamine olan kullanima

hazir sebze o&rneklerine % 0.5 kismi saflagtiriimis Salivaricin K21 ve disik
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konsantrasyonda (64 dilusyonda) organik asit karisimi sebzelerde doku
zedelenmesi olmadan % 100 inhibisyon aktivitesi goOsterdigi belirtiimektedir
(Nitisinprasert, et al., 2000). Bu g¢alismada da gérlldugu Uzere patojen bakteri
inaktivasyonu icin ek inhibisyon ajanlarina gerek duyulmaktadir. Calismamizda
kullandigimiz L. plantarum’um Beyaz peynir ortaminda Uretigi asitlik (pH dususu)
patojen bakteri S. aureus’un inhibisyonu igin yeterli olmadigi, istatistiksel analizlere

ve Sekil 4.1’e bakildiginda anlamli dususlerin gergeklesmedigi saptanmistir.

Baska bir calismada ise fermente piring eristelerinden (rice noodle) elde edilen
KUB-KJ174 aktif mikrobiyel madde Ureten L. plantarum olarak tanimlanmis ve
MRS agarda kulture edilmistir. pH 3.6 dizeyinde supernatant, kontaminant bakteri
grubu krema bezesinden (cream puff) izole edilen 50 aerobik mezofil, 10 Bacillus
cereus ve 50 koliform bakteriye karsi % 100 inhibisyon aktivitesi gostermigtir.
Bununla birlikte; pH 5 seviyesine getirildiginde daha diusuk bir inhibisyon aktivitesi
ortaya ¢ikmaktadir (Wongsuttichote and Nitisinprasert, 2009).

pH degerindeki yukselis L. plantarum bakterisinin diger bakterilere inhibisyon
etkisini distrmektedir. Hoover ve Harlender (1993)’in belirtti§i agar yuzeyine nokta
ekim yontemi (spot-on-lawn) ile tespit edilen antimikrobiyel aktiviteler; aerobik
mezofilik bakterilere karsi % 26, Bacillus cereus‘a karsi % 50 ve koliform
bakterilere karsi ise % 47 olarak gosterilmistir. pH tarafindan hiicre adsorbsiyonu

ve desorbsiyonu ile kismi olarak saflastirilan antimikrobiyel madde (PP-174)’dir.

Yapilan galigsmalar fermantasyon sonucu ortaya cikan antimikrobiyel etkenlerin
diginda laktik asit bakterilerinin olusturdugu antimikrobiyel bilesenlerin bakterilerin

inhibisyon etkisini artirdigini gostermistir.

Geleneksel fermente bir Grin olan Portekiz sosisinde “Alherias”, laktik asit
bakterilerinin, aralarinda Listeria monocytogenes de bulundugu patojen
mikroorganizmalara karsl antagonistik etkisi gozlenmigtir. Antibakteriyel aktivite
gOsteren laktik asit bakterileri izole edilmis, secilen suslar “Alherias” yapiminda
kullanilmistir. izolatlar L. innocua’ya karsi antibakteriyel etki gostermistir. Ayrica
calismada bu iki susun “Alheria kltlesi’nde +4°C’de depolama stresi boyunca
antilisterial aktivitesi; “Alheria” hamuru 6rnekleri igerisine laktik asit bakteri suslari

inokule edildiginde L. innocua populasyonunun gelisimi, sadece L. innocua ya da
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bakteriyosin Uretmeyen P. pentosaceus ile inokule edilen hamur 6rnekleri ile
kargilastirildiginda 6nemli 6lgude baskilanmis oldugu gortulmastur (Albano et al.,
2007).

