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Kars Kasarinin bozulmadan giiniimiize kadar ulagan tiretim metodu ile olgunlagsma siiresinin
uzun sirdiigi bilinmektedir. Olgunlasma esnasinda peynirin yapisinda bulunan laktik
floranin tespit edilerek peynir iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmasiyla daha kisa
siirede olgunlagma saglanabilecegi ve bunun {irlin i¢in olduk¢a dnemli bir gelisme olacagi
diisiiniilmektedir. Bu tez caligmasi1 Kars kasarinin 6n olgunlagsmasi esnasinda yapisinda
bulunan mikrobiyal floranin tespit edilmesi amaciyla yiirtitiilmiistiir.

Tez galigmasi kapsaminda Kars ilinde farkli iiretim noktalarindan yeni iiretilmis 6 adet Kars
Kasar1 6rnegi temin edilmis ve 6n olgunlastirma periyodu boyunca bazi fiziksel, kimyasal,
mikrobiyolojik 6zellikleri ve mikrobiyal floralarinda meydana gelen degisim ve gelisim
incelenmistir. Peynir 6rneklerinden uygun besiyerlerine ekim yapildiktan sonra toplam 533
bakteri, maya ve kiif izolat1 elde edilmistir. Izolatlara uygulanan RAPD-PCR ve rep-PCR
islemlerinin ardindan PCR f{iriinleri sekans analizine tabi tutulmustur. Yiritilen bu
islemlerle bakteri, maya ve kif gruplarimin tanimlamasi yapilmis, bdylece peynir
orneklerindeki baskin tiirler belirlenmis ve bu tiirler arasindaki filogenetik benzerlikler tespit
edilmistir.

Sonugta; tanimlamasi yapilan 285 adet bakteri izolatinin 37’si Lb. paracasei, 24’i Lb.
rhamnosus, 24t S. thermophilus, 13’4 Lb. graminis, 12’si Lb. mindensis, 11’i Lb.
fermantum ve 8 tanesi Lb. plantarum olarak belirlenmistir. Bu tiirlerin yaninda E. faecium,
E. faecalis gibi NSLAB olabilecek tiirler diger bakteri gruplari arasinda tanmimlanmisgtir. 168
adet maya-kiif florasindan 131 tanesinin maya, 37 tanesinin ise kiif tiirii oldugu goriilmiistiir.
Tanmimlanan maya izolatlariin 54’4 P. kudriavzevii, 11’1 C. parapsilosis, 24t C.
zeylanoides, 20’si K. marxionus, 197u K. lactis, 2’si D. hansenii ve 1’1 Y. lipolytica olarak
tespit edilmistir. Kiif izolatlarinin ise 23’0 P. crustosum, 8’i P. kewense, 4’ii P. commune ve
2’si G. candidum olarak belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar Kars Kasarinin 6n
olgunlasgtirma doneminde mikroflorasindaki biyolojik ¢esitliligin varligin1 dogrulamis ve
mevcut liretim metodunun starter kiiltlir ilavesi ile gelistirilmesinin gerekliligini ortaya
koymustur.

2019, 74 sayfa

Anahtar kelimeler: Kasar peyniri, Mikrobiyal flora, On olgunlastirma periyodu, Bakteri,
Maya-Kiif
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CHANGE AND DEVELOPMENT OF MICROBIAL FLORA OF KARS
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It is known that the ripening of Kars Kashar takes a long time with the production method
that has reached to the present day. It is thought that ripening can occur in a shorter time by
detecting and using the lactic flora in the structure of the cheese during the ripening period as
a starter culture in cheese production and this will be a very important development for the
product. This thesis study has been carried out in order to determine the microbial flora
found in the structure of Kars kashar cheese during its pre-maturation period.

In the context of the thesis study, 6 Kars kashar cheese samples that had just been produced
were obtained from different production places in Kars province and their some physical,
chemical, microbiological characteristics and changes and development occuring in
microbial flora of them were investigated during the pre-maturation period. After spreading
from the cheese samples over appropriate media, a total of 533 bacteria, yeast and mold
isolates were obtained. After RAPD-PCR and rep-PCR procedures applied to the isolates,
PCR products were subjected to sequence analysis. Through these processes, bacteria, yeast
and mold groups were defined, thus predominant species were identified in cheese samples
and the phylogenetic similarities between these species were determined.

In conclusion, 285 bacterial isolates identified consisted of 37 Lb. paracasei, 24 Lb.
rhamnosus, 24 S. thermophilus, 13 Lb. graminis, 12 Lb. mindensis, 11 Lb. fermantum and 8
Lb. plantarum. In addition to these species, species like E.faecium, and E. faecalis that may
be NSLAB were identified among other bacterial groups. Of the 168 yeast-mold flora, 131
were found to be yeast and 37 were mold. Of the yeast isolates identified, 54 were P.
kudriavzevii, 11 were C. parapsilosis, 24 were C. zeylanoides, 20 were K. marxionus, 19
were K. lactis, 2 were D. hansenii and 1 were Y. lipolytica. Of the mold isolates, 23 were
identified as P. crastum, 8 as P. kewense, 4 as P. commune and 2 as G. candidum. These
results have confirmed the existence of biodiversity in the microflora of Kars Kashar during
the pre-maturation period and revealed the necessity of developing the current production
method with the addition of starter culture.

2019, 74 pages

Keywords: Kashar cheese, microbial flora, pre-maturation period, bacteria, yeast-mold
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1. GIRIS

Fermente bir siit tirlinii olan peynir farkli tanimlar1 olmakla beraber genel anlamda
yiiksek besin degerine sahip, taze ve olgun olarak tiiketilebilen ve her yorede farkli
cesitleri bulunabilen temel bir gida maddesidir (Ugiincii, 2012; Turgut vd, 2012).
Gegmisten giiniimiize kadar her toplumun kendi 6rf, adet, bilgisine 6zgii ve yorenin
sartlaria uygun farkli peynir ¢esitleri olusmustur (Anonim, 2014). Diinyada aroma
ve tekstiir karakteristikleri farkli yaklasik 4000 peynir cesidinin bulundugu ve
bunlarin birgogunun iiretim tekniginin birbirleriyle benzer oldugu ve iiretilip
tiiketildikleri alanlarin belirli bir cografyayla sinirl kaldigi bilinmektedir (Cakmake1
vd, 1995). Ulkemizde ise son donemlerde yapilan calismalarla beraber {iretim
yontemi ve bilesimi bilinen yoresel diizeydeki bazi ¢esitlerle birlikte iiretilen peynir
¢esidinin 100°den fazla oldugu ve bu peynirlerin yaklasik %96’sinin inek siitiinden
elde edildigi rapor edilmistir (Cakmake1 vd, 2010; Demirel, 2013). Tiirkiye’de genel
olarak Beyaz peynir iiretilirken bunu Kasar, Tulum, Mihali¢, Cerkez, Dil, Otlu,
Antep, Cecil, Lor ve Urfa peynirleri takip etmektedir. Beyaz, Kasar, Tulum ve
Mihali¢ peynirleri tim yorelerde modern isletmelerde iiretilirken yoresel peynirler
daha ¢ok mandira olarak tabir edilen kiiciik isletmelerde iiretilmektedir (Ozdemir vd,

2013; Kamber 2005b; Hayaloglu, 2008).

Kagar peyniri Tiirkiye'de en fazla {iretimi ve tiiketimi yapilan peynirler icerisinde
Beyaz peynirden sonra gelen ikinci peynir ¢esididir (Oksiiz vd, 2001). Istatistik
Kurumu verilerine gore 2016 yili igerisinde iilkemizde yaklasik olarak 610.535 ton
peynir iretilmis ve bunun yaklasik 177.120 tonunu kasar peyniri olusturmustur

(TUIK, 2016).

Kasar peyniri sert ve yar1 sert peynir grubunda yer almakta ve iiretim yOntemi
acisindan Balkan iilkelerindeki Kashkaval ve Kasseri peynirleri ve Italyan
Caciocavallo, Provolone, Mozzarella peynirleri ile benzerlikler gostermektedir
(Aran, 1998; Aydemir vd, 2015; Tekinsen, 2000; Cetinkaya ve Soyutemiz, 2006).
Tiirk Standartlart Enstitlisii (TS 3272) kasar peynirini taze ve eski kasar olarak iki
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ceside aymrmistir. Eski kasar peynirleri daha ¢ok geleneksel iiretim yontemleri
kullanilarak iretilmekte ve belirli kosullar altinda en az 120 giin
olgunlagtirilmaktadir. Buna karsilik taze kasar peyniri {iretiminde pastorize siit

kullanilmasindan dolay1 olgunlastirilmadan da satisa sunulabilmektedir (TSE, 2016).

Tiirkiye’de kasar peyniri iiretimi hemen hemen tiim illerimizde olduk¢a yaygin olup
slitiin iglenmesi ve peynirin iiretim metodu benzerlikler gostermektedir. Bu baglamda
Kars Kasarinin diger illerdeki kasar peynirlerinden ayiran en temel farklilik;
bulundugu cografi alandaki sigir yetistiricilii ve mera yetistiriciligine
dayanmaktadir. Mevcut bolgede havanin diger yerlere gore daha gec 1sinmasi ve
daha ge¢ sogumasi mera tipi biiyiikbas hayvancilik i¢in ¢ok uygun kosullar meydana
getirmektedir. Bu kosullar olgun bir peynir olan Kars Kasarinin iiretiminde istenilen
ve aranilan sartlardir. Ciinkil bir dag kasar1 olan Kars Kasar1 yapiminda kullanilan
stitte, 1600 civarinda ¢igekli bitkinin bulundugu ve bunlardan 80 civarinda taksonun
endemik, 20 civarinda taksonun ise nadir oldugu tespit edilmistir. Bu durum resmi

kaynaklarda da yer almistir (TPE, 2014).

