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Bu tez ¢alismasinda Burdur, Antalya, Isparta ve Afyon illerinden toplanan 16 ¢ig
st ve 16 peynir drneginden 449 mezofilik ve 429 termofilik laktik asit bakterisi (LAB)
izole edilmistir. izolatlarin % otoliz oranlari potasyum fosfat tamponunda (100 mM, pH
7.0, 30°C, 24 saat) belirlenmis ve otoliz orani yuksek olan 29 izolat ileri tanimlamalar igin
secilmistir. Secilen bakterilerin farkli sicakhk (10, 20, 30 ve 40°C), pH (3.5, 4.0 ve 5.0) ve
NaCl konsantrasyonlarindaki (%0.5, 1, 3, 5, 7 ve 10) otolitik davranislari da arastiriimistir.
Yapilan (GTG)s parmak izi ve 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gore 12 izolatin laktik
asit bakterisi oldugu belirlenmis olup, bunlar Lactococcus lactis subsp. lactis (2),
Lactobacillus plantarum (2), Enterococcus faecium (4) ve Enterococcus faecalis (4) tirleri
ile %97°nin Uzerindeki bir oranda benzer bulunmustur. Tanimlanan bakterilerin otoliz
oranlarinin %25.0 ile 43.6 arasinda degisim gosterdigi tespit edilmistir. Genel olarak
bakterilerin otoliz oranlarinin artan pH ve sicaklik ile yikseldigi belirlenirken farkli tuz
konstantrasyonlarinda bakterilerin otolitik davraniglarinin izolata bagh degisimler
gosterdigi gortlmistir. Calisma bulgulari genel olarak degerlendirildiginde %35.7 otoliz
oranina sahip Lactobacillus plantarum P5MRF izolatinin peynir Uretiminde hizh lezzet
gelisiminin saglanmasinda starter ve/veya destek kultir olarak kullanim igin énemli bir
potansiyele sahip olabilecegi sonucuna variimistir.
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In this study, 449 mesophilic and 429 thermophilic lactic acid bacteria were
isolated from 16 raw milk and 16 cheese samples obtained from Burdur, Antalya, Isparta
and Afyon provinces of Turkey. Autolysis rates (%) of all isolates were determined in
phosphate buffer (100 mM, pH 7.0, 30°C, 24 h), and 29 strains with high autolysis rates
were selected for ultimate identification. Autolytic behaviors of selected bacteria were also
studied at different temperatures (10, 20, 30 and 40°C), pH values (3.5, 4.0 and 5.0) and
NaCl concentrations (0.5, 1, 3, 5, 7 and 10%). According to the results of (GTG)s profiles
and 16S rDNA sequence analysis, 12 isolates were lactic acid bacteria, and they were
homologous by more than 97% with the species of Lactococcus lactis subsp. lactis (2),
Lactobacillus plantarum (2), Enterococcus faecium (4) and Enterococcus faecalis (4).
Autolysis rates of identified bacteria ranged from 25.0 to 43.6%. Bacterial autolysis rate
generally increased with an increase in pH and temperature while bacterial autolytic
behavior at different NaCl concentrations showed variations depending on strain. The
results of this study indicated that Lactobacillus plantarum PSMRF strain (35.7% autolysis
rate) may have a significant potential to be used as a starter and/or adjunct culture in
cheese production for the accelerated development of unique flavors.

Keywords: Lactic acid bacteria, Autolysis, Cheese, Raw milk
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1. GIRIS

Endustriyel yontemlerle gida tretiminde, geleneksel Grlnlerin sahip oldugu tat ve
lezzet karakteristiklerine erismek icin starter kultir kullanimi neredeyse bir zorunluluk
haline gelmistir. Ancak gulnimizde halen pek cok Ullkede geleneksel olarak tretilen
gidalara olan talep artan bir sekilde devam etmektedir. Benzer durum Ulkemizde de s6z
konusu olup endustriyel olarak Uretilen bazi peynirler Ozellikle lezzet bakimindan
tiketiciler tarafindan begenilmeyebilmektedir.

Peynir Uretiminde starter kdltur kullanmanin birgok yarari bulunmaktadir.
Bunlardan bazilari; pihti olusumundan itibaren peynirde asitligi arttirmalari, olgunlasma
stresini kisaltarak farkli lezzet bilesikleri meydana getirmeleri, peynir suyunun c¢ikisini
hizlandirirken peynir suyuna kacan yag ve protein miktarini azaltmalari ve peynirde zararl
mikroorganizmalarin gelismesini 6nlemeleri olarak sayilabilir. S0z konusu yararh
Ozelliklerinden dolayr peynir endistrisinde starter kultir olarak Lactococcus lactis,
Lactococcus cremoris, Streptococcus diacetilactis, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus bulgaricus ve Lactobacillus helveticus gibi kalttrler kullaniimaktadir.
Starter kultir amaciyla kullanilan adi gecen mikroorganizmalara ait suslar tlkemizde
uretilmediginden peynir Ureticileri starter kultir temininde disa bagimh hale gelmistir.
Ancak ithal edilen bu kalturlerin, peynirlerimizin karakteristik tat, aroma ve tekstrel
Ozelliklerini  kazandirma  acisindan  bekleneni  tam olarak  karsilamadiklari
gorulebilmektedir. Diger taraftan ithalat yoluyla getirtilen ve endustriyel dlgekte kullanilan
starter kiltirler nedeniyle ¢ok yakin bir zamanda geleneksel suslarin kaybedilmesi riski
bulunmaktadir.

Sekizinci bes yillik kalkinma plani 0zel ihtisas komisyonu, endustriyel yolla
uretilecek fermente sit Urlnlerine Ozel starter kiltur kombinasyonlari Gretilmesinin tesvik
edilmesini karara baglamistir. Ayrica, fermente sit drunlerinin Gretimi icin starter
kiiltiirlerin gelistirilmesi konusu, TUBITAK ve Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi
tarafindan Oncelikli olarak desteklemesi gereken arastirma konulari arasina alinmistir.

Peynir olgunlasmasi yavas ve pahali bir slregtir. Peynirlerin olgunlastirma
amaclyla belirli bir siire depolanmasi, yiksek miktarda isletme sermayesinin yani sira
depolama masraflarini, faiz yikint ve firelerin toplam maliyetteki payini da oldukca
yukseltmektedir. Olgunlastirma periyodunun kisaltilmasi yani depolama siresinin



kisaltilmasi Greticilerin sikintilarinin 6nemli 6lctude giderilmesini saglayabilir. S6z konusu
nedenlerle olgunlasmanin hizlandiriimasi konusundaki ¢alismalar da son derece 6nemli
gorilmektedir.

Peynir Gretiminin ardindan peynir matriksinde bulunan laktik asit bakterilerinin
otolizi sonucunda ilgili bakterilerin hicre ici enzimlerinin kisa sure icerisinde serbest
kalmasi peynir lezzetinin kisa sirede gelismesinde ve dolayisiyla olgunlasmasinin
hizlandirilmasinda énemli bir rol oynayabilmektedir. Bu nedenle ¢ig sit ve geleneksel
yontemlerle Uretilen sit Grlinlerimizden (peynirler) izole edilecek laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasi, otolitik 6zelliklerinin belirlenmesi ve starter kiltir ve/veya destek kultir
olarak kullanim olanaklarinin degerlendirilmesi ile ilgili calismalar son derece 6nemlidir.

Yapilan literatiir taramasinda tlkemizde dretilip tiketilen ¢ig sut ve geleneksel stit
urinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin otolitik 6zelliklerinin belirlendigi
kapsamli calismalarin oldukga sinirli oldugu gérilmustir. Bu ¢alismada Burdur, Antalya,
Isparta ve Afyon illerinden ¢ig st ve peynir drneklerinden laktik asit bakterilerinin izole
edilmesi, izolatlarin otolitik ¢zelliklerinin belirlenmesi ve yiksek otolitik ¢zellige sahip
olan izolatlardan bazilarinin segilerek tanimlanmasi amaglanmistir. Ayrica izolatlarin farkl

sicakhk, pH ve tuz konsantrasyonlarindaki otolitik davranislari da belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Laktik Asit Bakterileri

ik olarak 1919 yilinda tanimlanan laktik asit bakterileri Gram pozitif, cubuk, kok
veya tetrat olusturabilen, hareketsiz, spor olusturmayan, genellikle aerotolerant, katalaz ve
nitrat reduktaz negatif, karbonhidrat fermantasyonu sonucunda genel olarak laktik asit
olusturan ve pH’si 5 ve daha distuk ortamlarda gelisebilen bakterilerdir (Kihg, 2010).
Laktik asit bakterileri genel olarak 10 ila 45°C arasindaki sicakliklarda gelisebilmektedir.
Tuz toleransi (bazi suslar %6,5 tuz konsantrasyonlarini tolere edebilirken Tetragenococcus
gibi cinslerin Uyeleri %18 tuz konsantrasyonunu tolere edebilir) ve asit ve/veya alkalilere
tolerans 6zelliklerine sahiptirler (Axelsson, 1998).

Filogenetik olarak oldukca yuksek heterojen bakteriyel grup olan laktik asit
bakterileri genel olarak glvenli (GRAS) statusiindedirler (Burgain vd., 2014). Laktik asit
bakterileri bazi gidalarin Gretiminde kullanilan fermantasyon prosesinde merkezi bir rol
oynamakta ve fermente gidalarin Uretiminde uzun ve guvenli bir gegmise sahiptirler (Leroy
ve De Vuyst, 2004). Gida endistrisinde cogunlukla Lactobacillus, Enterococcus,
Carnobacterium (sut drdnleri, et Urinleri, sebzeler ve hububatlar), Lactococcus (sut
urtinleri), Leuconostoc (sebzeler ve sut drinleri), Oenococcus (sarap), Pediococcus
(sebzeler ve et), Streptococcus (sut driinleri) ve Weissella cinslerine ait tir ve suslar
fermente gidalarin tretiminde kullaniimaktadirlar (Burgain vd., 2014).

Fermente gidalarin ilk dretimleri hammadde icerisinde dogal olarak bulunan
mikrofloranin gelismesi ile yapilmaktaydi. Bu durumda son Grtintin kalitesi hammaddedeki
mikrobiyal yiuk ve cesitlilige baglydi. Glnlimuzde s6z konusu yéntemin kullanimina az
gelismis ulkelerde rastlanmakta iken gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde fermente
gidalarin buytk Olcekli Gretimi gida enddstrisinin dnemli bir kolu haline gelmistir.
Secilmis starter/destek kulturlerin  dogrudan hammaddelere ilavesi ile kontrolll
fermantasyon ve standart son drin Gretimi mimkun hale gelmistir. Endustride kullanilan
fizyolojik ve metabolik olarak uygun 6zelliklere sahip s6z konusu mikrobiyal kiltirler
dogal habitatlarindan ya da basariyla Uretilen fermente gidalardan izole edilmektedirler
(Leroy ve De Vuyst, 2004).