Yapilan bagka bir ¢alismada L. plantarum ve L. acidophilus’un beyaz peynirde
L.monocytogenes (izerine etkileri arastiriimistir. Pastérize sitlere 4.6 x 103, 5.0 x
103, 4.5 x 10° ve 8.0 x 10° kob/ml L. monocytogenes inokule edilerek 7 farkli grup
beyaz peynir yapilmisg ve +4°C’de 90 gin % 13’luk salamurada olgunlastirmaya
birakilmistir. Baslangi¢ta 4.6 x 10°® ve 5.0 x 10° kob/mL duzeylerindeki L.
monocytogenes’ in starter kultlr ile birlikte inokule edildigi peynirlerde 1. gun
yaklasik 1 log artis olmus, birinci ginden itibaren L. monocytogenes sayisi
azalarak 15. gundn sonunda saptama sinirlarinin altina dismustir (Yildirnm ve
Sarimehmetoglu, 2006). Sute sadece S. aureus ve starter eklenen kontrol
grubunda 0. saatte 6.4 log olan sayim 24. saatin sonunda 6.9 log olarak
gOzlenmigtir. 6. giin sonunda ise kontrol grubu 7.9 log, 18. gunin sonunda ise 6.5
log’a ulasmistir. 4.6 x 10% ve 5.0 x 10° kob/mL L. monocytogenes’ in, 10° kob/mL
dizeylerinde L. plantarum ile birlikte inokule edildigi peynirlerde ise
L.monocytogenes sayisl inokulasyondan itibaren belirgin bir azalma kaydederek
10. glinde saptama sinirinin altina dusmustir. Etkenin olgunlasma periyodunun
30. giniinde tamamen yikimlandigi EMS teknidi ile belirlenmistir (Yildirm ve
Sarimehmetoglu, 2006). Calismamizda 6rnek grubunda S. aureus sayisi 6. gunde
1.78 x 10° EMS/mL, depolamanin 18. giinde ise 2.04 x 10° EMS/mL seviyesinde
oldugu bulunmustur. Fakat calismamizda depolama suresi boyunca S. aureus
bakterilerinin tamaminin inhibe edilemedigi gorulmustur. Peynirlerde L. plantarum’
un olgunlagma periyodu boyunca canliigini surdardagu, olgunlasma periyodu
sonunda  probiyotik etkilerin gdzlenebilmesi icin kabul edilen 10° kob/mL
dizeylerinde canli kaldigi saptanmistir (Yildirm ve Sarimehmetoglu, 2006).
Deneme peynirlerinde L. plantarum BG33’Gn sayim sonucu 7 log EMS/mL
degerinin altina dismemistir. Yildirnm ve Sarimehmetoglu’nun (2006) yaptigi
calismanin devaminda 4.6 x 10°, 5.0 x 10° 4.5 x 10° ve 8.0 x 10° kob/mL
duzeyindeki L. monocytogenes’ in sute starter kultur ile birlikte inokule edildigi
peynirlerde starter kiltlrtn, patojen bakterisi, olgunlasma periyodu sonuna kadar
inhibe edebildigi belirtiimistir. Bu durumun muhtemelen starter kultiran peynir
pH’sini ilk 24 saat icinde 4.5’e kadar dusurmis olmasina ve peynirlerin % 13’10k
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salamurada olgunlasmaya birakilmasina baglanmigtir. Arastirmacilarin yaptigi bu
calismada L. monocytogenes sayisinin gosterdigi duslse kesin olmamakla ve

testleri yapilmamakla birlikte bakteriyosin tretiminin sebep oldugu dustunulmustar.

Kullanilan starter bakterinin 6zellikleri de peynirde kullanilan probiyotik ozellikteki
laktobasillerin patojenlere olan etkisini degistirebilmektedir. Yousef ve Marth
(1988), tarafindan yapilan bir ¢aligmada 4°C sicaklikta 140 gun olgunlastirilan
Colby peynirine 10°—~10° kob/mL diizeyinde katilan L.monocytogenes’in canliligini
140 gun boyunca korudugu belirtiimektedir ki, yaptigimiz ¢alismada da arastirma

sonuna kadar S. aureus sayisinda anlaml bir azalis gézlenmemistir.