Kars Kasar1 iiretiminde inek, koyun, kec¢i siitii veya bu siitlerin karisimlar
kullanilabilmektedir (Kamber, 2007). Mayis-Agustos (mera doneminde) aylari
arasinda belirtilen cografi alanda bulunan mera bitkilerini tiilketen hayvanlarin kdy
ve yaylalardan toplanan siitii ile yapilmaktadir. Kars Kasarinin en Onemli
ozelliklerinden biri de iiretiminde tam yagli ve/veya yagl siit kullanilmasidir. Peynir
tiretimi i¢in 151l islem gérmemis ¢ig siit 32-35°C’ye kadar 1sitilir ve peynir mayasi ile
mayalanir. Pihtilagma islemi bir saat kadar siirer ve mayalanmanin tamamlanip
tamamlanmadigl peynir ustalar1 tarafindan kontrol edilir. Mayalanma islemini
pihtinin kirilmasi, pihtt suyunun aktarilmasi, pihtinin siiziilmesi ve baskiya alinmasi
islemleri takip eder. Elde edilen teleme 3-6 saat siiren olgunlastirma isleminden
sonra ¢ok ince ve kii¢lik parcalara ayirmak i¢in iki kez rendeleme islemine tabi
tutulur. Daha sonra 0,3 milimetre ¢apinda delikleri olan krom sepetlere doldurularak
pisirme derecesi 72-78 °C olan sulu haslama kazaninda 2-3 dakika haslanir.
Haglanan teleme yogurulur ve gobek kesimi de denilen kaliplama islemi uygulanir.
12-24 saat siiren kaliplama isleminin ardindan kaliptan ¢ikarilan kasar peynirleri
tuzlama ve dinlendirme (6n olgunlastirma) odalarina alimmaktadir. On olgunlastirma

islemi icin olgunlastirma odalarinin pencerelerinin kuzey yoniine bakmasi,
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sicakliginin 12-18 °C arasinda olmasi ve nispi nem oraninin ortalama %60-70 olmasi
gibi bazi fiziksel ozelliklerinin bulunmasi gerekmektedir. On olgunlastirma
odalarinda kasar peynirleri kendini birakmamasi (gevsememesi), kasar bloklarinin
catlamamasi ve ¢abuk kurumamasi amaci ile Karayele (Kuzey riizgarlarina) maruz
birakilarak olgunlastirilmaktadir. Bu sayede kasar peynirleri dogal sartlarda
bozulmadan olgunlasabilmektedir. Kasar peynirleri daha sonra nihai olgunlastirma
icin i¢ sicakligt 8 °C ve nispi nem orant %60-65 olan soguk hava depolarina
almmakta ve tiiketilene kadar bu depolarda muhafaza edilmektedir (TPE, 2014). Iki
asamada olgunlastirilan kasar peynirleri i¢in ilk asama olan 6n olgunlagtirma siiresi
30-40 giin kadar siirerken, ikinci asama olan nihai olgunlagtirma siiresi 4-5 ay

kadardir (Aydemir, 2010; Aydemir vd, 2015).

Kasar peyniri iiretimi esnasinda kaliptan ilk ¢iktiginda dis ylizeyi ve kesit ylizeyi
beyazimst bir renge sahiptir, tadi ise hafif tuzlu olup siitli andiran yavan bir tadi
vardir. Ancak bir hafta icerisinde peynirin yiizeyi kabuk baglayarak baslangigtaki
beyaz rengini kaybeder ve sarimsi bir renk alir. Taze kasar olgunlastikca kesit yiizeyi
de sarimsi1 krem renge dontisiir ve yapisi da sertlesir. Eski kasarin kendine has yogun
aromas1 olgunlasma boyunca devam eden glikoliz, proteoliz ve lipoliz faaliyetleri
sonucu meydana gelir. En sonunda olgunlagmig kasarin tadi hafif tuzludur, agizda

kolayca dagilir, kesit yiizeyi de diiz ve piirlizstizdiir (TPE, 2014).

Kars Kagarimin kendi yoresine has bir olgunlastirilma metodu bulunmaktadir. Bu
metot Kars Kagarmin kendine has 6zelliklerinin olusmasini saglar (TPE, 2014).
Kasar peynirlerinin kendilerine 6zgii geleneksel 6zellikleri Non-starter laktik asit
bakterilerinin (NSLAB) veya ¢ig siitte bulunan maya tiirlerinin varlig: ile saglanir
(Settanni ve Moschetti, 2010). NSLAB tiirleri peynirlerin olgunlagsmasinda, peynir
tirlerine O0zgli tat, aroma ve karakteristik Ozelliklerin olusmasinda Gnemli yere
sahiptir (Beresford vd, 2001). Mayalar ise peynir Orneklerinin daha c¢ok
fizikokimyasal 6zelliklerini etkilemektedirler (Welthagen ve Viljoen, 1998). Maya
tirleri peynirlerde istenilen 6zellikleri saglamanin yanmi sira bozulmaya da neden
olabilmektedirler (Welthagen ve Viljoen, 1998). Bu nedenle geleneksel peynir
tirlerine ait maya mikroflorasinin belirlenmesi, standart bir iiretim siireci ve

potansiyel starter kiiltiir kullanimi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
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Kuaf tirleri agisindan Penicillium cinsine ait tiirlerin geleneksel peynirlerin
mikroflorasinda bulundugu soylenebilir (Sengun vd, 2008). Bunun yaninda farkli
peynir tiirlerinde fizikokimyasal ve duyusal 6zelliklerin iyilestirilmesinde starter kiif
kiltiirleri kullanilabilmektedir (Aran ve Eke, 1987; Beresford vd, 2001). Ancak baz1
kif tiirlerinin  mikotoksin iiretmesi gida endiistrisi i¢in O6nemli bir sorun
olusturmaktadir (Lund vd, 1995). Bu nedenle geleneksel peynir iiretiminde starter
kif kiiltiirti olarak kullanilmasi hedeflenen kiif tiirlerinin biyokimyasal fonksiyonlari

ve toksin tiretme Ozelliklerinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Ihtiva ettigi su oran1 az oldugundan kivam olarak sert ve yar1 sert peynir grubunda
yer alan Kars Kasarinda diisiik pH, yiiksek laktik asit konsantrasyonu ve hijyenik
kosullar saglandig: takdirde ihtiva ettigi yliksek NaCl icerigi ve diisiik redoks
potansiyeli nedeniyle mikrobiyal bozulma ¢ok fazla gériilmemektedir (Riemelt vd,
1996; Varnam ve Sutherland, 1996). Bu secici faktorlere ragmen kasar peynirinde
yine nispeten mikroorganizma gelisimi s6z konusu olmaktadir. Genel olarak Gram (-
) bakterilerle bazi Gram (+) bakteriler, maya ve kiif tiirleri de gelisebilmektedir
(Varnam ve Sutherland, 1996).

Peynir gruplarinda gerceklesen tiim mikrobiyolojik degisimlerin bir bozulma
sonucunda meydana geldigi sdylenemez. Ozellikle Kars Kasar1 gibi olgunlasmis
peynir gruplarinda meydana gelen bazi mikrobiyolojik gelismeler peynirdeki
olgunlugun bir gostergesidir. Bu olgunlugu bakteri gruplarimin ikincil floralar
saglamaktadir. Mikrobiyolojik olgunluk, i¢ ve/veya dis faktdrlere baghdir ve
genellikle her peynir ¢esidinin mikrobiyolojik flora kombinasyonu yani ikincil

floralar1 kendine 6zgiidiir (Beresford vd, 2001).

Kars Kasar1 ile ilgili simdiye kadar yapilan caligmalar ¢ogunlukla fiziksel ve
kimyasal ozellikler, mikrobiyolojik sayimlar ve farkli uygulamalarin kagar peyniri
lizerine olan etkileri ile ilgili olmustur (Kivang, 1989; Giilmez vd, 2004; Oksiiztepe
vd, 2009; Akin, 2012;). Kars Kasarinin ihtiva ettigi mikrobiyolojik ¢esitlilik ve
olgunlagsma esnasindaki mikrobiyolojik kombinasyon iizerine yapilmis arastirmalar
yeterli sayida degildir (Aran ve Eke, 1987; Aran, 1998; Cetinkaya ve Soyutemiz,
2006; Aydemir, 2010; Aydemir vd, 2015). Halbuki olgunlagsma esnasindaki baskin

mikrobiyolojik floranin bilinmesi iiretimin daha standart hale getirilmesi ve tiretim



siiresinde  kisalmalarin meydana  gelebilmesi adina olduk¢a Onemlidir.
Belirlenebilecek flora kombinasyonlar1 peynir iiretiminde kontrollii olarak
kullanilabilirse peynir kalitesi sadece ¢evre kosullarina bagli kalmaz ve daha kaliteli

ve saglikli peynirler iiretilebilir.

Bu tez calismasinda, taze iiretilmis Kars Kasarinin 6n olgunlastirma periyodu
esnasinda yapisinda meydana gelen fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik degisimler
incelenmistir. Olgunlasma siirecinde gelisme gosteren bakteri ve maya-kiif cesitleri
tespit edilmis ve olgunlasma esnasinda hangi tiirlerin baskin oldugu belirlenmistir.
Elde edilen sonuglar dikkate alinarak olgunlagmada aktif rol oynayan tiirler peynir
tiretimi esnasinda starter kiiltiir olarak kullanilirsa olgunlagsmanin hizlandirilmasi

saglanabilir.