Laktik asit bakterileri gida endistrisinin diger alanlarinda oldugu gibi sut
endustrisinde de kultir olarak kullaniimaktadirlar. Sut endistrisinde bu bakterilerin kulttr



olarak kullanimlarinin en énemli nedeni sitteki laktozu hizli bir sekilde laktik asit basta
olmak tzere organik asitlere donustirmeleridir. Bu sekilde sttun kontrollii fermantasyonu
saglanmaktadir. Bazi laktik asit bakterileri sttin fermantasyonu sirasinda asetik asit,
propiyonik asit, etanol, lezzet bilesikleri (diasetil, asetoin vb.), CO,, bakteriosinler ve
ekzopolisakkaritler gibi farkli bilesiklerin tretimini de gerceklestirebilmektedirler.

Peynir endustrisinde kullanilan starter kdltuler hem peynir Gretimi hem de
olgunlasma asamalarinda; (bazi peynir tipleri i¢in) laktik asit olusturup pH’y1 dustrerek
pthtilasmanin saglanmasi, pihtilasmanin hizlandiriimasi, istenmeyen mikroorganizmalarin
gelisiminin engellenmesi, hiicre ici ve disi enzimlerin proteinleri ve yaglari hidrolizi ile
peynirlerin kendine 0zgl tekstur ve Ozellikle lezzet karakteristiklerinin olusmasi, lezzet
bilesiklerinin sentezi, ekzopolisakkaritler gibi Grinin tekstirel yapisina katki saglayacak
bilesiklerin Uretimi ve inhibitor maddelerin Gretimi gibi ¢ok sayida fonksiyondan
sorumludurlar (Mayré-Makinen ve Bigret, 1998). Starter kdltur kullaniminin yani sira
destek kiltir kullanimi peynirlerde lezzet bilesiklerinin etkili ve daha kisa surede olusunu
saglamakta ve olgunlasmanin hizlandirilmasina katkida bulunmaktadir (El Soda ve Awad,
2011). Olgunlagmada etkili olan hicre i¢i enzimlerin hiicre otolizi ile peynir matriksi
icerisine saliverilmesi hizlandiriimis olgunlastirmadaki diger énemli faktorlerden biridir
(Kawabata vd., 1997). Bu nedenle peynir endistrisinde kullanilacak destek kiltiirlerin

otolitik aktivitelerinin bilinmesi son derece 6nemli gorilmektedir.

2.2. Bakterilerde Hucre Duvari Yapisi ve Otoliz

Bakteri hicrelerinde hiicre duvarinin gicli olmasindan sorumlu olan yapl,
peptidoglikan (murain) olarak adlandirilan ¢apraz bagh polimerik bir makromolekul agidir.
Gram pozitif bakterilerde hiicre duvarinin %90’1 peptidoglikandan olusmaktadir ve
peptidoglikan Ust Uste yigilmis yaklasik 25 tabaka icermektedir (Cokmis, 2010).
Peptidoglikanin glikan bolima glikozit turevi olan N-asetilglukozamin (NAG) ve
N-asetilmuramik asit (NAM) olmak Uzere iki tip seker tlrevinin donusimli ve o-1,4
baglari ile bagh olarak dizildigi dogrusal bir polimerdir (Humann ve Lenz, 2008). Yapinin
peptido bolimi ise az sayida aminoasit (L-alanin, D-alanin, D-glutamik asit veya L-lisin
ya da diaminopimelik asit) icermektedir. Aminoasitler glikan yapisindaki NAM
unitelerindeki komsu polisakkarit zincirlerinin capraz baglanmasini saglamakta ve bu
sekilde ylksek cekme kuvvetine sahip bir ag olusturmaktadir (Cokmus, 2010). Gram
pozitif bakterilerde hicre duvari peptidoglikanin yapisi sematik olarak Sekil 2.1°de

gosterilmektedir.



(0 N-asetilglukozamin (NAG) Tetrapeptit yan zinciri
(0 N-asetilmuramik asit (NAM) Peptit ¢apraz bag
O amino asit yan zinciri

@® amino asit ¢apraz bagi

Peptit bagi

Karbonhidrat omurga

Sekil 2.1. Bakterilerde huicre duvari yapisi (Tortora vd., 2016’dan modifiye edilmistir)

Otoliz, otolisinler olarak isimlendirilen hiicre ici peptidoglikan hidrolazlari
tarafindan hucre duvari peptidoglikaninin enzimatik pargalanmasi sonucu meydana gelen
(Ouzari vd., 2002; Lortal ve Chapot-Chartier, 2005) ve sitoplazmik icerigin hicrenin
bulundugu ortama saliverilmesi ile sonucglanan kompleks bir olaydir (Husson-Kao vd.,
2000).

Bakteriler kendi hicre duvarlarini parcalayan bir veya daha fazla otolitik enzim
icerebilirler (Dstlie vd., 1995). Hucrenin otolizinde Ozellikle (i) N-asetilmuramik asitin
serbest indirgeyici gruplarint  serbest birakan N-asetilmuramidazlar, (ii) N-
asetilglukozaminin serbest indirgeyici gruplarini serbest birakan N-
asetilglukozaminidazlar, (iii) N-asetilmuramik asit ve L-alanin arasindaki bagi parcalayan
N-asetilmuramil-L-alanin amidaz ve (iv) ana peptitler ve peptit baglarini hidrolize eden
endopeptidazlar 6nemli rol oynamaktadir (@stlie vd., 1995; Ouzari vd., 2002). Otolizde rol
oynayan s6z konusu enzimler bakterinin “otolitik sistemini” olusturmaktadir (Lemée vd.,
1995). Ornegin Lemee vd. (1994) tarafindan yapilan bir calismada isvigre peyniri
uretiminde proteoliz ve lipolize 6nemli katkilar saglayan Propionibacterium freudenreichii
CNRZz 725’in farkli kosullardaki otolizinde yalnizca bir N-asetilglukozaminidazin etkili
oldugu belirlenmistir. Cibik ve Chapot-Chartier (2000), Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides’in  peptidoglikan hidrolaz profilini inceledikleri ¢alismalarinda, bir
glikozidaz ve bir N-asetilmuramil-L-alanin amidaz enzimi bulundugunu rapor etmislerdir.

Benzer sonu¢ @stlie vd. (1995) tarafindan Lactococcus lactis suslarinda yapilan



calismalarda da elde edilmistir. Bazi termofilik laktobasillerin otolitik sistemleri Cizelge
2.1°de Gzetlenmistir.

Cizelge 2.1. Bazi termofilik laktobasillerin otolitik sistemleri (Lortal vd., 1997)

SDS-PAGE Incelemesi

Bakteri Tirl Otolisin Substrat LBS MA (kDa)
L. helveticus N-asetilmuramidaz M. luteus 2 30/42.4
L. helveticus
Hucreler 2 30/42.4
SDS hiicre duvarlari 3 30/37.5/42.4
L. acidophilus N-asetilmuramidaz M. luteus 4 217/28/30/43
L. delbrueckii subsp. lactis  Belirlenmemis M. luteus 2 31/44
L. fermentum e N-asetilmuramidaz M. luteus hiicreleri 2 56/89
e Amidaz

Endopeptidaz

LBS: Baslica litik bant sayisi, MA: Molekiiler agirhk

Bakteriyel peptidoglikan hidrolazlari hicrenin buytimesi ve bolinmesi sirasinda
rijit peptidoglikan aginin modifikasyonu igin gerekli olan ¢ok sayida farkli hiicresel
fonksiyonda gorev almaktadirlar. Bunun disinda, otoliz sistemi hicre popilasyonu
icerisinde zayiflamis veya bozulmus hticrelerin elemine edilmesi i¢in de kullaniimaktadir.
Bir bakteri hiuicresinde ayni anda farkh spesifiklige ve/veya yapiya sahip peptidoglikan
hidrolazlar1 bulunabillir ve bu durumda ilgili hidrolazlar kompleks bir enzimatik sistem
meydana getirirler (Lortal ve Chapot-Chartier, 2005; Simsek vd., 2016). Genel anlamda
bakteriyel hicrelerin kendiliginden parcalanmasi olan otoliz (EI-Kholy vd., 1998; Kenny
vd., 2006) bircok Gram pozitif ve Gram negatif bakteride gorulmektedir (Humann ve
Lenz, 2008).

Bakteri hiicrelerindeki hidrolitik enzimler olan N-asetil-muramidazlar hiicre duvari
polisakkaritlerine etki ederek daha kucik molekillerin hiicre igerisine girmesine
dolayisiyla da yeni hicrelerin olusumuna izin vermektedirler. N-asetil-muramidazlar
6zellikle hticrenin ¢cogalma evresinde aktiftirler ancak ¢cogalma tamamlandiktan sonra da
aktivitelerine devam etmektedirler. Hucre duvarinda meydana gelen bozulmalar (yariima
ve delikler) genel yapiya zarar vermemekte ve sadece hidrolitik enzimlerin bulundugu
birka¢c yerde gorilmektedir. Otolizin baslangicinda hiicre duvarlarinda gorulen kigik
catlaklar otolizin ilerleyen evrelerinde kademeli olarak biyiyerek biyik catlaklar haline
gelmektedir. Bu noktada hicre tipik goruntusind kaybetmektedir. Otolizin farkl
asamalarinda hicre duvarinin taramali elektron mikroskobunda elde edilen gorunttleri
Sekil 2.2’de verilmektedir (Zambonelli vd., 2002).



Otoliz genel olarak besin 6gesi yetersizligi ya da diger istenmeyen cevresel kosullar
gibi peptidoglikan sentezinin durmasiyla sonu¢lanan durumlarda meydana gelmektedir.
S6z konusu durumlarda hicrenin yapisal batinligu icin gerekli olan peptidoglikanin
hidrolizi hicresel otolize sebep olabilmekte ve hicre i¢i bilesim hiicre disina
cikabilmektedir (Lortal ve Chapot-Chartier, 2005).

Sekil 2.2. Lactobacillus brevis hucrelerinin 3 giin (A, x10 000 buytitme), 30 giin (B, x20
000 biyitme) ve 6 gun (C, x 30 000 biyutme) siireyle MRS broth’daki hiicre morfolojisi
gorintdleri (Zambonelli vd., 2002).

2.3. Otolizi Etkileyen Faktorler

Laktik asit bakterilerinin otolitik aktivitelerinin hiicre duvari kompozisyonu, genom
yapisindaki hatalar ve bolinme sirasinda peptidoglikan yapisinda olusan farkhliklar,
genetik yapinin cesitliligi gibi faktorlerin yani sira ¢evre kosullarina bagh oldugu
bildirilmektedir (Simsek vd., 2016). Otolizden sorumlu olan otolisinlerin aktiviteleri genel
olarak enzimatik reaksiyonlari etkilen pH, sicaklik, iyonik yuk, tuz konsantrasyonu, bazi
katyonlarin varhgi gibi cevre kosullarina bagh olarak degisebilmektedir. S6z konusu
parametreler dogrudan otolisinleri etkileyebilecegi gibi substratlari da (hiicre duvarindaki
peptidoglikana ulasilabilirlik) etkileyebilmektedir (Lortal vd., 1997).