L. plantarum SK1 susunun L.monocytogenes’ e karsi biyolojik kontrol ajani olarak
kullanilabilmesi amaciyla yapilan yukaridaki ¢alismaya benzer bir ¢alisma Wilson
et. al. (2005) tarafindan yapilmigtir. L. plantarum SK1 susunun L. monocytogenes
UMCC98 bu iki bakterinin MRS besiyerine ekimi yapildiginda, ge¢ log/erken
duragan (late log /early stationary) fazinda L. plantarum SK’in antilisterial aktivite
gOsterdigi gorulmus, bu sirada pH degerinin 4.26 civarinda oldugu belirtilmistir. L.
plantarum SK’ nin antilisterial etkisini belirleyebilmek icin ince tabaka
kromotografisi yardimi ile laktik asit Uretimi belirlenmis ve bu antilisterial etkinin

laktik asit Uretimine bagh oldugu belirtiimgtir.

Ennahar et al., (1998), L. plantarum’un peynirin olgunlasma periyodu suresince
pH degdisimine, peynirin diger florasi ve ticari kalitesi Uzerine olumsuz etki
gOstermeksizin gelisip, ¢ogalabildigini ve olgunlagsma suresi boyunca bakterisidal
etkisini korudugunu belirtmislerdir. Fakat calismamizda L. plantarum sayisinda bir

degisiklik olmazken S. aureus sayisinda da bir azalis gézlenmemistir.

Farkli gida cesitlerinde L. plantarum’'un antimikrobiyel o6zelliklerinden de
yararlaniimaktadir. Bir galismada L. plantarum oncelikli olarak taze deve etlerinden
izole edilmis, MRS agar'a ekimleri yapilmis ve riskli E.coli O157:H7’ye karsi
antimikrobiyel aktiviteleri gozlemlenmigtir. L. plantarum’un antimikrobiyel aktivitesi
10°C sicaklikta 4 glin boyunca inkibe edilerek gézlenmistir. 4. glin sonunda 6érnek
grubundaki érneklerde E.coli artisi 3.8 x 10* kob/g’ dan 9 x 10* kob/g’ a diisiik
diizeyde olmustur. Kontrol grubunda ise bu artis 5 x 10* kob/g’dan 5.5 x 10° kob/g

olmustur (Kalalou et al., 2010). Bakterilerin etkilerinin gézlendigi ortamlar ayni

50



olmasa da bu calismada sadece S. aureus igeren kontrol grubunda 0. saatte
S. aureus sayisi 2.7 x 10° ve 6. giin sonunda ise 8.8 x 10’ iken, érnek grubunda

ise 1.8 x 10° ve 6. giin sonunda 1.8 x 10’ EMS/mL olarak bulunmustur.

Anas et al. (2008), yaptiklari ¢alismada bakteriyel etkilesimleri kullanarak patojen
bakterilerin gelisimini engelemenin etkili bir yontem oldugunu belirtmis ve
istenmeyen bakteri gelisimini laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen antimikrobiyel
bilesenleri incelemiglerdir. Kegi sutunden elde ettikleri 64 laktobasilden 11 tanesi
antimikrobiyel etki gostermis, bunlardan 8 tanesi antimikrobiyel etkileri igin test
edilmistir. izolatlardan 3 tanesinin (L. plantarum, L. paracasei subsp. paracasei ve
L. rhamnosus) S. aureus’u inhibe ettigini belirtmiglerdir. Bunlar arasindan L.
plantarum’ un en ylksek seviyede inhibisyon zonu olusturdugu goértulmuis ve bu
etkinin de bakteriyosin benzeri madde uretimi ile gergeklestigini saptanmigtir.
Karisik kiltir 24 saat sonrasinda test edildiginde S. aureus sayisinda 1.6 log’luk
bir disuslin oldugu, 72 saat sonrasinda S. aureus’'ta gelisme goértlmedigi
belirtiimistir. L. plantarum susunun S. aureus’a karsi antimikrobiyel etkilerinin
nedenleri arastirildiginda da, yapilan testlerde, asit, H,O,, diasetil ve bakteriyosin
benzeri bilegsen uUretiminin sinerjist etkilerinin olmadigr goérulmustur. Buradaki
calismada antimikrobiyel etki, yine bakteriyosin etkisine baglanmistir (Anas, 2008).
Calismamizda ise L. plantarum BG33 susunun S. aureus ATCC6538 susuna etki
gOstermemesinin sebebi; L. plantarum BG33 susunun Ulkemizde izole edilen bir
sus olmasli ve daha once Uzerine yapiimis bir galisma olamamasi sebebi ile asit,

H.O, ve pH etkisinin disunulen dizeyde olmamasi olabilecedi dusunulmektedir.