2. KAYNAK OZETLERI

Kars Kasari, kasar peyniri denilince akla ilk gelen ve {iiretim miktar1 olarak
Tirkiye’de ilk siralarda yer alan bir peynir ¢esididir. Kars’ta iiretimi yapilan kasar
peynirinin diger bolgelerdeki kasar peynirlerinden en 6nemli farki yuvarlak ve kalin
yapisidir. Bu peynire ¢ogunlukla olgunlastirilarak aroma kazandirilmakta ve daha
sonra tiiketilmektedir (Kamber, 2005a). Kars Kasar1 2014 yilinda Kafkas
Universitesi’nin calismalar1 ile cografi isaret almis, bu sayede markalastirilmistir.
Tiirk Patent Enstitiisii Kars Kasarin1 kisaca “1600 civari ¢igekli bitkinin bulundugu
ve bunlardan 80 civarinda taksonun endemik ve 20 civarinda taksonun da nadir
bulundugu Kars ve Ardahan illerindeki meralarda otlayan ineklerin siitlerinden
yorenin kendine 6zgii liretim metodu ile iiretilen olgun peynir siifindaki yari sert

peynir” olarak tanimlamistir (TPE, 2014).

Kamber (2005a), Kars Piyasasinda satisa sunulan kasar ve ¢e¢il peyniri
orneklerinden 30’ar adet alarak bu Orneklerin bazi mikrobiyolojik ve kimyasal
ozelliklerini incelemis ve Tiirk Gida Kodeksine uygunluklarini arastirmistir.
Mikrobiyolojik analizler sonucunda kasar peynirlerinde ortalama TAMB sayis1 7,03
log kob/g diizeyinde, hijyen indeksi mikroorganizmalarindan enterobakter sayisi
%66,6’s1nda 4,30, koliform bakteri sayis1 %40’inda 3,91, koagiilaz pozitif stafilokok
say1s1 %46,6’sinda 2,98, siilfit indirgeyen anaerob sayis1 %3,3’linde 2,30 log kob/g
olarak tespit edilmistir. Maya ve kiif sayisinin ise 6,04 log kob/g diizeyinde oldugunu
belirtilmistir. Kimyasal analizler sonucunda kasar peynirlerinde kurumadde miktari
%64,4, yag orant %21,5, yagsiz kurumadde miktar1 %42,8 ve protein oranit %22,3

olarak tespit edilmistir. Arastiric1 kasar peyniri 6rneklerinde nigastaya rastlamamastir.

Yaldiz ve Kurdal (2003), taze ve eski kasar peynirlerinin kimyasal bilesimi ve
hijyenik kalitesini belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢alismada; taze kasar peyniri
orneklerinde ortalama kurumadde oran1 %52,58 iken protein oran1 %20,32, titrasyon
asitligi (laktik asit cinsinden) %0,90; kurumadde de siit yagi, kurumaddede tuz ve kiil
degerleri de sirasiyla %50,96, %4,70, %3,00 olarak bulunmustur. Mikrobiyolojik
analizler sonucunda ortalama TAMB sayisimin 3,65x10° kob/g, koliform bakteri
sayisinin 65,41 kob/g oldugu goriilmiistiir. Eski kasar peyniri orneklerinde ise

kurumadde miktar1 %63,54, protein %25,26, titrasyon asitligi %1,07 (laktik asit), siit
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yagi orant %44,82 (kurumadde de), tuz miktar1 %6,66 (kurumadde de) ve kiil miktari
%4,36 olarak tespit edilmistir. Ortalama TAMB sayisin1 4,86x10° kob/g, koliform
bakteri sayisini1 16,25 kob/g olarak belirlemislerdir.

Oksiiztepe vd (2009), tarafindan taze kasar peynirleri iizerine yapilan benzer bir
calismada ortalama TAMB sayisi 1,05x107, koliform bakteri 5,20x10,
Staphylococcus-Micrococcus — sayisi 1,39x10%, Lactobacillus-Leuconostoc-
Pediococcus 1,05x107, Lactococcus 6,53x10° ve maya-kiif sayist 5,82x10 kob/g
seviyelerinde tespit edilmistir. Orneklerin 4 tanesinin E. coli ile kontamine oldugu
ancak hicbirinde Staphylococcus aureus bulunmadifi saptanmistir. Incelenen
Orneklerin ortalama rutubet miktar1 %35,85, tuz miktar1 %2,74, kurumadde de tuz
%4,30, kurumadde de yag %41,31, asitlik derecesi (laktik asit cinsinden) %0,42, kiil
miktar1 %3.,47, pH degeri 5,49 ve ay, degeri 0,91 olarak belirlenmistir.

Kars’ta tiiketime sunulan kasar peynirlerinin bazi mikrobiyolojik ve kimyasal
ozelliklerinin incelendigi diger bir ¢alismada; orneklerin 3’liniin koliform grubu
mikroorganizmalar1 10 kob/g’dan daha yiiksek diizeyde igerdigi, 1’inin ise E. coli
ile kontamine oldugu belirlenmistir. Orneklerin tamaminda maya ve kiif tespit
edilirken higbir 6rnekte S. aureus’a rastlanmamustir. Yiritilen kimyasal testler
sonucunda orneklerin 46’smin rutubet diizeyinin %40’ {izerinde, 19’unun ise

kurumaddedeki tuz oraninin %7’den yiiksek oldugu saptanmistir (Giilmez, 2004).

Giingen ve Biiyiikyoriik (2003), vakum paketli taze kasar peynirlerin bakteriyolojik
kalitesini ve aflatoksin M1 diizeyini belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢aligmada koliform
bakteri sayisin1 3,9x10° kob/g, Staphylococcus aureus sayisini 6,25x10% kob/g, maya
ve kiif sayisini 2,4x10* kob/g olarak belirlemislerdir. Aflatoksin diizeyi ise
206,23+15,88 ng/kg olarak tespit edilmistir. Orneklerinin hi¢ birinde Salmonella

tiirline rastlanmamastir.

Benzer olarak Demirci ve Diraman (1990), vakum paketlenmis taze kasar peyniri
orneklerinin nem, kurumadde, yag, kurumadde de yag, yagsiz kurumadde, tuz,
kurumadde de tuz, toplam kiil, ve protein oranlarimi sirasiyla %42,71, %57,29,
%24,11, %42,07, %33,18, %2,82, %5,03, %3,05, %26,42 olarak tespit etmislerdir.
pH ve TAMB degerleri ise 5,17, 3,7X107 kob/g olarak rapor edilmistir.
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Kivang (1989), Erzurum Piyasasinda tiiketime sunulan kasar peynirlerinin bazi
fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerini inceledikleri ¢alismada ortalama
nem oranini %34,60, tuz oranin1 %4,32, titrasyon asitligi ve pH'y1 sirasiyla %2,03 ve
5,42 olarak belirlemislerdir. Bu arastirma kapsaminda peynir 6rneklerinde TAMB,
koliform bakteri, Streptococcus, Staphylococcus aureus, psikrofilik bakteri,
Salmonella-Shigella, Bacillus, laktik asit bakterileri, proteolitik ve lipolitik bakteri ile
maya ve kiif sayimi1 yapilmistir. Sonugta mikroorganizma sayilarinin 6rnege bagh
olarak degistigini ve Salmonella-Shigella tespit edilmedigini ifade etmislerdir.
Standart kalitede ve hijyenik peynir iiretimi i¢in kasar peynirinin standart bir tiretim
metoduna sahip olmasi, modern {iiretim sartlarinda iiretilmesi ve muhafaza

kosullariin iyilestirilmesi gerektigi kanisina varilmistir.

Kasar peynirinin mikrobiyolojik o6zellikleri iizerine potasyum sorbatin etkisini
arastirmak i¢in yapilan bir ¢alismada peynir yapiminda kullanilan siit ve salamuraya
potasyum sorbat ilave edilmistir. Sonug olarak potasyum sorbatin nem, yag, tuz, kiil
gibi fiziksel niteliklere herhangi bir etkisinin olmadigi, bunun yaninda pH’y1

artirdi@y, asitligi diisiirdiigii belirlenmistir (Nizamlioglu vd, 1996).

Dogal duman ve sivi duman uygulamasinin kasar peynirinin kalitesi tizerine etkisini
arastiran Atasever vd (2003), dogal dumanlamanin kasar peynirlerinin nem ve
kurumaddedeki yag oranlarini azalttigini ancak sivi duman uygulamasinin kimyasal
ozellikleri etkilemedigini tespit etmislerdir. Dogal duman uygulamasi, TAMB
sayisini azalttigi halde koliform bakteri, Staphylococcus-Micrococcus, maya veya
kif sayilart lizerinde etkili olmamistir. Duyusal degerlendirmeler sonucunda sivi
tiitsiilenmis ornekler ve kontrol grubu 6rneklerin benzer oldugu belirlenmistir. Dogal
tiitstilenmis orneklerin lezzet ve renk agisindan diger gruplardan daha diisiik puanlar

aldig1 ifade edilmistir.

Atamer vd (1997), laktoperoksidaz/tiyosiyanat/hidrojen peroksit sisteminin
aktivasyonuyla korunmus siitler ile bunlardan iiretilen teleme ve kasar peynirlerinin
mikrobiyolojik o6zelliklerini inceledikleri calismalarinda siite katilan SCN*-H,O,

miktarindaki artigin sistemin antibakteriyel etkisini artirdigini gézlemlemislerdir.