Otolisinlerin farkli cevre kosullardaki aktiviteleri ayni bakteri turuntn farkl suslari
arasinda da farkhlik gosterebilmektedir (Boutrou vd., 1998). Ornegin Husson-Kao vd.
(2000) 146 Streptococcus thermophilus susunun %0,5 (w/v) laktoz iceren M17 sivi
besiyerinde otolizini incelemisler ve otolitik 6zelligin susa bagh oldugunu bildirmislerdir.
Ayni ¢ahismada 6 susun (DN-001 065, DN-001 561, CNRZ 701, 1358, 1205 ve 1209)
oldukga yiiksek otolitik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. Benzer sekilde Ouzari vd.
(2002) Tunus’taki geleneksel stt Grtinlerinden izole edilen 31 Lactococcus lactis susunun
potasyum fosfat tamponundaki (50 mM, pH=6,5, 30°C) otolitiz derecelerinin susa bagl
olarak %10,3 ile 56,8 arasinda degistigini bulmustur.

Konu ile ilgili olarak yapilan bir calismada (Kozakova vd., 2010) c¢ig sut ve
peynirlerden izole edilen 300 bakteriden Lactococcus lactis olarak tanimlanan 23 tanesi
otolitik aktiviteleri bakimindan incelenmistir. Yirmi ¢ izolattan 3 izolatin oldukca yiksek
otolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmis ve sitrat tamponunda en yuksek otolitik
aktiviteye (yaklasik %48) sahip izolat olan Lactococcus lactis HMMS81 otolize etki eden
faktorlerin  belirlenmesi igin  kullanilmistir.  Bu amagla sodyum sitrat tamponu
konsantrasyonu (10, 50, 100, 200, 1000 mmol/L), pH (4, 5, 6, 7, 8), NaCl konsantrasyonu
(0, 2, 6,5, 10 ve 15 g/L) ve inkiibasyon sicakhginin (13, 30, 45 ve 56°C) otoliz lzerine
etkileri incelenmistir. Sonucta 30°C’de 6 saat 6n inkibasyon, 50 mmol/L sodyum sitrat
tamponunda (pH=5, 15g/L NaCl iceren) hicrelerin tekrar stispansiyonu ve 30°C’de 6 giin
inkuibasyonun calisilan izolatin otolizi igin en iyi kosullar oldugu belirlenmistir.

Yapilan diger bir calismada 10 farkl Lactococcus lactis susunun ayni pH ve tuz
konsanstrasyonu kosullarindaki otolitik 6zelliklerinin farkhlik goésterdigi gortlmastar.
Ornegin diistik pH (5,4) ve dusiik tuz konsantrasyonunda (0,17M) calisilan suslarin
yarisinin (BB07, CZ01, MA101, KKO01, EJO6) en yiiksek otoliz dederlerine sahip oldugu
belirlenmistir. Diger taraftan yalnizca iki sus (RQ07, EZ03B) en yiiksek otoliz degerlerine
yuksek tuz konsantrasyonunda (0,51M) ve asidik pH’da (5,4)’da ulasmistir. Diger suslarin
(MA16, PKO04, KKO05) en yuksek otoliz degerleri nétr pH (7) ve vyiksek tuz
konsantrasyonunda (0.51M) belirlenmistir (Ramirez-Nunez vd., 2011).

Néjera-Dominguez ve Gutiérrez-Méndez (2013) farkl kaynaklardan izole ettikleri
21 L. lactis susunun otolitik 6zelliklerini incelemislerdir. Calismada genel olarak birgok L.
lactis susunun asidik ortam ve distk tuz konsantrasyonlari (pH=5 ve %1 NaCl) ile nétral
pH ve yuksek tuz konsantrasyonlarinda (pH=7 ve %5 NaCl) yuksek otoliz degerlerine



sahip oldugu goralmustir. Arastirmacilar asidik ortam ve yiiksek tuz konsantrasyonun
(pH=5 ve %5 NaCl) bircok L. lactis susunun otolizini tesvik etmedigini tespit etmislerdir.

El-Soda vd. (2003) Misir’daki ¢ig sut ve farkh stt driinlerinden izole ettikleri laktik
asit bakterilerinin otolitik Ozelliklerini belirlemislerdir. Calismada incelenen laktik asit
bakterileri yiksek otolitik 6zellikli (%73-94, L. paracasei subsp. paracasei FAAU27, 155,
L. rhamnosus FAUU110), orta duzey otolitik 6zellikli (%40-69, L. rhamnosus FAAU115,
23, 34, 55) ve zayif otolitik 0zellikli (%4-39, L. plantarum FAAUZ20, L. paracasei subsp.
paracasei FAAU92 ve L. rhamnosus FAAU141) olarak (¢ gruba ayriimistir.

Masuda vd. (2005) tarafindan insanlardan izole edilen 5 farkh L. acidophilus ve 7
farkli L. gasseri susunun otolitik 6zellikleri arastirilmistir. Calismada incelen laktik asit
bakterilerinin distik pH degerinde (pH=5) notr pH degerine gore daha fazla otolitik
aktivite gosterdigi ve bircok L. gasseri susunun L. acidophilus suslarina gére daha fazla
otoliz egilimine sahip oldugu gérilmustr.

isvicre’de farkli kaynaklardan izole edilen (bitki, siit, peynir pihtisi ve peynir) L.
casei (n=114), L. rhamnosus (n=22) ve L. plantarum’un (n=48) otolitik aktiveleri
incelenmis ve bakteriler otoliz hizlarina gore hizli, orta ve disik hizli olarak
gruplandirilmistir (Weinrichter vd., 2001). Genel olarak L. plantarum suslari (toplam
izolatin %42’si) hizli ve L. rhamnosus sugslari (toplam izolatin %59°u) yavas otoliz olan
grupta yer almistir. L. casei’nin ise her Ug¢ gruba ait birbirine yakin sayida suslarinin (%29,
32 ve 39) oldugu belirlenmistir. Arastirmacilar otolitik 6zelliklerin susa bagli olarak
degisim gosterdigini vurgulamislardir.

Cibik ve Chapot-Chartier (2000), 59 farkli Leuconostoc susunun potasyum fosfat
tamponunda (50 mmol/L, pH=6,5 30°C, 24 saat inkibasyon) otolitik aktivitesini
arastirdiklar calismasinda, otolitizin susa bagl olarak %7 ile %44 arasinda degistigini ve
otolitik Ozelligin tire degil susa bagh oldugunu bildirmistir. Arastirmacilar ayrica 24
saatten daha fazla inkiibasyon stresinin otoliz oranlarint dnemli dlizeyde degistirmedigini
belirlemistir. Ayni arastiricilar tarafindan yapilan baska bir ¢alismada (Cibik ve Chapot-
Chartier, 2004), 9 farkli Lb. pentosus susunun otolitik aktivitesi yukarida belirtilen
sartlarda arastiriimis ve bakterilerin otoliz oranlarinin susa bagh olarak %34 ile %94
arasinda degistigi belirlenmistir.

2.4. Peynir Teknolojisinde Otolizin Onemi

Peynir olgunlasmasi peynir tipine bagl olarak 4 hafta ile 28 ay arasinda
degisebilmektedir (Cizelge 2.2). S6z konusu olgunlasma suresince her peynirin kendine



Ozgu goOrunds, tat, aroma, tekstir ve fonksiyonel karakteristikleri gelismektedir
(McSweeney, 2004; 2011). Olgunlasma sirasinda istenen mikrobiyal floranin gelisimini
tesvik etmek ve biyokimyasal degisimlerden sorumlu enzimlerin salinimini saglamak icin
olgunlasma sicakhgi ve nem kontrol edilmektedir. Ancak yine de olgunlasma sireci tam
olarak kontrol edilememektedir (El Soda ve Awad, 2011).

Cizelge 2.2. Farkli peynir gesitlerinin olgunlasma
streleri (El Soda ve Awad, 2011; Anonim, 2015)

Peynir Cesidi Olgunlasma Siresi (Ay)
Cheddar tipi peynirler 6-12

Mavi  (Blue)  peynir 3-4

cesitleri

Parmigiano 24-28
Provolone 10-12

Gouda 1-2

Ras 3-4

Salamura Beyaz Peynir 3ay (enaz)
Kasar 1,5-3 ay (en az)

Peynir olgunlasmasi oldukca pahali bir sirectir. Ornegin Cheddar peynirinin
olgunlasma suresince maliyetinin her ay %1,5-3 oraninda arttigi bildirilmektedir (EI Soda
ve Awad, 2011). Dolayisiyla peynir olgunlasmasinin hizlandiriimasi igin etkili yontemlerin
gelistirilmesi peynir endustrisi icin énemli ekonomik kazanclar saglayabilecektir (Yvon ve
Rijnen, 2001; El Soda ve Awad, 2011).

Peynirlerin olgunlasmasi sirasinda gerceklesen lezzet gelisimi, glikoliz, lipoliz ve
proteoliz olmak (zere baslica t¢ katabolik yolla meydana gelen kompleks bir siregtir
(Yvon ve Rijnen, 2001). Glikoliz ve glikolize bagh strecler starter ve/veya starter olmayan
canli mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilmekte iken lipoliz ve proteoliz gogunlukla
rennet, slt, starter bakteriler, starter olmayan mikroflora ve destek kulttrlerden kaynakl
enzimler tarafindan katalize edilmektedir (McSweeney, 2011). Olgunlasma igin 6nemli
olan sz konusu enzimlerin hicrenin erken otolizi ile peynir pihtisi icerisine saliverilmesi
olgunlasma icin gerekli olan hiicre icin enzimlerin substratlara daha kolay ulasmasini
saglayacaktir. Bu sekilde olgunlasmada 6nemli biyokimyasal reaksiyonlar daha kisa stirede
gercekleserek peynir olgunlasmasi hizlanabilecektir (Kawabata vd., 1997; Valence vd.,
2000; Beresford vd., 2001; McSweeney, 2004).
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Olgunlasma suresince peynir tretiminde kullanilan stater ve/veya destek kultirlerin
lizisini saglamak icin kullanilan yaklasimlar; (i) otolitik stater bakterilerin secimi, (ii) litik
bakteriyofajlarin kullanimi ve (iii) Uretimde bakteriosin (reten destek kultirlerin
kullanimidir (OQumer vd., 2001; Simsek vd., 2016).