FPB (fermented plant beverage) fermantasyon sirasinda laktik asit bakterilerinin
urettigi organik asitler; laktik asit, asetik asit, etanol, hidrojen peroksit ve
bakteriyosinlerin, Moat ve Foster (2002)’in calismalari asetaldehit tretiminin, Gill
ve Halley (2003) ayrica Vignolo ve Castellano (2004)'nun g¢aligmalarinin
sonucunda ise diasetillerin antimikrobiyel etkilerinin oldugu belirtilmistir. Organik
asitlerin, dusuk pH, diasetil, asetaldehit ve diger tanimlanamayan bilesenlerin
kombinasyonunun bu etkilere sebep oldugu bildirilmistir. Ayrica dusuk Na
iceriginde; dusuk pH ile K, B.cereus ve S. aureus geligsimini engelleyen anahtar
faktor oldugu agiklanmistir. Attarie et al. (1987), Somoro et al. (2002) ve Ozdemir

vd. (2006)'e gore laktik asit dogada bulunan ve en yaygin olarak kullanilan
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asitlerden biridir ve asetik asit ile birlikte ¢ok yaygin bir biyokoruyucu bilegik olarak

tanimlanmaktadir.

Songisepp et al. (2004) “Pikante” peynirinin antioksidatif ve antibakteriyel aktivitesi
ile ilgili yaptiklari arastirmada, probiyotik olarak saglikli bir gocugun mide-bagirsak
sisteminden izole edilen L. fermentum ME-3 10° kob/mL diizeyinde inokiile
edilmistir. Bu bakterinin S. aureus ve diger patojenlere olan etkileri incelendiginde
probiyotik bakterinin ylUksek oranda antimikrobiyel etkileri go&zlemlenmistir.
Olgunlastirma surecinden gecirilen peynirlerden ve raf omri boyunca
L. fermentum ME-3’'un antimikrobiyel aktivitesinde bir miktar disls oldugu
belirlenmistir. Bunun nedenleri arasinda ise probiyotik eklentisinin az olmasi ve
laktobasil hlcreleri etrafindaki protein matriksi gdsterilmistir (Songinsepp, 2004).
Bizim c¢alismamizda kullandigimiz L. plantarum BG33 kualtura peynir yapimi
sirasinda peynir siitiine 1,2 x 10° EMS/mL seviyesinde inokiilasyonu yapilmistir.
Etki gbzlenmemesinin sebeplerinden bir tanesi ise yeterli sayida laktik asit
bakterisine ulasamamak oldugu dusunulmektedir. Ayrica peynirin depolanmasi
sirasinda peynir olusumu sirasinda ortaya c¢ikan L. plantarum bakterileri
etrafindaki matriks yapisi antimikrobiyel etkinin azalmasina yol ag¢mis

olabilmektedir.

Calismamiz sirasinda Turkiye'de peynir yapiminda ilk defa kullanilan ve Ulkemizde
izole edilen L. plantarum BG33 susunun antimikrobiyel etkisi S. aureus’un
tamamini inhibe etmeye yetmemistir. Halkman (2000), calismasinda verilen
degerde goruldigu gibi 5-20 mg/ml derisimlerdeki laktik asit uygulamalarinda
olumlu sonuglarin alindigi belirtilmstir. Bu sonuca dayanarak L. plantarum
BG33’Un yeterli dizeyde laktik asit Uretememis olmasi muhtemel olarak
gorunmektedir. Ayrica asetaldehit, diasetil ve H,O.‘in laktik asit ile yapilan
kombinasyonlari ayri ayri olarak da denenmistir. Gerek L. bulgaricus gerekse diger
laktik asit bakterilerinin katalaz enzimi olusturmadigi igin, gelisim esnasinda
meydana getirdikleri H,O,'in de S. aureus gibi patojen ve kontaminant bakterilere

karsi inhibisyon etkisinin oldugu ileri siriimektedir.