Modifiye atmosferde paketlenmenin (MAP) peynir kalitesi ve raf omrii {izerine

etkisini tespit etmek amaciyla yapilan bir calismada; vakum paketleme,
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karbondioksit ve nitrojen karisimlar1 kullanilmigtir. TAMB sayisinda direkt MAP
teknigi ile iliskili olarak bir degisim tespit edilmezken, Staphylococcus-Micrococcus
grubu mikroorganizmalarin sayisinda siirekli diistis gozlenmistir. Gruplarin hig
birinde kif gelismedigi ve MAP’nin maya tiremesini baskiladigi tespit edilmistir.
Incelenen 6rneklerin hicbirinde koliform, fekal koliform ve siilfit rediikte eden

anaeroblara rastlanmamustir (Erkan ve Aksu, 2006).

Farkli tuzlama yontemlerinin ve potasyum sorbat uygulamasinin kasar peynirlerinin
mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine etkilerini arastiran Babacan ve Ozdemir (2013)
kuru tuzlanmis Orneklerde TAMB sayisinin haslama suyunda tuzlanmis kasar
peynirlerine oranla daha diisikk oldugunu tespit etmislerdir. Haslama suyunda
tuzlanmis peynirlerde, kontrol 6rnegi ve sorbatlanmis Orneklerdeki Laktik Asit
Bakterisi (LAB) (MRS’de gelisen) sayilar1 arasindaki farkliligin énemli (p<0,05),
kuru tuzlanmis 6rneklerde ise dnemsiz (p>0,05) oldugu belirlenmistir. Kiif sayilari
acisindan kuru tuzlanmis kontrol grubuna ait kiif sayilarinin (1,76 log kob/g),
haslama suyu igerisinde tuzlanmis kontrol grubuna goére (3,58 log kob/g) daha diisiik
oldugunu ve en diisiik kiif sayisinin (1,48 log kob/g) kuru tuzlanmis ve sorbat
uygulanmis 6rneklerde oldugunu belirtmislerdir. Tiim peynir 6rneklerindeki koliform
grubu bakteri sayisinin standartlarda yer alan degerin altinda (<1 log kob/g)
oldugunu ve Staphylococcus aureus sayilarinin da <2 log kob/g diizeyinde oldugunu
ifade etmislerdir. Sonugta kasar peynirlerindeki kiif gelisiminin azaltilmasi agisindan

potasyum sorbat uygulamasinin gerekli bir islem oldugunu vurgulamislardir.

Taze ve eski kasar peynirlerinin fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik kaliteleri
lizerine yapilan bir¢ok arastirma mevcuttur. Farkli bolgelerden temin edilen kasar
peyniri Orneklerinin 6zellikle mikrobiyolojik kaliteleri iizerine yapilan arastirmalar
neticesinde bircok peynir Orneginin istenilen standartlara uygun olmadig
belirtilmistir. Bunun yani sira tiretim esnasinda uygulanan farkli uygulamalarin veya
alternatif ambalajlama metotlarinin kaliteyi arttirdigi saptanmistir. Kaliteli ve

dayanikli iiriin liretimi i¢in benzeri uygulamalarin gerekli oldugu ifade edilmistir.

Mikroorganizmalar tiim dogal peynir ¢esitlerinin iretilmesinde ve olgunlagmasinda
onemli rol oynayan vazge¢ilmez bilesenlerdir. Baglatici flora ve ikincil flora olarak

iki ana gruba ayrilirlar. Baslatic1 flora denilen grup peynir yapilacak siitte dogal
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olarak bulunabilecegi gibi disardan da eklenebilir. Bu grupta yer alan Lactococcus
lactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus ve Lactobacillus
delbrueckii tiirleri kullanilacaklar1 peynir ¢esidine gore tek tek veya kombinasyonlar
halinde kullanilabilmektedir. Baglangi¢ florasi ikincil flora grubu ile kullanildiginda
lezzet ve dokunun iyilesmesine katki saglamaktadir. ikincil flora olarak adlandirilan
grup bakteri, maya ve kiif karisimlarindan olusabilir ve bu karigimlar iiretilecek
peynir cesidine gore belirlenmektedir. Dogru teknikler kullanilarak belirlenen
mikrobiyal floralara gore hazirlanan starter kiiltiirler {iretilen peynirlerin kalitesinin

iyilesmesine ve gelismesine katki saglamaktadir (Beresford vd, 2001).

Halkman ve Halkman (1991), kasar peyniri iiretiminde kullanilabilecek starter kiiltiir
kombinasyonu olusturmak i¢in yaptiklari calismalarinda 6 cesit bakteri ile 4 farklh
kombinasyon hazirlamislardir. Her bir kombinasyon kendi igerisinde bakterilerin
degisik oranlarini igeren 3 farkli sekilde hazirlanmistir. 3 farkli katilma oraninin
hangisinin starter kiiltiir olarak secilebilecegine karar vermek i¢in ilk 24 saat
igerisindeki asit olusturma durumlari, pH, ve haslama sonrasi canli kalma durumlari
dikkate alinmigtir. Sonugta birinci gruptan %70 S. thermophilus + %30 L.
bulgaricus, ikinci gruptan %25 S. lactis + %50 S. faecalis + %25 L. bulgaricus,
ticlinci gruptan %25 S. lactis + %25 S. thermophilus + %50 L. Helveticus ve
dordiincti gruptan %40 L. Lactis + %40 S. cremoris + %20 S. thermophilus en uygun
starter kiiltiir kombinasyonu olarak segilmistir. En yiliksek laktik asit olusturan

grubun uygun starter kiiltiir grubu olabilecegi ifade edilmistir.

Benzer bir ¢alisma yine Halkman vd (1992) tarafindan yiiriitilmistiir. Bu ¢alismada;
farkli starter kiiltiir kombinasyonlar1 kullanilarak geleneksel olarak iiretilen kasar
peynirlerinin ¢esitli nitelikleri arastirilmistir. Elde edilen bulgular sonucunda
orneklerin incelenen oOzellikleri bakimindan birbirinden 6nemli derecede farklh
olmadig tespit edilmistir. Bu nedenle iilke genelinde tiim isletmelere onerilebilecek
bir kasar peyniri starter kiitiirii kombinasyonunun belirlenebilmesi i¢in daha fazla

aragtirmaya ihtiyag¢ oldugu belirtilmistir.

Aydemir (2010), Kars Kasarlarinin karakterizasyonu {izerine yaptig1 ¢aligmasinda
orneklerinin olgunlagsma siireleri boyunca gostermis olduklar fiziksel, kimyasal,

biyokimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal degisimleri incelemis ve calisma siiresince
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peynir 6rneklerini oda sicakliginda, %60-70 nispi nemde 20 giin 6n olgunlastirmis
daha sonra 4+1°C’de %70-80 nispi nemde 160 giin olgunlagtirmistir. Aydemir
analizlerini olgunlasmanin 3, 30, 60, 120 ve 180. giinlerinde yapmis ve olgunlastirma
boyunca peynirlerin kurumadde, tuz, kurumadde de tuz, yag, kurumadde de yag, titre
edilebilir asitlik ve protein igeriklerinin arttigin1 belirtmistir. Enterococci sayilarinin
olgunlastirma boyunca azaldigini, Lactobacilli, Lactococci ve Leuconostoc
sayilarinin 30. giine kadar artip, daha sonraki asamalarda azaldigini, maya ve kiif
sayllarinin olgunlasma boyunca degistigini belirlemistir. Aydemir sadece bir
orneginde Koliform grubuna rastlarken, E. coli ve koagiilaz pozitif S. aureus’a
rastlamamustir. Peynir 6rneklerinde baskin aminoasit tiirlerini 16sin, lizin, fenilalanin
ve aspartik asit olarak belirlerken, baskin yag asitlerini palmitik (C16:0), oleik
(C18:1), stearik (C18:0) ve miristik (C14:0) asitler olarak belirlemistir. Aroma

puanlarinin olgunlasma siiresince 6nemli derecede arttigini bildirmistir.

Aydemir vd (2015), geleneksel olarak {iretilen kasar peynirlerinin mikrobiyal
florasin1 belirlemek i¢in 15 peynir 6rneginde olgunlasma periyodu boyunca Non-
starter laktik asit bakterilerini (NSLAB) ve NSLAB disinda gelisen gruplari
arastirmiglardir. Calisma siiresince toplamda 594 izolat elde edilmistir. Sonugta;
Lactobacillus casei (247 izolat), Lactobacillus plantarum (77) ve Pediococcus
acidilactic (58) tiirlerinin baskin oldugu tespit edilmis ve starter olarak kullanilmalari
halinde bir biyogesitlilik olusturulabilecegi ifade edilmistir. Yapilan caligmalar
dogrultusunda uygun starter kiiltiir kombinasyonlarinin olusturulup kullanilmasi
halinde peynir iretiminde standart bir {retim teknigi ve kalite saglanabilecegi
belirtilmistir. Bunun yaninda konuyla ilgili yapilan ¢alisma sayisinin yetersiz oldugu

ve daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir.