Laktik asit bakterilerinin bazi otolitik suslari peynir teknolojisinde olgunlasmay:
hizlandirmak ve lezzet gelisimini arttirmak amaciyla kullanilabilmektedir (Valence vd.,
2000; Deutsch vd., 2003). Yapilan calismalarda yuksek otolitik suslarin peynir Gretiminde
kullaniminin peynir matriksinde bulunan serbest amino asit konsantrasyonunda artisa
(Hannon vd., 2007) ve peynirde bir lezzet kusuru olan aciligin azalmasina katkida
bulundugunu gosterilmistir (Kenny vd., 2006). Peynir (Uretiminde otolitik suslarin
kullanimi sadece peynir olgunlasmasini hizlandirmakla kalmamakta, bunun yaninda
peynirin duyusal 6zelliklerini gelistirme potansiyeline de sahip bulunmaktadir (Hannon
vd., 2003; Kenny vd., 2006). Konu ile ilgili olarak yapilan bazi ¢alismalar ve peynirlerin

otolizin belirlenmesi ile ilgili yontemler Simsek vd. (2016) tarafindan derlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Orneklem ve Materyal

Calismada Burdur, Antalya, Isparta ve Afyon illerinden toplanan 16 c¢ig st
(Cizelge 3.1) ve 16 peynir 6rnegi (Cizelge 3.2) laktik asit bakterilerinin izolasyonu igin
kullanilmistir.  Ci§ sit ve peynir ornekleri c¢ig sut Oreticileri, yerel pazarlar ve
sarkuterilerden temin edilmistir. Steril kavanozlara aseptik kosullarda alinan drnekler en
kisa zamanda laboratuvara tasinmis ve ayni giin icerisinde analiz edilmistir. Analizler
yapilincaya kadar drnekler buzdolabinda (4+1°C) bekletilmistir. Calisma sonucunda elde
edilen bakteri izolatlari, son konsantrasyonu %30 steril gliserol igeren besiyeri ortaminda
-80°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. Cig sut drneklerinin temin edildigi yerler

St No Siit Orneginin Alindigi Yer
Gokeebag, Burdur
Gokeebag, Burdur
Gokeebag, Burdur
Gokeebag, Burdur
GoOkgebag, Burdur
Gokeebag, Burdur
Gokeebag, Burdur
Islamkoy, Isparta

O NOOOTPWIN -

9 Islamkoy, Isparta

10 Diyadin Koy, Isparta

11 Bagoren Kdyu, Isparta

12 Direkli Koyu, Isparta

13 Cakirlar, Antalya

14 Akdere, Burdur

15 Salar Kasabasi, Afyonkarahisar
16 Salar Kasabasi, Afyonkarahisar
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan peynir cgesitleri, Gretimlerinde kullanilan

hammadde tipleri ve temin edildikleri yerler

Peynir No Peynir Cesidi Hammadde Tipi Temin Yeri
1 Yarim Yagh Tulum Inek Sav, Isparta
2 Tulum Inek Antalya
3 Beyaz Peynir inek Sutcguler, Antalya
4 Tulum inek Sav, Isparta
5 Salamura inek Sav, Isparta
6 Koy Peyniri inek Isparta
7 Tulum Kegi Isparta
8 Koy Peyniri inek Afyonkarahisar
9 Lor inek Burdur
10 Koy Peyniri inek Burdur
11 Koy Peyniri inek Burdur
12 Koy Peyniri Koyun Burdur
13 Koy Peyniri inek Afyonkarahisar
14 Koy Peyniri inek Afyonkarahisar
15 Tulum Kegi Akseki, Antalya,
16 Koy Peyniri inek Elmali, Antalya

3.2. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Cig sut ve peynir 6rneklerinden maximum recovery diluent (Merck) kullanilarak
uygun oranlarda Ornek diltsyonlari hazirlanmistir. Laktobasil ve laktokoklarin izolasyonu
icin sirasiyla MRS (Merck) ve %0,5 glukoz ilave edilen M17 (M17G) (Merck) kati
besiyeri kullantimistir. Termofil LAB’ler igin 43°C, mezofil LAB’ler igin ise 30°C’de 48
saatlik inkiibasyon uygulanmistir. inkiibasyon sonunda MRS ve M17G agar iizerinde
gelisen kolonilerden secilerek LAB’lerin izolasyonu gergeklestirilmistir. Her numune igin
petrilerden farkh oldugu dustnulen 40 adet koloni secilmis ve secilen koloniler MRS ve

M17G sivi besiyerinde termofilik ve mezofilik kosullarda gelistirilmistir.

3.3. izolatlarin Otolitik Aktivitesinin Belirlenmesi

Otolitik aktivitenin belirlenmesinde Cibik vd. (2006) tarafindan kullanilan yontem
kiicuk modifikasyonlar yapilarak kullaniimistir. Otolitik aktivitesi belirlenecek izolatlar

uygun besiyerinde iki kez aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen izolatlar falkon tuplere alinarak
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10700 g’de oda sicakhginda 5 dakika santrifijlenmistir. Supernatantlar dikkatlice
uzaklastiriimis ve hicre biyokdtlesine uygun olarak peletler 1, 3 ve 5 mL potasyum fosfat
tamponuyla (100 mM, pH:7,0) iki kez yikanmistir. izolat yogunlugu 0.6-0.8 (ODgzo)
arahgina tampon kullanilarak ayarlanmistir. Ardindan belirli yogunluktaki hiicre
stispansiyonlart 96 kuyucuklu mikroplakalara doldurulmus plakalar 24 saat 30°C’de
inkiibe edilmistir. inkiibasyon éncesi ve 24 saat inkilbasyon sonundaki hiicre yogunluklari
mikroplaka spektrofotometrede (Epoch, BioTech Instruments, ABD) 620 nanometre dalga

boyunda élcilmistiir. izolatlarinin otoliz yiizdesi;
% Otoliz = 100 - [(A1/A2) x 100]

formull kullanilarak hesaplanmistir (Cibik vd., 2006). Burada Al en disiik ODgyo degerini
(son okuma) ve A2 ise en yiiksek ODgy degerini (ilk okuma) ifade etmektedir.

3.4. izolatlarin Tanimlanmasi

izolatlarin tanimlanmasinda Hazir Dalca (2015) tarafindan belirtilen yéntem
kullaniimistir. Bu amagla ilk olarak genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Genomik DNA izolasyonu igin ylksek otolitik aktiviteye sahip 12’si sut ve 17°si peynir
olmak Uzere toplam 29 adet laktik asit bakteri izolati se¢ilmistir. -80°C’deki mezofilik ve
termofilik izolatlar sirasiyla 30 ve 43°C sicaklikta MRS ve M17 kati besiyerine ¢izim
yontemiyle ekilerek 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda tek diisen
koloniler secilerek MRS ve M17 sivi besiyerine inokule edilmis ve 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Genomik DNA izolasyonu, 10° kob/mL hiicre alinarak genomik DNA
saflastirma  kiti (PureLink™ Genomic DNA Mini  Kit, Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, ABD)  kullanilarak dretici firmanin 6nerdigi protokol dogrultusunda
gerceklestirilmistir. izole edilen ve saflastirilan genomik DNA’larin saflik kontrolleri
spektrofotometrede (PG Instruments, Birlesik Krallik) 260/280 nm alinan absorbans orani
ve %0,8’lik agaroz jel (Sigma) uzerinde elektroforez sisteminde (Thermo Fisher Scientific,
ABD) yiratilmus ardindan DNA goruntuleme sisteminde (Vilber Lourmat, Fransa)
goruntilenerek belirlenmistir.

Secilen izolatlar arasinda benzer suslarin ayrilmasi i¢in genomik (GTG)s parmak izi
profilleri karsilastirilmistir. Bu tekrar serilerinin ¢cogaltilmasinda her bir sus i¢in 20 pL’lik
PZR karisimi kullanilmistir. S6z konusu karisimda 4 uL master mix (5*FIREPol® Master
Mix / SOLIS BioDyne), 1 yL primer (5-GTGGTGGTGGTGGTG-3), 1 uL kalip DNA ve
toplam hacim 20 pL olacak sekilde steril ultra saf su kullaniimistir. PZR isleminde 95°C 3
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dakika 6n denatlrasyon, 30 dongu 95°C 1 dakika, 45°C 30 saniye, 72°C 5 dakika ile 72°C
10 dakika son uzama programi uygulanmistir. PZR drtnleri %1’lik agaroz jelde (Sigma)
yuritulerek jel goruntileme sisteminde (Vilber Lourmat, Fransa) olusan bant profilleri
analiz edilmistir. (GTG)s profil farklilig1 esasina gore izolatlar gruplandiriimistir.

LAB izolatlarinin tanimlanmasi i¢in 16S rDNA geninin 1464 b¢ bolimu iki farklh
primer ¢ifti (529F-1491R ve 27F-780R) kullanilarak PZR ile ¢cogaltilmistir. PZR karisimi 5
pL  tampon, 2 pupL dNTP  karisimi  (Fermentas), 1'er puL (529F 5’
GTGCCAGCMGCCGCGG 3’ - 1491R 5 ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3’ ve 27F
5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’ - 780R 5’'TACCAGGGTATCTAATCCTGTT 3°)
ileri ve geri yonli primer, 1 pL Hi-Fi Tag DNA polimeraz (Fermentas) ve 2 puL genomik
DNA'dan olusturulmus ve toplam hacim 50 pL'ye tamamlanmistir. Bu sekilde hazirlanan
tuplere Techne (Birlesik Krallik) cihazinda 95°C’de 3 dakika baslangi¢ denattirasyonunu
takiben 30 dongt 95°C’de 30 saniye, 57°C’de 30 saniye, 72°C’de 1 dakika ve son asamada
ise 72°C’de 5 dakika igeren bir program uygulanmistir.

PZR ile c¢ogaltilan fragmentlerin dogrulugu ve saflik kontroli %1 agaroz jelde
(Sigma) yaratdlerek izlenmistir. Dogru buyuklikte ve safliktaki PZR fragmentlerin PZR
saflastirma Kiti (Fermentas) ile temizligi yapildiktan sonra, RefGen Gen Arastirmalari ve
Biyoteknoloji A.S. (Ankara Universitesi Teknoloji Gelistirme Bélgesi, Ankara) tarafindan
DNA dizi analizi yapildi. Calismada bakterilerden elde edilen fragmentlerin DNA dizileri
elde edilen dizinin Amerikan Ulusal Saglk Enstitlisi’ne bagh Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Merkezi (National Center for Biotechnology Information, NCBI,
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) veri tabani lzerinden dizi benzerligi arastirilarak
gerceklestirilmis ve nihai tanimlama yapiimistir.