Olgunlastirma sirasinda, ¢ig sutten starter eklenerek (Batch RS) ve pastorize
edilip starter eklenerek uretilen (Batch PS) peynirler, ¢ig ke¢i sutinden starter

eklemeden (Batch R) duretilen peynirlere goére daha keskin bir pH duisisu
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yasamiglar ve bu dusUs laktik asit Gretimine baglidir. S. aureus sadece pastorize
edilmeyen R ve RS gruplarinda oldugu ve olgunlagsma suresi boyunca sayinin
dustuga belirtilmistir (Olarte et al., 2000). Bu inhibisyon aktivitesi dlisis pH degeri
ve starter kullanimi gibi olasi diger faktoérlere bagh oldugu belirtilmistir (Gilmour
and Harvey, 1990). 5.3’Un Uzerinde olan pH degerleri, dusuk olan pH dederlerine
gbre S. aureus gelisimi agisindan daha uygundur (Tuckey et al., 1964). R ve
RS’deki yuksek S. aureus seviyesi starter kultur eklenmemesi dolayisi ile duguk
laktik asit bakteri seviyesine baghdir (0. glinde 4 log kob/g ve 2. glinde 2 log/g’dan
daha dusuk seviyelerde). Olgunlastirmanin ilk iki gunde ¢ig sutten uretilen peynir
en dusuk laktik asit bakteri sayisi olmasina ragmen R, RS ve PS arasinda 5.
Gunden 15. gune kadar fark gézlenmemistir. 15. ginden sonra ise laktik asit
bakteri sayisi Uginde de dismeye baslamistir (Olarte et al., 2000). Laktik floradaki
bu dususun sebebi peynirde ortaya ¢ikan dusuk su aktivitesidir (Tornadijo, 1995).
Olgunlastirmanin basinda laktokok bakterilerinden biri olan L. lactis baskin hale
gelmistir. Olgunlasma sureci boyunca laktokok sayisi diserken laktobasil sayisi
artmis ve L. plantarum baskin hale gelmigtir. R'de 30 gun sonunda, RS’'de 45 gun
sonunda ortamda laktokok bakterilerinden bulunmamaktadir (Olarte et al., 2000).
Laktobasillerin ortamda baskin hale gecmelerinin ve yasamlarini surdirmeleri
dusik pH’lara olan dayanikliliklarindan kaynaklanmaktadir (McDonald et al.,
1990).
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5.  SONUG

Stafilokokal enfeksiyonlara ve ekonomik kayiplara sebep olan S aureus’un st
veren hayvanlarin sut dretimini ve sut protein kalitesini dusurdtugu bilinmektedir.
Gida hijyenine yeteri kadar 6zen gosterimemesi sonucu S. aureus tarafindan
uretilen enterotoksinler gida zehirlenmelerine sebep olmaktadir. Sut ve sut
artnlerinin 1sil iglem uygulanmamasi ya da yetersiz uygulanmasi, gida hijyenine
dikkat edilmemesi ile birlikte kontaminasyon sonucu gidalarin tuketilmesi

stafilokokal enfeksiyon riskini bir hayli artirmaktadir.

Sut ve sut Uranleri 6zellikle ¢ocuklar igin 6nemli ve her yastan insanin tiketmesi
zorunlu, saglik acisindan sayisiz yararlari olan bir gidadir. Canlilar agisindan ¢ok
yararli olan bu Urin mikroorganizmalarin gelisimi i¢in de uygun bir ortamdir.
Yuksek kalitede ve guvenilirlikte Grin, en ust duzeyde mikrobiyolojik kaliteye
ihtiyag duymaktadir. Sttlin Uretim zincirinde hayvandan sutin sagimindan son
urin c¢ikigina, dagitimindan satisina kadar ki tum basamaklarda gida hijyenine

dikkat edilmesi gerekmektedir.