Akin (2012), kasar peynirindeki olgunlasmay1 hizlandirmak i¢in yaptigi ¢aligmasinda
proteaz enzimini, k-karragenan, jellan ve sodyum aljinat igersinde emiilsiyon ve
ekstriizyon tekniklerini kullanarak kapsiillemistir. Kapsiiller ve rennet ile birlikte
peynir siitiine katilarak Kasar peynirinin kimyasal, dokusal ve duyusal ozellikleri
aragtirmistir.  Calismasinin  sonucunda proteaz tastyict sistemlerinin basariyla

kullanilabilecegi tespit edilmistir.
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Magarada olgunlastirilmis Geleneksel Divle peynirlerinin mikrobiyolojik ¢esitliligi
lizerine yapilan bir arastirmada yirmi ii¢ bakteri tiirii tespit edilmis ve olgunlasmanin
ilk asamalarinda Basil ve Gammaproteobakteri gruplarinin, daha sonraki asamalarda
ise Actinobacteria smifinin baskin oldugu belirlenmistir. Maya ve kiif tiirleri
icerisinde ise Penicillium polonikum, Penicillium biforme, Penicillium roqueforti,
Penicillium chrysogenum ve Debaryomyces hanseni tiirlerinin yaygmn olarak
bulundugu goriilmiistiir. Calismanin sonucunda; izole edilen floralarin teknolojik
karakteristiklerinin belirlenmesinin ardindan yeni peynir starter kiiltiirlerinin

gelistirilebilecegi vurgulanmistir (Oztiirkoglu Budak vd, 2015).

Olgunlasma doneminde kasar peynirinin mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine natamisin
(maya ve kiif onleyici) ve ambalajlama materyalinin (PVC, Sperdex-Ref. 99017)
etkilerini arastiran Var vd (2006), ¢alismalari sonucunda natamisinin ve ambalaj
materyallerinin, TAMB, maya ve lipolitik mikroorganizma sayilar1 {izerinde higbir
etkiye sahip olmadig1 ancak natamisinin, tek basina proteolitik mikroorganizmalar
tizerinde engelleyici etkisinin oldugu belirlenmistir. Bunlara ek olarak, olgunlasma
stiresi boyunca Orneklerin yapisinda bozulma meydana gelmedigi ve Enterobakter,
Koliform, Salmonella spp. ve Staphylococcus aureus tiirlerinin hi¢ birinin tespit

edilmedigini ifade etmislerdir.

Carafa vd (2016), yeni bir starter kiltir gelistirmek icin geleneksel dag
peynirlerindeki mikrobiyal gelismeyi incelemislerdir. Calismalarinda 640 koloni
izole etmisler ve bunlarin 231 adetinin Laktik Asit Bakterisi (LAB) oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu baglamda caligmalarinin standart kiiltiir gelistirmek i¢in bir yol

gosterici olabilecegini belirtmislerdir.

Kars Kasar1 iilkemizde sevilen ve yaygin olarak tiiketilen bir peynir ¢esidi oldugu
icin geleneksel iretim metodunun ashina uygun olarak standardize edilmesi,
olgunlagma siirecinin kontrollii ve saglikli devam edebilmesi 6nem arz etmektedir.
Bu nedenle olgunlasma siireci boyunca peynirlerde meydana gelen mikrobiyal
degisimin takip edilmesi, baskin floranin belirlenmesi ve tanimlanmasi yapilmasi
gereken uygulamalar arasinda yer almaktadir. Bu tez ¢alismasinda geleneksel olarak

¢ig siitten Ttretilen Kars Kasarinin 6n olgunlastirma donemindeki mikrobiyal
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florasinin belirlenmesi amaglanmistir. Elde edilecek sonuglarin Kars Kasari igin

starter kiiltlir hazirlama ¢aligsmalarina zemin hazirlayacag: diisiiniilmektedir.
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3. MATERYAL YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kars Kasari ornekleri

Calismada kullanilan kasar peyniri Ornekleri Kars ilinde geleneksel yontemlerle
iiretim yapan alt1 farkli iiretim yerinden temin edilmistir. Peynir 6rneklerinin yeni
tiretilmis (liretiminin ertesi glinli ) taze peynir olmasina 6zen gosterilmistir. Toplanan
ornekler steril numune posetlerine konularak soguk zincir bozulmadan laboratuvara

getirilmistir.

Sekil 3.1 Tez ¢alismasinda kullanilmak tizere taze olarak temin edilen kasar peyniri
orneklerinin bazilari

3.1.2 Besiyerleri

Tez caligsmasi siiresince Man Rogosa and Sharpe (MRS) agar ve MRS broth, M17
agar ve M17 broth, Plate Count Agar (PCA), Mannitol Salt Phenol Red Agar
(MSPRA), Potato Dextrose Agar (PDA) ve Malt Extract Broth (MEB) besiyerleri

kullanilmastir.

3.1.3 Primerler

Kasar peynirlerinden olgunlagsma periyodu boyunca farkli tiirlerin izole edilmesinde,

genotipik  karakterizasyonlarinin  yapilmasinda ve tiirlerin tanimlanmasinda
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kullanilan primerler ve amplifiye edilmek istenen hedef gen boyutlar1 asagida
Cizelge 3.1°de verilmistir. Primerlerin kullanim amaglari ve PCR sartlar1 ilerleyen

boliimlerde aciklanacaktir.

Cizelge 3.1 Tez calismasinda kullanilan primerler (Dertli vd, 2016; Baker vd, 2003;
Vilela vd, 2005)

Primer Sekans (5°-3°) Hedef Hedef gen
gen boyutu
(bp)
M13 GAGGGTGGCGGTTCT - -
AMP_F GAGAGTTTGATYCTGGCTCAG 16S 1.500

AMP_R AAGGAGGTGATCCARCCGCA

GTG5H GTGGTGGTGGTGGTG - -
NL1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAG 23S 700
NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

3.2 Yontem

3.2.1 Fiziksel ve kimyasal analizler

Kagar peyniri orneklerinde kurumadde ve kiil miktar1 gravimetrik yontemle, yag
tayini Gerber metoduyla, tuz miktar1 ve asitlik (%laktik asit) titrasyonla, pH tayini
WTW 340-1 model pH metre kullanilarak tespit edilmistir.
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3.2.1.1 Kurumadde tayini

Kurutulmus ve desikatdrde sogutulmus kurutma kaplari icerisine yaklasik 5 g peynir
Oornegi tartilmis ve kaplar 103-105°C sicakligindaki etiivde 3-4 saat kadar
kurutulmustur. Etiivden alinan 6rnekler desikatorde sogutulduktan sonra tartilmistir.
Ornekler ikinci defa etiive konularak 1 saat daha kurutulmus ve tekrar desikatdrde
sogutulup tartilmistir. Bu iglemler Ornekler sabit agirliga ulasincaya kadar
tekrarlanmistir. Kurutmadan onceki agirlik ve kurutmadan sonraki agirlik farkindan

% kurumadde miktar1 hesaplanmistir (Kurt vd, 2012; Metin, 2012).

3.2.1.2 Kiil tayini

Yakma islemine baslamadan Once kiil kaplar1 temizlenip saf sudan gecirildikten
sonra bosken kurutulup desikatérde sogutulmustur. Daralar1 alinan porselen
krozelerin i¢ine yaklasik 3’er gram peynir 6rnegi tartilarak 6nce kurutma firminda
105°C’de bir siire kurutulmus ardindan kiil firinina yerlestirilip sicaklik tedrici olarak
550°C’ye yiikseltilmis ve bu sicaklikta yaklasik 12 saat yakma islemi yapilmistir.
Numuneler hi¢ siyahlik kalmayincaya kadar yakildiktan sonra, desikatdrde
sogutularak tartilmistir. % kil miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir

(Kurt vd, 2012; Metin, 2012).
% Kiil = (a-b) / (c-b) x 100

a: Yakma isleminden sonra kiil + Krozenin darasi (g), b: Krozenin darasi (g), c:

Ornek + Krozenin darasi (2)

3.2.1.3 Yag tayini

Biitirometre behercigine 3 g peynir Ornegi tartilarak biitirometre sisesine
yerlestirilmistir. Uzerine 10 ml 1,50 yogunluklu siilfiirik asit ilave edilerek 65-
70°C’lik su banyosuna birakilmistir. Ara sira ¢alkalanarak peynirin tamamen erimesi
saglanmistir. Daha sonra iizerine 1 ml amil alkol ve biitirometre icerigi taksimatl
kisma ulasincaya kadar siilfiirik asit eklenmistir. Biitirometreler 10 dakika

santrifiijlenerek 65°C’deki su banyosunda 5 dakika daha tutulduktan sonra
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biitirometreden okunan deger % yag orani olarak ifade edilmistir (Kurt vd, 2012;
Metin, 2012).

3.2.1.4 Titrasyon asitligi tayini

Ufalanarak homojen hale getirilmis peynir 6rneginden 10 gram tartilarak havanda
ezilmis ve iizerine 40°C’deki saf sudan 100 ml eklenerek karistirilmistir. Karisim
filtre kagidindan siiziildiikten sonra siiziintiiden 25 ml alinarak %1 lik fenolftalein
indikatorliigiinde 0,1 N NaOH ile hafif pembe renk elde edilinceye kadar titre
edilmistir. Titrasyonda harcanan NaOH miktar1 formiilde yerine konularak laktik asit
cinsinden % asitlik belirlenmistir (Kurt vd, 2012; Metin, 2012).