3.5. Otolitik Aktiviteye Cevresel Kosullarin Etkisinin Belirlenmesi

Tanimlamasi yapilan 12 laktik asit bakterisinin farkl sicaklik (10, 20, 30 ve 40°C),
pH (3,5, 4,0 ve 5,0) ve NaCl konsantrasyonlarindaki (%0,5, 1, 3, 5, 7 ve 10) otolitik
davraniglari arastiriimistir. -80°C’de stoklanan kultirler MRS veya M17 sivi besiyerinde
aktiflestirmenin ardindan 10700g’de 5 dakika santrifujlenerek (MPW MED Instruments,
MPW-351 R Varsova, Polanya) toplanmistir. Bakteri kulturlerinin otolizi tizerine ortam
pH’sinin etkisini belirlemek igin hasat edilen bakteri hucreleri pH’si 3,5, 4,0 ve 5,0’a
ayarlanmis olan potasyum fosfat (100 mM) tamponunda ¢ozdirilmus ve 30°C’de 24 saat
inkiibasyon sonucunda bakterilerin otolitik aktivitesi hesaplanmistir. Tuz konsantrasyonun
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etkisi icin %0,5, 1, 3, 5, 7 ve 10 NaCl igeren potasyum fosfat (100 mM, pH 7.0)
tamponunda ¢ozundurilmis ve 30°C’de 24 saat inkiibe edilerek bakterilerin otolitik
aktivitesi hesaplanmistir. Sicakligin otolitik aktivite zerine etkisini dlgmek icin hasat
edilen bakteriler 100 mM potasyum fosfat tamponunda (pH=7,0) ¢6zindurilmis 10, 20,
30 ve 40°C’de 12 ve 24 saat inkibasyon suresince Olctumleri yapilmistir. Deneysel
parametreler ile hazirlanan tum tampon ortamlarinda bakteriler 0,6-0,8 (ODs2o) hiicre
yogunlugunda calisiimis ve hicrelerin - yogunlugunun degisimi plaka okuyucuda

Olculmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Laktik Ait Bakteri izolatlarinin Otoliz Degerleri

Calismamizda 16 c¢i§ sitten izole edilen mezofilik ve termofilik laktik asit
bakterilerinin 24 saat inklibasyon sonunda belirlenen % otoliz degerleri sirasiyla Cizelge
4.1°de verilmistir. Cig sut orneklerinden toplam 396 bakteri izole edilmis olup izolatlarin
90 tanesinin ¢ahisilan kosullardaki % otoliz degeri sifir olarak bulunmustur. Kalan 306
izolatin % otoliz de@erleri %0,2 (S930MRSE) ila %71,5 (S1630M171) arasinda degisim
gostermistir.  30°C’de gelisen mezofilik izolatlar (228 izolat) kendi arasinda
degerlendirildiginde 55 izolatta otolitik aktivite saptanmamis iken otolitik aktivite gosteren
izolatlarin 24 saatlik inkiibasyon sonundaki otoliz degerleri %0,2 ila %71,5 arasinda
degisim gostermistir. On dokuz izolatin (%8,3) otoliz degeri %20-30 arasinda saptanmis
iken, 9 izolatin (%3,9) otoliz degerinin %30’un lzerinde oldugu tespit edilmistir. Mezofilik
izolatlarin yaklasik %212’sinin % otoliz degeri 20 ve (izerinde bulunmustur.

Calismada c¢ig sitlerden izole edilen 43°C’de gelisen (termofilik) toplam 168
izolatin 35 tanesinde otolitik aktivite belirlenmezken kalan 133 izolatin otolitik
aktivitesinin %0,6 ile %68 arasinda degistigi tespit edilmistir. izolatlardan 21 adedinin
otoliz degeri %20-30 arasinda degisim gosterirken 12 adedinin otoliz degeri ise %30-40
arahginda bulunmustur. Otolitik aktivitesi %40’in (zerinde olan 7 izolat (S643M17G,
S143M17F, S643M17E, S143M17G, S643MRSA, S343M171 ve S1643M17D)
belirlenmistir.

Cig sltlerden elde edilen izolatlarin otolitik aktiviteleri genel olarak
degerlendirilirse otolitik aktivite gosteren izolatlarin %9,2’sinin otoliz degerinin %30’un
uzerinde oldugu belirlenmistir. Genel olarak termofilik izolatlarin daha yiiksek otolitik
potansiyele sahip oldugu gérilmektedir (Cizelge 4.2).

17



Cizelge 4.1. Cig stlerden izole edilen mezofilik ve termofilik laktik asit

bakteri izolatlarinin % otoliz degerleri*

izolat Kodu | % Otoliz | izolat Kodu | % Otoliz | izolat Kodu | % Otoliz
S930MRSE 0,2 S743M17C 3,8 S830M17E 7,1
S130MRSC 0,5 S1330M17G 3,8 S1543MRSA 7,2
S843M17G 0,6 S1243M17D 3,9 S343M17B 7,2
S530MRSH 0,6 S943M17D 3,9 S1130MRSH 7,4
S1230MRSJ 0,6 S1243MRSE 4.0 S543M17F 17,7
S1530M17H 0,7 S830M17A 4,1 S1530M17B 17,7
S1143M17D 1,1 S430MRSG 4,2 S530MRSB 7,8
S1030M17B 1,1 S1030M17F 4.3 S330MRSG 7,9
S1143M17C 1,2 S1243MRSB 4.4 S1330M171 8,0
S430MRSD 1,4 S1430M171 4.6 S443MRSA 8,0
S1230M17G 1,4 S930MRSC 4,7 S830M17J 8,0
S1130MRSB 1,4 S830M17F 4,7 S230M17F 8,1
S1243M17C 1,4 S843M17D 4.8 S1443MRSB 8,2
S1230M17C 1,6 S243MRSC 4.8 S630M17E 8,3
S330MRSB 1,8 S843M17C 4.9 S1330M17D 8,4
S1143M17A 1,9 S843MRSF 5,0 S1430MRSA 8,5
S930MRSD 1,9 S130MRSD 51 S643M17B 8,7
S1230MRSE 2,0 S530M17E 5,3 S1230MRSF 8,7
S543MRSD 2,0 S230M17G 54 S230MRSF 8,7
S1143M17B 2,0 S730M171 55 S1230M17H 8,7
S830MRSD 2,0 S230MRSB 5,7 S730M17] 8,8
S1230M17D 2,1 S1443MRSA 57 S1630MRSC 8,8
S243MRSI 2,2 S943M17A 57 S830MRSC 8,9
S1230M17A 2,4 S1130M17E 57 S230MRSC 8,9
S230MRSD 2,5 S1243MRSD 5,8 S530MRSC 9,0
S1230MRSA 2,5 S1630M17J 5,8 S443MRSH 9,0
S930M17C 2,6 S530M17F 5,8 S330M17B 9,0
S1030M17D 2,8 S443MRSF 5,9 S743M17D 9,0
S1130MRSI 2,9 S843MRSD 6,0 S230MRSE 9,1
S230MRSG 2,9 S743M17E 6,0 S1030M17E 9,1
S930MRSB 2,9 S1130MRSF 6,0 S830M17H 9,1
S543MRSG 3,0 S1443M171 6,3 S930M17H 9,2
S1030M17H 3,2 S530M17C 6,3 S1443M17C 9,2
S1030M171 3,2 S130MRSG 6,4 S1443M17F 9,2
S1243MRSA 3,3 S943M17B 6,5 S1143M17E 9,3
S243MRSB 3,4 S743MRSH 6,6 S130MRSI 9,4
S230MRSJ 3,6 S1130MRSG 6,7 S230M171 9,4
S1243MRSF 3,6 S130MRSJ 6,8 S443MRSI 9,5
S1030M17G 3,6 S730M17D 7,1 S930MRSF 9,6
S1630MRSA 3,7 S930M17E 7,1 S230MRSI 9,6
S543MRSF 3,7 S130MRSA 7,1 S930M17D 9,6
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Cizelge 4.1. Cig stlerden izole edilen mezofilik ve termofilik laktik asit

bakteri izolatlarinin % otoliz degerleri* (Devam)

izolat Kodu | % Otoliz | izolat Kodu | % Otoliz | izolat Kodu | % Otoliz
S1330M17B 9,6 S743MRSG 11,8 S1043M17] 16,0
S1630M17G 9,6 S1630MRSF 11,8 S1530MRSA 16,1
S230M17J 9,7 S1630MRSD 11,8 S743MRSC 16,1
S1530MRSD 9,8 S1043M171 11,9 S230M17H 16,1
S230MRSH 9,8 S330MRSH 11,9 S1043M17F 16,5
S830MRSB 9,9 S1443M17A 12,1 S1643M17F 16,6
S743MRSF 10,0 S330MRSE 12,1 S1043M17E 16,6
S530M17D 10,0 S1643MRSF 12,3 S1043M17D 16,7
S643MRSB 10,0 S730M17F 12,4 S1130MRSJ 16,9
S543M17B 10,2 S730M17B 12,5 S230M17B 17,0
S130MRSE 10,2 S730M17E 12,6 S443M171 17,1
S130MRSF 10,3 S830MRSG 12,7 S1630M17D 171
S130MRSH 10,3 S243MRSF 12,7 S1430M17C 17,3
S343M17D 10,3 S330M17C 12,7 S343M17F 17,5
S943M17C 10,3 S243M17B 12,7 S530M17B 17,6
S943M17E 10,4 S843M17E 12,9 S443M17A 17,8
S1343MRSB 10,5 S843MRSE 13,0 S1130M17H 17,9
S430MRSE 10,5 S230M17A 13,1 S1630M17C 18,0
S543M17G 10,6 S230M17C 13,2 S643M17D 18,0
S1330M17J 10,6 S1030MRSA 13,2 S1030M17J 18,1
S1543M17F 10,8 S330MRSF 13,3 S1630M17A 18,1
S730M17C 10,8 S1630MRSH 13,3 S1043M17H 18,2
S1430MRSB 10,9 S1643MRSE 13,5 S1543MRSC 18,3
S830M171 10,9 S1043MRSA 13,5 S1530M17G 18,3
S1630MRSI 11,0 S1043M17B 13,7 S243M17E 18,3
S1530MRSC 11,0 S330M17E 13,7 S1130M17C 18,3
S830MRSE 111 S1330M17A 13,9 S743MRSB 18,4
S1643MRSC 111 S1630M17H 14,2 S643M17)] 18,5
S243M17G 111 S1343MRSA 14,2 S1330MRSD 18,9
S830MRSA 11,3 S843MRSA 14,3 S743M17A 19,1
S1330M17C 11,5 S1530MRSB 14,5 S643M171 19,1
S1630M17F 11,5 S1543M17H 14,7 S330MRSI 19,1
S1030MRSD 11,5 S843MRSB 14,8 S1330MRSC 19,3
S1030M17C 11,5 S1443M17D 15,1 S343M17E 20,1
S543MRSJ 11,6 S143M17C 15,1 S843MRSC 20,1
S743MRSE 11,6 S1343M17] 15,1 S243M17A 20,3
S130MRSB 11,7 S1030MRSG 15,1 S743MRSA 20,4
S1530M17A 11,7 S530MRSF 15,3 S1030MRSC 20,4
S943M17F 11,7 S1330MRSB 15,5 S1030MRSF 20,7
S730M17A 11,7 S730MRSD 15,7 S343M17G 20,8
S1543MRSD 11,7 S230M17E 16,0 S1630MRSG 20,8
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Cizelge 4.1. Cig sutlerden izole edilen mezofilik ve termofilik laktik asit
bakteri izolatlarinin % otoliz degerleri* (Devam)