Gunumuzde modern isleme ve koruma yontemleri gelistiriimis olmasina ragmen,
Ozellikle son yillarda tiketicilerin dogal ve katkisiz Grunlere gosterdikleri talep artisi
dolayisiyla, laktik asit bakterileri potansiyel gida koruyucusu olarak énemini halen
surdirmektedir. Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel 6zelliklerinden yararlanarak
gida patojenlerinden korunmasi ve raf dGmrinun artiriimasi ile ilgili bircok calisma
yapiimistir. Gelisen teknoloji ile birlikte gida degerlerinde en az duzeyde zarara
sebep olup en ylksek dlizeyde gida guvenilirligi ve mikrobiyolojik kalite
saglayabilmek icin Ozellikle sut ve sut drunlerinde laktik asit bakterilerinin
antimikrobiyel dzelliklerinden yararlaniimaktadir. insan sagligina birgok yarari olan
laktik asit bakterilerinin diger mikroorganizmalara karsi gosterdigi antagonistik
aktivite, Urettikleri laktik ve asetik asit gibi organik asitler, H,O,, bakteriyosin veya
bakteriyosin benzeri metabolitler, diasetil, alkol ve CO, gibi metabolitlerden
kaynaklanmaktadir. Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel aktivitesinden, bu
metabolitlerden yalnizca birinin degil, bir kaginin ortak etkisinin sorumlu oldugu
kabul edilmelidir. Bu kombine etki dolayisi ile, laktik asit bakterileri ¢esitli gidalarin

muhafazasinda 6nemli rol oynamaktadir.
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Laktik asit bakterilerin antimikrobiyel 6zellikleri laboratuvar ortaminda yapilan well-
difuzyon yontemi ile besiyeri kllturel ekimi sonucu alinan sonuglar ile gida

ortaminda elde edilen antimikrobiyel etki sonuglari ile farklilik géstermektedir.

Bu calismada kullanilan L. plantarum bakterisinin peynir ortaminda S. aureus’un
gelisimi Uzerine etkisi gozlenmemistir. Sutin fermantasyon Urand olan peynir,
icerisinde L. plantarum’un calismasini engelleyici peynirin dogal yapisinda
bulunan fakat bu laktik asit bakterisine inhibitér etki eden maddeler bulundurdugu
dusundlmektedir. Calismamizda kullanilan L. plantarum BG33’Un, S. aureus’u
engelleyebilecek duzeyde laktik asit, asetik asit Uretmedigi dolayisi ile ortam
pH’sinin istenen seviyelere dugsmemesi kaynakli antimikrobiyel aktivitenin yeterli
miktarda saglanamadigini akla getirmektedir. Yapilmis olan c¢aligsmalar
incelendiginde genel olarak arastirmalarin gida ortaminda degil laboratuvar
ortaminda optimize edilmis kosullar altinda yapildigi goérulmis ve laktik asit
bakterilerinin patojenlere olan inhibisyon etkilerinin optimize kosullar altinda gok
daha fazla oldugu saptanmistir. Ayrica patojenleri inhibe etmek icin yapilan birgok
calismada sadece bakterinin organik asit, CO,, alkol, H,O,, diasetil olusturma ve
pH duasurme gibi 6zelliklerinden degil, bunlarin yani sira patojenleri inhibe edici
destek maddeler kullaniimigtir. Calismalarda bakteri inhibisyonu igin daha etkili br
yontem olan bakteriyosin Ureten laktik asit bakterileri kullanilmis ve belirgin dlgude

bakteri inhibisyonu saglanmigtir.

Yaptigimiz c¢alisma, Ulkemizden izole edilen bakteri suslar icin yapilacak
calismalara ornek teskil edebilecek bir calismadir. Tum laktik asit bakterilerinin
diger mikroorganizmalara karsi ayni 0&lgide antimikrobiyel etkiye sahip
olamamaktadir. Daha once uUzerinde c¢alisiimamis ve Ozellikleri tamamen ortaya
cikariimamis olan bir sus olmasindan dolayl bakterinin Beyaz peynir ortaminda
gosterdigi etkiler galismamizla birlikte gosterilmistir. Ayni zamanda bu arastirmada
dogrudan laktik asit bakterisinin peynir ortamina ekilerek yapilmasi kismen de olsa

bir etki gozlenmesi agisindan 6nemlidir.