% Asitlik = [Harcanan NaOH miktar1 (ml) x 0.009 x100] / Ornek miktar

3.2.1.5 Tuz tayini

5 g peynir 6regi 60-70°C sicakhigindaki su ile havanda iyice ezildikten sonra sulu
kisim 500 ml’lik 6l¢ii balonuna aktarilmig peynirdeki tuzun tamaminin suya gegmesi
icin bu islem 5-6 kez tekrarlanmistir. Balondaki su bir siire soguduktan sonra saf su
ile 500 mI’ye tamamlanip kaba filtre kagidindan siiziilmiistiir. Siiziintiiden 25 ml
alinip potasyum kromat indikatdrliigiinde 0,1 N AgNOj; ile kirmizi kiremit rengi
olusuncaya kadar titre edilmistir. Peynirin % tuz orani, harcanan AgNO3 miktari

asagidaki formiilde yerine koyularak hesaplanmistir (Kurt vd, 2012; Metin, 2012).
% Tuz = Harcanan AgNO3 (ml) x 0.585/m

(m: Peynir 6rnegi miktar1,0.25 g)

3.2.1.6 pH tayini

Peynir orneklerinde pH tayini birlesik elektrotlu dijital pH-metre (WTW 340-1
marka) kullanilarak yapilmistir. pH-metre tampon cozeltilerle (pH 4 ve 7) kalibre
edilerek 6l¢iime hazirlanmustir. Olgiim igin 10 gram peynir érnegi tartilmis iizerine
15 ml saf su ilave edilerek homojen hale getirilmis, daha sonra oda sicakliginda

Olgtimler yapilmistir (Kurt vd, 2012; Metin, 2012).
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3.2.2 Mikrobiyolojik analizler

Kasar peyniri 6rneklerinde Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB), Laktobasil,

Laktokok, Maya-Kiif ve S. aureus sayimi yapilmustir.

3.2.2.1 Diliisyon hazirlama

10 g peynir Ornegi tartilarak iizerine 90 ml fizyolojik tuzlu su (FTS) eklenmis ve
stomacher de homojenize edilmistir. 1/10’luk diliisyon bu sekilde hazirlanmistir. Bir
sonraki diliisyon bu diliisyondan 1 ml alinip i¢cinde 9 ml FTS bulunan cam tiipe
aktarilarak hazirlanmistir ve bu sekilde seri diliisyonlar hazirlanmistir. Her bir analiz
icin uygun diliisyonlardan ilgili besiyerlerine ekim yapilmistir. (Harrigan, 1998; Kurt
vd, 2012).

3.2.2.2 Toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayim

Toplam mezofilik aerobik bakterilerinin sayiminda Plate Count Agar (PCA) (Merck
1.05463) besiyeri kullanilmistir. Analiz i¢in uygun diliisyonlardan yayma metodu ile
ekim yapilmis ve petri plaklar1 30°C’de 48+2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda 10-300 arasinda koloni bulunduran petri kutularinda sayim yapilmis,
sonuglar diliisyon faktorii ile carpilarak TAMB sayist log kob/g olarak
hesaplanmistir (Harrigan, 1998; Kurt vd, 2012).

3.2.2.3 Laktobasillerin sayim

Laktobasil bakterilerinin sayimi icin Man Rogosa Sharpe Agar (MRS Agar) (Merck
1.10660) besiyerine yayma yontemi ile ekim yapilmis ve petri plaklart 37°C’de 48-
72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 10-300 arasi koloni bulunduran petri
kutularindaki degerler dikkate alinmus, ilgili diliisyon faktorii ile ¢arpildiktan sonra

sonuglar log kob/g olarak ifade edilmistir (Speck, 1984; Harrigan 1998).

3.2.2.4 Laktokoklarin sayimi

Laktokoklarin sayimimda M17 Agar (Merck 1.15108) besiyeri kullanilmistir. Uygun
diliisyonlardan yayma yontemiyle ekim yapilan petri plaklari 37°C’de 24 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Sayimda 10-300 arasinda koloni bulunduran petri kutular1 dikkate
alinmis sonuglar log kob/g olarak hesaplanmistir. (Speck, 1984; Harrigan, 1998).
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3.2.2.5 Maya ve kiif sayim

Maya ve kiif sayimi i¢in Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck 1.10130) besiyeri
%10’luk tartarik asit ¢ozeltisi ile asitlendirilerek (pH 3,5+0,1) kullanilmistir. Bu
sayede besiyerinde maya-kiif gelisimi i¢in uygun ortam olusturulmustur. Uygun
dilisyonlardan yayma yontemi ile ekim yapilmis ve petriler 23+2°C’de 5-7 giin
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda uygun saymm araligindaki (10-300) petriler
sayilarak sonuglar seyreltme faktorii ile ¢arpilmis ve maya-kiif sayilar log kob/g

olarak verilmistir (Kurt vd, 2012).

3.2.2.6 Staphylococcus aureus sayimi

Staphylococcus aureus sayimi igin Mannitol Salt Phenol Red Agar (MSPRA) (Merck
1.05404) besiyeri kullanilmigtir. Uygun diliisyonlardan yayma yontemi ile ekim
yapilmis ve petriler 35-37'C’de 3 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda gelisen
kolonilerden etrafi sar1 zon ile gevrili biiylik parlak sari-opak koloniler S. aureus
olarak kabul edilmistir. Sonuglar ilgili diliisyon faktorii ile ¢arpilarak S. aureus sayisi

log kob/g olarak hesaplanmistir.

3.2.3 Bakteri ve maya-kiif izolasyonu

3.2.3.1 Laktobasil ve Laktokok bakterilerinin izolasyonu ve gelistirilmesi

Yapilan calismada 6 adet Kars Kasarimin yaklasik 1 ay siiren 6n olgunlastirma
periyodu boyunca mikrobiyal florasindaki degisim ve gelismeleri incelemek igin
depolamanin 1., 7., 15. ve 30. giinlerde ekim yapilmistir. Laktobasillerin izolasyonu
icin MRS agar, gelistirilmesi i¢in MRS broth, Laktokoklarin sayimi i¢in M17 agar ve
gelistirilmesi icin M 17 broth besiyerleri kullanilmastir.

Kasar peyniri orneklerinden bakteri tiirlerini izole etmek amaci ile 6rneklerden 10’ar
gram steril Stomacher posetine tartilmis ve lizerine 90ml steril FTS ilave edilerek
homojenize edilmistir. ik diliisyonu takip edecek sekilde seri diliisyonlar
hazirlanmis ve olgunlasmanin ilk dénemlerinde (1. ve 7. giinlerde) 107 ve 10 liik
diliisyonlardan, devam eden dénemlerinde ise (15. ve 30. giinlerde) 107 ve 10™’lik
dilisyonlardan MRS agara ve M17 agara yayma ydntemi ile ekim yapilmistir.

Petriler her bir besiyeri i¢in yukarida belirtilen sartlara uygun olarak gelismeye
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birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kati besiyeri ortaminda gelisen kolonilerden
morfolojik olarak farkli olanlari seg¢ilmis, ilgili sivi besiyeri ortamina steril kiirdan
yardimi ile aktarilmis ve her bir besiyeri kendi uygun sartlarinda gelismeye

brrakilmastir.

3.2.3.2 Maya ve Kiiflerin izolasyonu ve gelistirilmesi

Peynir o6rneklerinden olgunlasma periyodu boyunca (1., 7., 15. ve 30. giinler) maya
ve kiif izole etmek amaciyla PDA besiyeri, gelistirmek amaciyla MEB besiyeri

kullanilmistir.

Peynir 6rneklerinden hazirlanan seri diliisyonlardan olgunlagmanin ilk donemlerinde
(1. ve 7. glinlerde) 107 ve 10 1iik diliisyonlardan, devam eden donemlerinde ise (15.
ve 30. giinlerde) 10 ve 10° 11k diliisyonlardan PDA Besiyerine yayma yontemi ile
ekim yapilmis ve oda sicakhiginda 5-7 giin gelismeye brrakilmistir. Inkiibasyon
sonunda kat1 ortamda gelisen kolonilerden morfolojik olarak farli olanlar se¢ilmis,
MEB Besiyeri ortamina steril kiirdan yardimu ile aktarilmis ve oda sicakliginda 5-7

giin gelismeye birakilmistir.

3.2.4 lzolatlarin stoklanmasi ve depolanmasi

Izole edilen bakteri, maya ve kiiflerin sonraki analizlerde kullanilmak iizere stok
sollisyonlar1 hazirlanmistir. Bunun i¢in %40’lik gliserol kullanilmis ve hazirlanan

stok soliisyonlar -80 'C’de depolanmustir.

3.2.5 Laktobasil ve Laktokoklarin fenotipik olarak tanimlanmasi

3.2.5.1 Kolonilerin morfolojik olarak tammlanmasi

Kat1 besiyeri ortaminda gelisen bakteri kolonilerinin her biri kendi igerisinde
birbirleri ile kiyaslanarak morfolojik acidan farklilik gosteren koloniler secilmistir.
Olgunlasma periyodu boyunca bu islem gerceklestirildigi icin farkli olgunlasma
donemlerinde varligini siirdiiren tiirlerin belirlenmesi amaciyla benzer morfolojik

Ozellikte olan koloniler secilmistir.
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3.2.6 Laktobasil ve Laktokoklarin genotipik olarak tanimlanmasi

3.2.6.1 Fenol-kloroform:izoamil alkol ile DNA izolasyonu

Bakteri, maya ve kiif hiicrelerinden DNA izolasyonu amaciyla fenol-kloroform
metodu kullanilmigtir. Sivi kiiltiir ortaminda uygun sartlarda bir gece gelistirilen
kiiltiirden ependorf tiipii igerisine 1 ml alinmig hiicreleri ayirmak i¢in 7000xg de 10
dakika santrifiij edilmistir. Sivi kisim uzaklastirildiktan sonra kalan kismin {izerine
450 pul TE (Tris EDTA) tamponu eklenmis ve tiipler vortekslenerek hiicrelerin
stispanse olmasi saglanmigtir. Ardindan igerige 50 pl %10’luk SDS (Sodyum
dodesil siilfat) ve 2 ul Proteinaz K ilave edilip karistirtlmis ve 37°C’de 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda tiiplere 0,5 ml
fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) eklenip ¢alkalanarak igerik karistirilmustir.
Oda sicakliginda 5 dakika daha inkiibasyondan sonra tiipler 4°C’de 7000xg de 10
dakika tekrar santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatant benzeri yiiksek viskoziteli
jel otomatik pipet kullanilarak baska bir tiipe aktarilmistir. Ayni islem Fenol-
Kloroform-izoamil alkol karisimi ile ikinci kez tekrarlanmig, elde edilen yiiksek
viskoziteli jel yeniden baska bir tiipe aktarilmistir. Daha sonra jelin {izerine 50 ul
S5M’lik sodyum asetat ve 1 ml izopropanol ilave edilip DNA’nin beyaz iplik¢ikleri
goriilinceye  kadar  alt-tist edilerek  karistirilmistir.  Siipernatant  kismin
uzaklastirilmasi i¢in karisim 3000xg de 10 dakika santrifiij edilmistir. Sivi kisim
uzaklastirildiktan sonra tlipte kalan pellet iizerine 0,5 ml %70 lik etanol ilave
edilerek hafif karigtirllmis ve 3000xg de 10 dakika santrifiij edilmistir. Etanollii
stipernatant otomatik pipet ile alinip kalan etanoliin tamamen uzaklasmasi igin tiipler
37°C’de 5-10 dakika bekletilmistir. Son olarak elde edilen DNA iizerine 100 pl
destile su ilave edilip siispanse edilmistir. Bu sekilde elde edilen genomik DNA PCR

islemlerinde template olarak kullanilmistir.