izolat Kodu | % Otoliz | izolat Kodu | % Otoliz | izolat Kodu | % Otoliz
S1530M17D | 20,9 S543MRSI 24,6 S543M17I 32,4
S543M17C 20,9 S543M17E 24,6 S343M17] 33,2
S1530M17J 21,2 S643M17C 24,8 S543M17D 33,5
S1330M17F | 21,8 | S530MRSA 25,8 S330M17A 33,6
S343M17H 21,8 S443M17C 26,0 S730MRSB 36,5
S730M17H 22,3 S543M17H 26,2 | S1030MRSE| 36,6
S1430M17F | 22,4 | S1043M17C| 26,6 S1430M17D 36,6
S1143M17F | 22,6 | S530MRSD 26,6 S730MRSA 37,7
S830MRSF 22,9 S730M17G 27,7 |S1030MRSH| 38,0
S443M17] 22,9 | S1630M17B 28,8 S730MRSC 38,1
S230MRSA | 23,0 S330M17D 29,3 S143M17] 38,9
S1030M17A | 23,0 |S1043M17A| 29,5 S643M17F 39,5
S1530M17C| 23,2 |S1043M17G| 30,0 S643M17G 47,6
S643M17A 23,2 S343M17A 30,2 S143M17F 51,9
S730MRSE 23,3 | S1530M17E 30,2 S643M17E 51,9
S543MRSE 23,4 S343M17C 30,2 S143M17G 53,5
S543M17A 23,6 S543M17J 30,2 S643MRSA 55,2
S1530M17F | 23,7 S143M17H 31,1 S343M17I1 58,6
S143MRSD | 241 S743M17B 31,3 S1643M17D 68,0
S443M17B 24,5 S643M17H 31,9 S1630M171 71,5
*: izole edilen 90 izolatin galisilan kosullardaki % otoliz degeri sifir

olarak bulundugundan ¢izelgede gdosterilmemistir.

Cizelge 4.2. Farkh otoliz degerlerine sahip ¢i sut izolatlarinin sayilari

% Otoliz Mezofilik izolat Termofilik izolat Toplam
Degeri Sayisi Sayisi
0 55 35 90
0-10 86 43 129
10-20 59 50 109
20-30 19 21 40
>30 9 19 28
TOPLAM 228 168 396

Arastirmamizda 16 peynir 6rneginden izole edilen laktik asit bakterilerinin 24 saat
inklibasyon sonunda belirlenen % otoliz degerleri Cizelge 4.3’te verilmistir. Farkli tip
peynir 6rneklerinden toplam 482 laktik asit bakterisi izole edilmis olup, izolatlarin 140
tanesinin calisilan kosullardaki % otoliz degeri sifir olarak bulunmustur. Otolitik aktivitesi
belirlenen 342 izolatin % otoliz degerleri %0,1 (P530M17E ve P1430M17A) ile %58
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(P830M17D) arasinda degismistir. Mezofilik karakterli (30°C’de gelisen) 220 izolat kendi
arasinda degerlendirildiginde 51 izolatta otolitik aktivite saptanmamis iken otolitik aktivite
gOsteren izolatlarin 24 saatlik inkiibasyon sonundaki otoliz degerleri %0,1 ile %58 arasinda
degisim gostermistir. On yedi mezofilik izolatin (%7,7) otoliz dederi %20-30 arasinda
saptanmis iken, 7 izolatin (%3,2) otoliz degerinin %30’un (Uzerinde oldugu tespit
edilmistir. Mezofilik izolatlarin yaklasik %11’inin % otoliz degeri 20 ve uzerinde
bulunmustur.

Peynirlerden izole edilen termofilik (43°C’de gelisen) toplam 262 izolatin 89
tanesinde otolitik aktivite belirlenmezken kalan 173 izolatin otolitik aktivitesinin %0,2 ile
%51,5 arasinda degistigi belirlenmistir. izolatlardan 32 adedinin otoliz degeri %20-30
arasinda degisim gosterirken 9 adedinin otoliz degeri ise %30-40 araliginda tespit
edilmistir. Termofilik izolatlarin 3 tanesinin (P543MRSC, P343M17F ve P1343M17C)
otolitik aktivitesinin %40’ in Gizerinde oldugu gorilmustar.

Peynirlerden mezofilik 220 ve termofilik 262 izolat elde edilmistir. Elde edilen
izolatlarin otolitik aktiviteleri genel olarak degerlendirilirse otolitik aktivite gosteren
izolatlarin (toplam 342 izolat) %4.7’sinin (16 izolat) otoliz degerinin %30’un Uzerinde
oldugu gorilmektedir. Otolitik aktivitesi %20’nin Uzerinde olan 24 mezofilik ve 41
termofilik laktik asit bakteri izolati oldugu gorilmektedir (Cizelge 4.4). Genel olarak ¢ig
st izolatlarinda elde edilen sonuclarla benzer sekilde peynir izolatlarinda da termofilik
izolatlarin daha yuksek otolitik potansiyele sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Calismamizda ¢ig sit ve peynir érneklerinden toplam 878 izolat elde edilmis olup
bu izolatlarin 230°unda otolitik aktivite belirlenmemistir. Otolitik aktivitesi %20 ile %30
arasinda olan toplam 89 ve %30’un (izerinde olan 44 izolat elde edilmistir. Otolitik aktivite
gOsteren izolatlarin (648 izolat) otolitik aktiviteleri %0,1 ile %71,5 arasinda bulunmustur.
Cig sut ve peynir 6rneklerinden izole edilen mezofilik ve termofilik bakterilerin % otoliz
degerlerinin dagilimi Sekil 4.1 ve 4.2°de verismistir.

Arastirma bulgularimiz literaturdeki farkli ¢calismalarda (Cibik ve Chapot-Chartier,
2000; Quzari vd., 2002, EI Soda vd., 2003; Cibik ve Chapot-Chartier, 2004; Hazir Dalca,
2015) laktik asit bakteri igin belirlenen % otoliz degerleri ile benzer bulunmustur.
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Cizelge 4.3. Peynirlerden izole edilen mezofilik ve termofilik laktik asit

bakteri izolatlarinin % otoliz degerleri*

izolat Kodu | % Otoliz | izolat Kodu | % Otoliz | izolat Kodu | % Otoliz
P530M17E 0,1 P1143MRSF 3,7 P130MRSJ 6,3
P1430M17A 0,1 P830MRSE 3,8 P130M17B 6,3
P1643MRSG 0,2 P843M17E 3,9 P243MRSA 6,3
P4A30M17F 0,3 P543M17J 3,9 P830MRSH 6,4
P1030M17A 0,3 P530MRSH 3,9 P830M17F 6,6
P630M17I 0,4 P1243M171 4.0 P730M171 6,7
P1043MRSB 0,4 P143MRSH 4.0 P1043MRSD 6,8
P143M171 0,5 P1330M17J 4.0 P1030MRSA 6,8
P630MRSB 0,5 P1430M17H 4,1 P1543MRSE 6,9
P143M17D 0,6 P130MRSH 4,2 P730MRSF 6,9
P730M17E 0,7 pP843M17C 4,2 P1143MRSC 6,9
P730M17D 0,7 P1243MRSG 4.3 P930MRSA 6,9
P543M17D 0,7 P943M17] 4.3 P1530MRSH 7,0
P630M17G 0,8 P1443MRSB 4.4 P330M17H 7,0
P1030M17I 1,0 P330M17B 4.4 P1330MRSA 7,0
P143MRSI 1,1 P630M17B 4.4 P743M171 7,1
P443M17E 1,2 P1543M17A 4.5 P1430M171 7,1
P1643MRSA 1,3 P1443M17B 4,7 P1443MRSG 7,1
P1643MRSD 1,4 P430M17E 4,7 P1030M17F 7,1
pP830M17C 1,5 P1630M17C 4,7 P443MRSH 7,3
P1030M17C 1,9 P1230M17G 4.8 P330M17E 7,3
P130M17H 2,0 P1443MRSE 5,0 P1330M17H 7,3
P143MRSA 2,0 P1143MRSE 5,0 P830M17I 7,4
PO30M17B 2,3 P743MRSE 51 P530MRSG 7,5
P330M17G 2,4 P530MRSB 5,2 P1430MRSB 7,5
P430M17G 2,4 P1030M17E 5,3 P1130M17A 7,5
P830MRSD 2,5 P1443M17F 54 P343M17B 7,6
P843M17A 2,5 P730M17G 54 P1230M17C 17,7
P143MRSD 2,6 P743M17] 55 P1243MRSC 7,8
P730MRSC 2,6 P843MRSF 55 P1630MRSA 7,9
PO930M17A 2,7 P1530MRSI 5,6 P1130M17H 8,0
P1443M17G 2,7 P143M17H 57 P630M17D 8,1
P543M17G 2,8 P1443MRSD 57 P730MRSH 8,1
P1430M17J 2,9 P943MRSB 57 P1243MRSE 8,2
P843M17B 3,1 P1430M17E 5,9 P1143MRSA 8,2
P130MRSG 3,4 P1243MRSF 5,9 P1230M17F 8,3
P1330MRSB 3,4 P1243MRSH 6,0 P830M17J 8,4
P743M17F 3,6 P730M17A 6,0 P843M17F 8,4
P1530M17G 3,6 P530MRSD 6,0 P343M17E 8,4
P1243MRSA 3,6 P1143MRSD 6,1 P1243M17E 8,5
P1543M17H 3,7 P1443M17E 6,1 P1630MRSD 8,6
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Cizelge 4.3. Peynirlerden izole edilen mezofilik ve termofilik laktik asit