Calismamizda L. plantarum BG33’Un S. aureus’a kargl olan antimikrobiyel
aktiviteyi arttirabilmek amaciyla, inhibisyonu saglayici bazi bilesenler ya da

bakteriyosin Ureten ek bir susun eklenmesi, ortam pH’sini daha fazla
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dugurebilecek ortam gartlarinin saglanmasi ile birlikte antibakteriyel etki

yaratilabilir.

Son yillarda yapilan galismalar ile probiyiotik laktobasillerin bazi peynir gesitlerinin
Uretiminde basariyla kullanilabilecegi belirlenmistir. Ulkemizde konu ile ilgili
calismalar oldukca vyetersizdir. Peynir endustrisinde dunya Uzerindeki  yeni
egilimler gbz 6nune alinarak, tlkemizde en ¢ok Uretilen peynir turlerinin probiyotik
kUlturlerden vyararlanilarak Uretimi, Ulkemiz insaninin saghkh bir sekilde
beslenmesini tesvik edecegdi agiktir. Bunun yaninda boyle bir girisim sadece saglik
ve beslenme acgisindan degil, Ulkemiz peynir endustrisinin Grin yelpazesini
genigletecek ve degeri arttinlmis peynir tdrlerinin imalatt ve satisi peynir

ureticilerinin piyasadaki pazar payini da arttiracaktir.
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EK 1. EMS Tablosu

Dilusyonlar % 95 Giivenlik Sinirlari
10 mL 1mL 0.1 mL EMS En az En ¢ok

0 0 0 >0,02 - -

1 0 0 0,02 <0,01 0,13
1 1 0 0,04 0,01 0,16
1 1 1 0,06 0,02 0,19
2 0 0 0,04 0,01 0,18
2 1 0 0,07 0,02 0,21
2 1 1 0,09 0,03 0,25
2 2 0 0,09 0,04 0,25
2 2 1 0,12 0,05 0,28
2 2 2 0,14 0,06 0,32
3 0 0 0,08 0,03 0,24
3 1 0 0,11 0,04 0,29
3 1 1 0,14 0,06 0,33
3 2 0 0,14 0,06 0,33
3 2 1 0,17 0,08 0,38
3 2 2 0,2 0,1 0,42
3 3 0 0,17 0,08 0,38
3 3 1 0,21 0,1 0,43
4 0 0 0,13 0,05 0,34
4 1 0 0,17 0,07 0,4
4 1 1 0,21 0,1 0,47
4 2 0 0,22 0,1 0,48
4 2 1 0,26 0,13 0,55
4 2 2 0,32 0,16 0,63
4 3 0 0,27 0,13 0,57




Dilusyon EMS % 95 Giivelik Sinirlari
10 mL 1mL 0.1 mL En az En ¢ok

4 3 1 0,33 0,16 0,65
4 3 2 0,39 0,02 0,74
4 4 0 0,34 0,17 0,67
4 4 1 0,4 0,21 0,77
5 0 0 0,23 0,1 0,56
5 1 0 0,33 0,15 0,73
5 1 1 0,46 0,22 0,96
5 2 0 0,49 0,24 1,03
5 2 1 0,7 0,35 1,4
5 2 2 0,94 0,49 1,81
5 3 0 0,79 0,4 1,58
5 3 1 1,09 0,57 2,09
5 3 2 1,41 0,76 2,61
5 3 3 1,75 0,97 3,16
5 4 0 1,3 0,68 2,5
5 4 1 1,72 0,93 3,2
5 4 2 2,21 1,22 3,99
5 4 3 2,78 1,58 4,9
5 4 4 3,45 2,01 5,95
5 5 0 2,4 1,29 4,46
5 5 1 3,48 1,93 6,28
5 5 2 5,42 3,08 9,55
5 5 3 9,18 5,33 15,81
5 5 4 16,09 9,53 27,19
5 5 5 >160,00 - -