3.2.6.2 RAPD-PCR analizi ile bakterilerin genotipik karakterizasyonu

Morfolojik olarak farkli kolonilerden segilip gelistirilerek ardindan saflastirilan
kolonilerin farkli olanlarin1 segmek ve benzer olanlarimi elemek amaciyla M13
primeri kullanilarak RAPD (Rastgele Amplifiye edilmis Polimorfik DNA) PCR
analizi gerceklestirilmistir. Toplamda 50 pl olacak sekilde hazirlanan PCR karigimi
1ul Template DNA, 10ul 5X Phusion Buffer, 4 ul MgCly, 0,4 ul ANTP miks, 0,75 pl
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Primer (M13), 0,25 pl Taq polimeraz’dan olusmaktadir. RAPD-PCR sartlari; 1
dongili 6n denatiirasyon 94°C 2 dk, 40 dongii denatiirasyon 94°C 1 dk, baglanma
42°C 20 s, uzama 72°C 2 dk ve son uzama 72°C 10 dk seklinde yiiriitiilmiistiir.

3.2.6.3 16S rRNA bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi

RAPD-PCR igleminin ardindan genotipik olarak farkli oldugu disiiniilen koloniler
icin 16S PCR islemi uygulanmistir. 16S geni tiim bakterilerde bulunmaktadir ve
bakteriler i¢in spesifik bolge olarak tanimlanan prokaryotik DNA’nin bir boliimii
oldugundan bakterilerin taksonomik agidan siniflandirilmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Parmak izi bolgesi de denilen bu genin 1500 bp uzunlugunda olmasi
sekanslama islemleri agisindan biiylik avantaj saglamaktadir. Bu bélgenin uzun
olmasi tanimlama i¢in yapilan analizlerde faydali olmasimin yaninda farkli analiz

metotlarmin gelistirilmesinde de katki saglamaktadir.

16S geninin tespiti amactyla 50 pl’lik PCR karisimi; 1 pl template DNA, 10 pl 5X
Phusion Buffer, 4 ul MgCl,, 0,4 pl ANTP miks, 1,0 pl Primer 1 (AMP-F), 1,0 pul
Primer 2 (AMP-R), 0,25 ul Taq polimeraz igerecek sekilde hazirlanmistir. PCR
sartlari; 1 dongli 6n denatlirasyon 95°C 2 dk, 25 dongii denatiirasyon 95°C 30 s,
baglanma 55°C 20 s, uzama 72°C 30 s ve son uzama 72°C 5 dk olarak uygulanmistir
(Saitou vd, 1987; Tamura vd, 2011; Baker vd, 2003).

3.2.7 Maya ve kiiflerin genotipik olarak tanimlanmasi

Maya ve kiif izolatlarinda fenotipik ayrim yapabilmek amaci ile izolatlar basit
boyama metodu kullanilarak fiziksel ve morfolojik 6zelliklerine gore se¢ilmis, daha

sonra genotipik karakterizasyon i¢in rep-PCR islemi uygulanmaistir.
3.2.7.1 Fenotipik ayrim

Maya ve kiifler s1v1 besiyeri ortaminda 5-7 giin gelistirildikten sonra santrifiijlenerek
slipernatant kisimlar1 uzaklastirilmis ve pellet kismi ayrilmistir. Ayrilan pellet
kismindan 6ze yardimi ile bir miktar alinarak temiz bir lam iizerine yayilmis, lam
oda sicakliginda bir siire kurutulmus ve fiksasyon igin alevden gegirilmistir. Preparat
kristal viyole ile 1 dk boyanmis ardindan boya akitilarak destile su ile yikanmustir.

Kurutulan preparat 151k mikroskobunda immersiyon objektifinde (x100’liik objektif)
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incelenmistir. Inceleme sonucunda maya ve kiifler igin fenotipik bir ayrim
gergeklestirilmistir. Ayrim neticesinde hifli yapida olanlar kiif, tomurcuklu yapida
olanlar ise maya olarak tanimlanmistir (Temiz, 2010). Tanimlanan kiif ve mayalar
kendi aralarinda daha detayli incelenerek (hif uzunlugu, tomurcuk biiyiikligii,
dallanmis yap1 vs.) farkli oldugu disiiniilen kiiltiirler devam eden islemlere tabi

tutulmustur.
3.2.7.2 rep-PCR analizi ile maya ve kiiflerin genotipik karakterizasyonu

Maya ve kiifleri ayirt etmek amaciyla gerceklestirilen rep-PCR analizi i¢in PCR
karisimlar1 primer farkli olmak {izere bakterilerin genotipik karakterizasyonunda
oldugu gibi hazirlanmistir. Rep-PCR analizi igin primer olarak GTG5 kullanilmustir.
Uygulanan rep-PCR sartlari; 1 dongii 6n denatiirasyon 94°C 10 dk, 35 dongii
denatiirasyon 94°C 60 s, baglanma 40°C 60 s, uzama 65°C 8 dk ve son uzama 65°C
16 dk seklinde yliriitilmiistiir.

3.2.7.3 23S rRNA bdolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi

Mikroskobik ayrim ve rep-PCR islemlerinin ardindan farkli oldugu diisiiniilen
kiiltiirler i¢in 23S PCR islemi uygulanmistir. 23S geni maya ve kiifler igin spesifik
bolgedir ve taksonomik siniflandirmalarda kullanilmasi agisindan 16S geni ile benzer
ozellik gostermektedir. Genin uzun olmasi ve fazla sayida bdlgesinin bulunmasi
maya ve kiif gruplarmi tlir ve cins seviyelerine kadar ayirmada etkili rol
oynamaktadir. Bu gen bolgesi sayesinde tanimlama iglemleri ve var olan analizlerin

uygulanabilirligi kolaylagmaktadir.

23S geninin tespiti amaciyla hazirlanan PCR karigimi 50 pl icin; 1 ul DNA, 10 pl 5X
Phusion Buffer, 4 ul MgCly, 0,4 ul ANTP miks, 1,0 pul Primer 1 (NL-1), 1,0 pl
Primer 2 (NL-4) , 0,25 ul Taq polimeraz 6l¢iilerinde hazirlanmistir. Uygulanan PCR
sartlar; 1 dongli 6n denatiirasyon 95°C 10 dk, 40 dongii denatiirasyon 94°C 1 dk,
baglama 54°C 2 dk, uzama 70°C 3 dk ve son uzama 72°C 7 dk seklindedir (Vilela
vd, 2005).
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3.2.8 PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi ve UV
goriintiileyicide goriintiilenmesi

Yukaridaki islemlerde elde edilen PCR f{iriinlerinin goriintiillenmesi i¢in kullanilacak
olan %1’lik agaroz jel 0,5X Tris Borat EDTA (TBE) tamponu kullanilarak
hazirlanmistir. Agaroz jel PCR kiivetine dokiilerek katilasmasi beklenmistir. Jel
katilastiktan sonra PCR iirtiniinden 10ul alinarak jeldeki kuyucuklara yiiklenmis ve
TBE tamponu igerisinde elektroforez islemine birakilmistir. Renkli olan 6rnekler icin
bu islem yeterli iken renksiz 6rneklerde bir ylikleme boyasi ile boyama yapilmistir.
Bu amagla ornekler agaroz jele yliklenmeden once loading buffer (%0,015 brometil
mavisi + %10 gliserol, 0,5xTBE buffer igerisinde ¢6ziindiiriilerek hazirlanmistir) ile
renklendirilmistir. Renklendirme islemi i¢in ilk olarak loading buffer’dan temiz bir
yiizey (Parafilm olabilir) lizerine 1 pl konulmus ve tlizerine 10 pl 6rnek aktarilmstir.
Otomatik pipet yardimi ile 6rnek ve renk buffer1 karistirilarak agaroz jelin
kuyucuklarma yiiklenmigtir. Jeldeki son kutucuga 5 pl goriintiileme asamasinda
referans olarak kullanilacak olan Hyperladder I (Bioline, UK) yiiklenmistir.
Elektroforez cihazinda yiiriitme islemi 200V’da 30-45 dakika arasinda uygulanmustir.
Yiiriitmenin ardindan 6rnek yiiklii agaroz jel 1 mgL™ 'lik etidyum bromid ¢ézeltisi
icerisine konulmus ve 30 dakika yiiklii DNA pargalarinin boyanmasi beklenmistir.
Ardindan jel distile su igerisinde kisa siire tutulmus ve fazla etidyum bromidin
durulanmas1 saglanmistir. Daha sonra UV Transilluminator (Cleaver) kullanilarak
UV 151k altinda jel iizerindeki DNA parcaciklari gozlenmistir. Gozlemlenen jellerde
referans kabul edilen boyutlayicinin fragmentlerinin boyutlar1 ve miktarlar1 asagidaki

sekilde gosterilmistir.
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SIZE (bp) ng/BAND
W) 10037 100
e —— 8000 80
el —— 6000 60
el —— 5000 50
E —— 4000 40
—— 3000 30
—— 2500 25
—— 2000 20
—1500/1517 | 15/15
P— 1000 100
[— 800 80
— 600 60
— 400 40
— 200 20