bakteri izolatlarinin % otoliz degerleri (Devam)*

Izolat Kodu | % Otoliz | izolat Kodu | % Otoliz | izolat Kodu | % Otoliz
P430MRSB 8,6 P1143M17K 10,6 P1430MRSD 13,3
P730MRSB 8,7 P1130M17E 10,7 P1243M17G 13,4
pP730M17C 8,7 P1130M17B 10,7 P1543MRSD 13,5
P1530MRSB 8,7 P1543MRSG 10,8 P1330M17A 13,5
P1030MRSE 8,8 P1343M17H 11,0 P1430MRSC 13,5
P1443M17H 8,9 P743M17H 11,2 P1330M17B 13,6
P1630MRSE 8,9 P343M17D 11,3 P1243M17C 13,6
P943M17C 8,9 P1530MRSG 11,3 P730MRSI 13,7
P630MRSA 8,9 P443MRSC 11,4 P1230M17A 13,7
P1543MRSB 8,9 P430MRSF 11,4 P1343M17B 14,0
P443MRSB 9,0 P330M17I 11,7 P543M17A 14,0
P1530MRSA 9,0 P343MRSA 11,7 P930MRSE 14,1
P830MRSG 9,1 P1130M17C 11,7 P530MRSA 14,2
P730M17F 9,1 P1430MRSF 11,8 P730MRSJ 14,3
P1243MRSB 9,2 P1143M17M 11,8 P1530M17C 14,5
P1043MRSC 9,2 P1243M17B 11,9 P1343M17G 14,5
P330M17A 9,2 P1443MRSC 11,9 P243MRSE 14,6
P130MRSF 9,3 P430MRSG 11,9 P643M17B 14,6
P1343MRSD 9,4 P1530M17H 12,0 P1230M17B 14,7
P930MRSC 9,4 P143MRSB 12,0 P1043M17H 14,8
P1430MRSA 9,4 P130MRSD 12,2 P630M17E 14,9
P243M17A 9,6 P1330M17G 12,2 P730MRSG 14,9
P1343MRSB 9,6 P1130M17F 12,2 P1143M171 14,9
P830M17H 9,6 P143MRSF 12,3 P1030M17J 14,9
P243MRSB 9,6 P1330M17C 12,4 P943M17E 14,9
P1443MRSA 9,8 P1343MRSF 12,5 P1143M17F 15,0
P830M17G 9,8 P630MRSD 12,5 P1230M17I 15,0
P730MRSE 9,8 P1143M17D 12,6 P1643M17I 15,2
pP730M17B 9,9 P1543MRSA 12,7 P1530MRSE 15,3
P543M17E 9,9 P130MRSC 12,7 P1243M17F 15,4
P1430MRSG 10,0 P843M17G 12,7 P430MRSJ 15,6
P1130M17G 10,0 P130MRSI 12,7 P1443MRSH 15,6
P1330MRSC 10,1 P1143M17B 12,8 P930MRSD 15,7
P743MRSF 10,2 P243M17G 12,8 P843M17H 15,7
P1530M17E 10,2 P243M171 12,9 P1343M17D 15,7
P130MRSE 10,2 P1243M17H 13,0 P443MRSG 15,8
P643M171 10,2 P630M17F 13,1 P1230M17D 15,9
P1030MRSD 10,3 P330M17D 13,1 P1143M17A 16,1
P943M17H 10,5 P330M17C 13,2 P1430MRSH 16,2
P743M17E 10,6 P730MRSD 13,3 P1530M17D 16,3
P843M17I 10,6 P1143MRSB 13,3 P1343M17E 16,4
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Cizelge 4.3. Peynirlerden izole edilen mezofilik ve termofilik laktik asit

bakteri izolatlarinin % otoliz degerleri (Devam)*

Izolat Kodu | % Otoliz | izolat Kodu | % Otoliz | izolat Kodu | % Otoliz
P1530MRSC 16,5 P843M17J 20,2 P530M17D 24,6
P1543M17J 16,6 P943M17I 20,3 P430MRSE 24.8
P630MRSE 16,8 P1143M17H 20,4 P530MRSI 24.8
P1643M17J] 16,9 P1643M17A 20,6 P430MRSH 25,0
P1543M17F 17,0 P1143M17G 21,0 P343M17H 25,1
P1430MRSE 17,0 P343MRSB 21,2 P630M17A 25,1
pP143M17J 17,3 P1143M17C 21,2 P243M17H 25,3
P530MRSE 17,4 P1530MRSF 21,3 P143M17B 25,3
P430MRSA 17,4 P343M17G 21,3 P930M17C 26,0
P1343M17F 17,5 P1543MRSH 21,4 P730MRSA 27,2
P630M17C 17,6 P1343M17A 21,5 P1630M17I 27,4
P1530MRSJ 17,6 P930M17I 21,5 P943M17A 27,6
P643MRSH 17,7 P1543M17C 21,5 P243M17D 28,1
P1030MRSC 17,8 P343MRSC 21,6 P343M17A 28,4
P1143M17E 17,9 P643M17H 21,7 P1230M17E 28,8
P1543MRSC 18,0 P1243M17K 21,8 P343M17C 29,9
PO930M17E 18,0 P643M17G 21,9 P1343MRSC 30,1
P1330M17I 18,1 P343MRSG 22,1 P1330M17D 30,1
P643M17C 18,4 P530MRSC 22,2 P1630M17F 30,8
P1343MRSH 18,5 P1630M17D 22,4 P743M17G 31,0
P430MRSD 18,5 P443MRSF 22,6 P930M17H 31,8
P1543MRSF 18,5 P643M17D 22,7 P243M17B 31,9
P1643M17E 18,5 P1030MRSB 22,8 P643M17J 32,0
P930MRSB 18,6 P1343MRSG 23,0 PO930M17D 35,5
pP843M17D 18,7 P143M17F 23,1 P530MRSF 35,7
P343M171 19,1 P430MRSI 23,2 P543MRSE 36,4
P830MRSF 19,4 PO30M17J 23,3 P543MRSF 38,0
P243M17] 19,4 P343MRSE 23,4 P543MRSC 43,3
P643M17F 19,9 P343M17J 23,7 P343M17F 43,6
P243MRSD 19,9 P543M17F 23,8 PO930M17G 49,3
P1643M17C 19,9 P343MRSH 23,9 P1343M17C 51,5
P830MRSA 20,2 P343MRSF 24,1 P830M17D 58,0

*: izole edilen 140 izolatin cahlisilan kosullardaki % otoliz degeri sifir

olarak bulundugundan ¢izelgede gosterilmemistir.
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% Otoliz

% Otoliz

Cizelge 4.4. Farkh % otoliz degerlerine sahip peynir izolatlarinin sayilari

% Otoliz
Degeri

Mezofilik Izolat
Sayisl

Termofilik izolat
Sayisl

Toplam

0

51

89

140

0-10

85

68

153

10-20

60

64

124

20-30

17

32

49

>30

7

9

16

TOPLAM

220

262

482

80
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60
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40
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10

80
70
60
50
40
30

20 -

10

(@)

(b)

Sekil 4.1. Cig sutlerden izole edilen mezofilik (a) ve termofilik (b) suslarin % otolitiz

degerlerinin dagilimi
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(@)

(b)

Sekil 4.2. Peynirlerden izole edilen mezofilik (a) ve termofilik (b) suslarin % otolitiz

degerlerinin dagilimi

4.2. Yiiksek Otolitik Aktiviteye Sahip izolatlarin Tanimlanmasi

Arastirmamizda izole edilen laktik asit bakteri izolatlarindan yuksek otolitik
aktiviteye sahip 29 izolat secilmis ve secilen izolatlarin tur dizeyinde tanimlamalari
yapilmistir. Bu amacla ¢ig sitlerden elde edilen otolitik aktivitesi %13,7 ile %71,5
arasinda degisen 12 izolat (S1043M17G, S1043M17A, S330M17E, S743M17B,
S330M17A, S1030MRSE, S1430M17D, S1030MRSH, S643M17G, S643M17E,
S1643M17D ve S1630M171) ve peynirlerde elde edilen otolitik aktivitesi %24,9 ile %58
arasinda degisen 17 izolat (P1230M17E, P1330M17D, P530MRSF, P430MRSH,
P243M17B, P343M17F, P343M17C, P243M17D, P743M17G, P343M17A, P143M17B,
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P1630M171, P943M17A, P1630M17F, P930M17H, P930M17G ve P830M17D)
secilmistir.

Ayni suslarin ileri tanimlama analizlerinde tekerrrli kullaniminin 6niine gegilmesi
ve yiksek cesitlilige ulasabilmek amaciyla (GTG)s parmak izi profili benzerliklerine 29
izolattan farkh bant veren suslar tanimlanmak uUzere secilmistir. Cig sut ve peynir
orneklerinden izole edilen bakterilerin (GTG)s parmak izi profillerinin jel gorintist Sekil

4.3 ve 4.4°te verilmistir.

GTG 5 (SUT)

2) DNA Ladder
4) S330M17A
5) S1630M171
6) S1430M17D
7) S1030MRSH
8) S1030MRSE
9) S330M17E
11) S743M17B
12) S1043M17G
13) S1043M17A
14) S643M17E
15) S643M17G
16) S1643M17D

1) Bosluk
3) Bosluk
10) Bosluk
17) Bosluk

‘

Sekil 4.3. Cig sutlerden izole edilen otolitik izolatlarin (GTG)s parmak izi profilleri
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10) P530MRSF
11) P4A30MRSH
12) P930M17G
13) P243M17B
14) P343M17F
15) P343M17C
16) P943M17A
17) P143M17B
18) P243M17D
19) P743M17G

g
z
>
L
<
Lo
O]
[t
O]

2) DNA Ladder
4) P1230M17E
5) P1330M17D
6) P1630M17F
7) P830M17D
8) P930M17H
9) P1630M171
20) P343M17A

1) Bosluk
3) Bosluk

Sekil 4.4. Peynir drneklerinden izole edilen otolitik izolatlarin (GTG)s parmak izi profilleri

Secilen laktik asit bakteri izolatlarinin tir seviyesindeki tanimlanmasi igin 16S
rRNA geninin birbiri ile ¢akisan iki farkli bélgesi cogaltilmis ve s6z konusu genin 1464
be’lik bolimun dizi analizi ile tanimlamasi yapiimistir. Bu sekilde rRNA geninin hemen
hemen bitlnine yakin kismi degerlendirilmistir. Bu bdlgelerin cogaltilmasi amaciyla
16S-27F/16S-780R ve 16S-529F/1491R primer ciftlerinden yararlaniimistir. Daha sonra
sonuglar NCBI veri tabanina kayitl dizi sonuclari ile karsilastirilarak, izolatlarin hangi
tirle homolog olduklari belirlenmistir.

izolatlarin genomik DNA’sindan PZR ile cogaltilan ve 16S rRNA genine ait
fragmentler Sekil 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8’de gosterilmistir. Sekillerden de goruldigu gibi, 16S-
27F/16S-780R primer cifti kullanildiginda her bir LAB izolatindan 753 b¢ uzunlugunda bir
adet, 16S-529F/1491R primer ¢ifti ile de 962 bg¢ uzunlugunda bir adet DNA fragmentinin
coQaltildigi agaroz jel Uzerinde tespit edilmistir ve bu sonug izolatlardan dogru bélge ve
biiyiiklikte cogaltma yapildigini gostermistir. Ozellikle DNA fragmentlerin bir adet olmasi
primerlerin 6zgul oldugunu ve dogru cahstigini isaret etmistir. Ardindan izolatlardan
alinan DNA fragmentleri temizlendikten sonra DNA dizisi gikariimistir.
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NCBI veri tabani kullanilarak yapilan karsilastirma sonucunda izolatlarin tur
dizeyindeki tanimlanma sonuglari ve yizdeleri Cizelge 4.5’te gosterilmistir. Buna gore cig
sut ve peynir érneklerinden izole edilen otolitik 6zellikteki 29 izolattan 17 tanesi laktik asit
bakteri olmadigi icin calismadan ¢ikarilmistir. Tanimlamasi yapilan 12 laktik asit bakteri
izolatindan; 2 adedi (P1230M17E ve P1330M17D) Lactococcus lactis subsp. lactis, 2
adedi (P530MRSF ve P430MRSH) Lactobacillus plantarum, 4 adedi (P343M17F,
P343M17C, P743M17G ve P343M17A) Enterococcus faecium ve 4 adedi de (P243M17B,
P243M17D, S1043M17G ve S1043M17A) Enterococcus faecalis turleri ile %96’nin
uzerinde benzer bulunmustur.

Tanimlanan izolatlarin otoliz oranlari degerlendirildiginde, Lactococcus lactis
subsp. lactis ve Enterococcus faecalis turlerine ait izolatlarin her bir tur igindeki % otoliz
degerlerinin benzer oldugu goralmistir. Bu durum izolatlarin ayni tirin ayni suslari
olmasindan kaynaklanabilir (Hazir Dalca, 2015). Tanimlanan diger 2 tire ait izolatlarin
otolitik aktivitelerinin literatirle de uyumlu olarak (Cibik ve Chapot-Chartier, 2000) bagl

olarak degistigi belirlenmistir.

Sekil 4.5. Cig sutlerden izole edilen laktik asit bakteri izolatlarindan 16S-27F/16S-780R
primerleri kullanilarak ¢ogaltilan 16S rDNA fragmentleri
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Sekil 4.6. Cig sutlerden izole edilen laktik asit bakteri izolatlarindan 529F/1491R
primerleri kullanilarak ¢cogaltilan 16S rDNA fragmentleri

L i — e — i — I ——————— )

Sekil 4.7. Peynir drneklerinden izole edilen laktik asit bakteri izolatlarindan
529F/1491R primerleri kullanilarak ¢ogaltilan 16S rDNA fragmentleri

Cizelge 4.5. Peynir ve ¢ig sutlerden elde edilen laktik asit bakteri izolatlarin rRNA

gen dizi analizine gdre tanimlama sonuglarr*

izolat Kodu Tanimlama % Tanimlama Otoliz (%)
P1230M17E | Lactococcus lactis subsp. lactis 99 28,8
P1330M17D L. lactis subsp. lactis 99 30,1
P530MRSF Lactobacillus plantarum 99 35,7
PA30MRSH Lb. plantarum 99 25,0
P243M17B Enterococcus faecalis 98 31,9
S1043M17G E. faecalis 98 30,0
S1043M17A E. faecalis 99 29,5
P243M17D E. faecalis 97 28,1
P343M17F Enterococcus faecium 98 43,6
P743M17G E. faecium 99 31,0
P343M17C E. faecium 98 29,9
P343M17A E. faecium 98 28,4

*Cizelgede verilen izolatlarda peynir izolatlari P, ¢ig st izolatlari S harfi ile
kodlanmistir.
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4.3. Otolitik Aktiviteye Cevresel Kosullarin Etkisi

Cahsmada tanimlanan 12 laktik asit bakterisinin otolitik aktivitesi tizerine farkl pH
(3,5, 4, 5 ve 7), inkuibasyon sicakhgi (10, 20, 30 ve 40°C) ve tuz konsantrasyonlarinin
(%0,5, 1, 3, 5, 7, 10) etkisi incelenmistir elde edilen sonuclar sirasiyla Sekil 4.8, 4.9 ve
4.10’da verilmistir.

Lactococcus lactis subsp. lactis dusuk pH’larda diger bir ifade ile yiksek asidik
ortamda otolitik aktivite gostermemis pH 5 ve 7 degerlerinde pH artisina bagl artan
otolitik davranis sergilemistir. Lactobacillus plantarum suslarinin otolitik aktiviteleri de
genel olarak pH’daki artisa bagli olarak artmistir. Ozellikle PSMRF susunda bu durumun
oldukga belirgin oldugu gorilmektedir. Bazi istisnalar disinda Enterococcus tirleri icin de

benzer durum gorilmustar.

45 ~

40 -
mpH35 mpH4 mpHS5 mpH7
35 -

30 -

Iih_

Sekil 4.8. Tanimlanan laktik asit bakterilerinin % otoliz degerleri tizerine farkli pH’nin
etkisi (P12ME-P13MD=Lactococcus lactis subsp. lactis, PSMRF-
PAMRH=Lactobacillus plantarum, P2TB-P2TD-S10TG-S10T A=Enterococcus faecalis
ve P3TF-P3TC-P7TG-P3TA=Enterococcus faecium)

% Otoliz
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Laktik asit bakterilerinde ortam pH’sindaki azalma ile birlikte otoliz oranlarinin
diismesi, peptidoglikan hidrolaz enzimlerinin ¢alismasi i¢in gerekli optimum pH ile iliskili
olabilir (Hazir-Dalca, 2015). Calisma bulgularimizla benze bulgular @stlie vd. (1995) ve
Kozakova vd. (2010) tarafindan yapilan calismalarda da belirlenmistir. Calisma
bulgularimiza zit olarak Ramirez-Nunez vd. (2010) tarafindan pH’daki disme ile birlikte
otoliz degerlerinin yikseldigini ifade edilmistir. ilgili durum Huard vd. (2004) tarafindan
s0z konusu bakterilerdeki peptidoglikan hidrolaz enzimlerinin izoelektrik pH’larinin notr

degerlere yakin olmasi ile agiklanmistir.

Tanimlanan laktik asit bakterilerinin % otoliz degerleri tzerine farkli inkiibasyon
sicakhklarinin etkisi incelendiginde, pH’nin etkisine benzer sekilde genel olarak
inklibasyon sicakligi artisiyla otoliz oraninin arttigi goriilmektedir (Sekil 4.9). Ancak her
bir sus icin sicaklik artisiyla ulasilan maksimum % otoliz degerleri birbirinden farklhihk

gostermektedir.

60

m10°C m20°C m30°C m40°C

50

% Otoliz

Sekil 4.9. Tanimlanan laktik asit bakterilerinin % otoliz degerleri Gizerine farkli
inklibasyon sicakliginin etkisi (P12ME-P13MD=Lactococcus lactis subsp. lactis,
P5MRF-PAMRH=Lactobacillus plantarum, P2TB-P2TD-S10TG-S10T A=Enterococcus
faecalis ve P3TF-P3TC-P7TG-P3TA=Enterococcus faecium)
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Farkli tuz konsantrasyonlarinin tanimlanan laktik asit bakterilerinin otolitik
aktivitelerine olan etkisi bakteri tlir ve susuna bagli olarak degisiklik gostermektedir. Bazi
bakterilerde (PAMRH Lactobacillus plantarum ve P3TF Enterococcus faecium) tuz
konsantrasyonundaki artis otolizi tesvik ederken bazilarinda (PSMRF Lactobacillus

plantarum) ise otoliz oranini distirmustar.

70 1

60 -

®m NaCl (% 0,5) mNaCl (% 1)

50 -

m NaCl (% 3) m NaCl (% 5)

40 1 m NaCl (% 7)

= NaCl (% 10)

% Otoliz
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Sekil 4.10. Tanimlanan laktik asit bakterilerinin % otoliz degerleri tizerine farkh tuz
konsantrasyonlarinin etkisi (P12ME-P13MD=Lactococcus lactis subsp. lactis, PSMRF-
PAMRH=Lactobacillus plantarum, P2TB-P2TD-S10TG-S10T A=Enterococcus faecalis

ve P3TF-P3TC-P7TG-P3TA=Enterococcus faecium)

Ramirez-Nunez vd. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada 10 farkli Lactococcus
lactis susunun iki farkl pH’da (5,4 ve 7,0) farkh konsantrasyonlarda NaCl (10 ve 30 g/L)
iceren tampon ortamindaki otoliz davranislari ¢alisilmistir. Calismada 7 bakteri susunun
asidik pH’da (pH=5.4) tuz konsantrasyonu arttik¢a suslarin % otoliz oranlarinin azaldigi, 2
susta otoliz oranin artigi ve 1 susta ise degismedigi belirlenmistir. Notr pH’da yapilan
calismada ise tuz konsantrasyonu arttikca 5 susun otoliz oraninin arttigi 5 susun ise
azaldig1 gortlmustir. Arastirma sonucunda otolitik davranisin ¢calismamizda oldugu gibi
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susa bagh oldugu degerlendirilmistir. Farkli ¢evre kosullarinda otolitik davranisin bakteri
tir ve susuna bagl oldugu ile ilgili benzer bulgular baska calismalarda da gdsterilmistir
(Kozakova vd. 2010; Hazir-Dalca, 2015).
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5. SONUC

Bu tez ¢alismasinda Burdur, Antalya, Isparta ve Afyon illerinden toplanan 16 ¢ig
slt ve 16 farkli peynir érnegindeki laktik asit bakterileri izole edilmis ve izole edilen laktik
asit bakterilerinin otolitik dzellikleri incelenmistir. izole edilen toplam 878 izolattan genel
olarak yiiksek otolitik aktiviteye sahip 29 izolat tanimlanmistir. S6z konusu 29 izolattan 12
adedinin laktik asit bakteri oldugu belirlenmis ve yiksek otolitik aktiviteye sahip laktik asit
bakterilerinin farkli ¢evre kosullarinda (pH, inkibasyon sicakligl ve tuz konsantrasyonu)
otolitik davranislari arastirilmistir.

Genel olarak bakterilerin otoliz oranlarinin artan pH ve sicaklik ile arttig
belirlenirken, farkli tuz konstantrasyonlarinda bakterilerin otolitik davraniglarinin susa
bagh deQisimler gosterdigi gorulmastur. Calismamizda cevresel faktorlerin - etkisi
birbirinden bagimsiz olarak degerlendirilmistir. Ancak peynir matriksinde pH, tuz
konsantrasyonu ve inkiibasyon sicakligi parametreleri kombine olarak mikrobiyal
faaliyetleri etkileyeceginden bu calismada tanimlanan izolatlarin otolitik davranislari
uzerine gevre faktorlerinin kombinasyonlarinin etkileri de ¢alisiimalidir.

Calisma bulgulari genel olarak degerlendirildiginde %35.70 otoliz oranina sahip
Lactobacillus plantarum P530MRSF (P5MRF) izolatinin peynir dretiminde hizli lezzet
gelisiminin saglanmasinda destek kiltur olarak kullanim igin énemli bir potansiyele sahip
oldugu sonucuna varilmistir. S6z konusu bakterinin pilot ve/veya endustriyel kosullarda
destek kultir olarak peynir dretiminde kullanimi ile ilgili calismalarin yapilmasi

Onerilmektedir.
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