Sekil 3.2 Hyperladder I (Bioline, UK) fragment boyutlar1 ve miktarlari

3.2.8.1 Sekans analizi

Mikroorganizma hiicresinin ait oldugu tiir ve cinsin belirlenmesi icin DNA
molekiiliiniin  niikleotit bilesiminin  bilinmesi  gerekmektedir. Bu nedenle
saflagtirdigimiz PCR iriinlerimizin 16S ve 23S genlerinin sekans analizleri Molla
Giirani Mahallesi Findikzade Sokak No:19/5 Fatih — Istanbul adresinde ¢alismalarini
siirdiiren Medsantek Laboratuvar Malzemeleri Sanayi ve Ticaret Limited Sirketine

yaptirilmistir.

3.2.9 izole edilen bakteri, maya ve kiiflerin filogenetik analizi

Filogenetik analizler tlirlerden elde edilen DNA dizilerinin karsilastirilmasiyla
yapilir. Bu analiz sonucunda tiirler icin filogenetik agaglar ortaya ¢ikarilir ve farkl
tiirler arasindaki genomik benzerlik ve farkliliklar tespit edilebilir. Agaclarin ortaya
c¢ikmast icin farkli bilgisayar programlar1 kullanilmaktadir. Bu tez calismasinda
MEGA 7.0 paket programindan faydalanilmis, bakteri ve maya tiirleri igin ayri
filogenetik agaclar olusturulmustur. Bu islemler icin 1000 tekrarli 6zyilikleme
¢ogaltmasi ile komsu birlestirme (neighbour-joining (NJ)) metodu kullanilmistir
(Saitou vd, 1987).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Kasar Peyniri Orneklerine Ait Baz1 Fiziksel ve Kimyasal Analiz Sonuglar

Bu tez kapsaminda 6 adet (A, B, C, D, E, F) Kars Kasarinin 6n olgunlagsma periyodu
boyunca fizikokimyasal analizleri yapilmis ve elde edilen sonuglar literatiirdeki diger

bazi sonuglar ile karsilagtirilarak degerlendirmeye tabi tutulmustur.

Peynir orneklerinin ortalama kurumadde miktar1 %57,5 olarak tespit edilmistir. Elde
edilen bu deger Yaldiz ve Kurdal (2003)’1n taze ve eski kasar peynirleri i¢in tespit
ettikleri degerden (%52,58) yiiksek, Kamber (2005a)’in ve Aydemir (2010)’in Kars
Kasar1 i¢in belirledikleri degerlerden (%64,4; %60,04) disiiktiir. Bu durumun farkli
tiir hayvanlara ait siit kullanilmis olmasindan, isleme metotlarindaki farkliliklardan

ve olgunlasma sartlarindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.

TS 3272 no’lu Kasar Peyniri Standardinda (TSE) olgunlasmamis kasar peynirinde
kurumadde oraninin en az %55, olgunlastirilmis kasar peynirinde ise en az %60
olmasi gerektigi ifade edilmistir (TSE, 2016). Kars Kasar1 Cografi Isaret Tescil
Belgesinde ise 30 giin olgunlastirilmis peynirin kurumadde orami %57-61 olarak
verilmistir (TPE, 2014). Analizi yapilan kasar peyniri Orneklerinin bir kismi
kurumadde yoniinden standartlarda belirtilen degerin altinda kalirken, 6rneklerin

cogunun standartlara uygun oldugu goriilmiistiir.

Peynirin tat ve aromasini, yapisal 6zeliklerini, olgunlagma siirecini ve bu siiregteki
mikrobiyal stabilitesini belirlemede dnemli yere sahip olan tuz miktari olgun peynir
sinifindaki kasar peyniri igin olduk¢a &nemli yere sahiptir. Incelenen peynir
orneklerinde tuz miktar1 ortalama %5,15 olarak bulunmustur. Bu sonu¢ Yaldiz ve
Kurdal (2003)’in taze ve eski kasar peynirleri i¢cin bulmus olduklar1 degerden
(%4,70) yiiksek, Oksiiztepe vd (2009)’nin vakum paketlenmis taze kasar peynirleri
i¢in tespit ettikleri degerden (%2,74) ve Aydemir (2010)’in kasar peynirleri i¢in elde
ettigi ortalama degerden (%3,30) oldukca yiiksektir. Oranlar arasindaki bu
farkliliklarin tiretimde kullanilan tuz miktarindan, uygulanan {iretim metodundan,
orneklerin olgunluk derecelerinden, olgunlastirma isleminin yapildigi ambalaj

materyalinden veya olgunlastirma siirecinde peynir 6rneklerinin yiizeyinde meydana
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gelen fiziksel degisimler sonucunda yapisinda olusan nem kaybindan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Tirk Standartlar (TS 3272) olgunlastirilmis kasar peyniri i¢in ortalama tuz miktarini
en cok %4 olarak belirtmistir (TSE, 2016). Incelenen peynir érnekleri tuz miktart
yoniinden bu degerin iistiinde yer almigtir. Bu durumun baglica Kars Kasar1 i¢in

standart tiretim yonteminin uygulanmamasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Incelenen peynir drneklerinde yag orani ortalama %30 olarak tespit edilmistir. Bu
deger Yaldiz ve Kurdal (2003)’1n, Oksiiztepe vd (2009)’nin elde ettigi sonuglardan
(%50,96 ve %41,31) diisiik, Kamber (2005a)’in bildirdigi sonugtan (%21,5)
yiiksektir. Sonuglar arasinda var olan bu farkliliklarin baslica peynir tiretiminde farkl
tiir hayvanlara ait siit kullanilmis olmasindan, peynir 6rneklerinin farkli olgunlagsma
derecelerine sahip olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica hayvanin
cinsi de siitiin bilesimini etkileyen faktorler arasinda yer almakta buna bagli olarak
siitten islenen iiriiniin yag oranini da etkilemektedir. Kars Kasar1 Cografi Isaret
Tescil Belgesi’nde 3 giinliik kasar peynirindeki yag oranmi %43,1-46,86, 30 giinliilk
kasar peynirinde ise %47,27-50,86 olarak verilmistir (TPE, 2014).

Analizleri yapilan kasar peyniri 6rneklerinin titrasyon asitligi % laktik asit cinsinden
ortalama %1,08 olarak bulunmustur. Bu sonug¢ Oksiiztepe vd (2009) nin bulduklart
sonuclarindan (%0,42) yiiksek olmakla beraber, Yaldiz ve Kurdal (2003)’1n rapor
ettigi sonuclar (%0,90) ile benzerlik gostermektedir. Sonuglar arasindaki
farkliliklarin ~ 6rneklerin  olgunlagsmanin  farkli asamalarinda olmasindan ve
orneklerdeki  mikroorganizma  faaliyetlerinin  seviyesinden  kaynaklandigi

disiiniilmektedir.

Cografi isaret belgesinde 30 giinliik olgun kasar peyniri i¢in toplam asitlik degerleri
%1,05-1,61 olarak bildirilmistir (TPE, 2014). Kasar peyniri drneklerinde tespit edilen

titrasyon asitligi degerlerinin bu degerlerle uyum igerisinde oldugu goriilmiistiir.

Kasar peyniri Orneklerine ait pH degeri ortalama 6,1 olarak tespit edilmistir.
Oksiiztepe vd (2009) vakum paketlenmis orneklerde pH degerini 5,49 olarak
bulmuslardir. Degerlerin birbirine yakin oldugu gozlemlenirken var olan farkliligin

triinlerin farkli sartlarda muhafazasindan veya olgunlasmanin farkli asamalarinda
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olmalarindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Cografi isaret belgesinde 30 giinliik
olgun kasar peyniri i¢in pH 2,99-6,46 olarak belirtilmistir. Sonuglar bu degerlerle
karsilastirildiginda 6rneklerin pH degerlerinin standartlara uygun oldugu goriilmiistiir

(TPE, 2014).

Incelenen kasar peyniri 6rneklerinin kiil degerleri ortalama %3,3 olarak bulunmustur.
Bu deger Yaldiz ve Kurdal’ m (2003) sonuglari (%3,00) ve Oksiiztepe vd (2009)’nin

sonuglart ile (%3,47) benzerlik gostermektedir.

4.2 Kasar Peyniri Orneklerinin Bazi Mikrobiyolojik Analiz Sonuclar

Farkli satis noktalarindan temin edilen 6 adet (A, B, C, D, E, F) Kars Kasarinin bir
aylik 6n olgunlastirma doéneminin 1., 7., 15. ve 30. giinlerinde TAMB sayisi,

Laktobasil, Laktokok, Maya-Kiif ve Staphylococcus aureus sayilari tespit edilmistir.

4.2.1 Kasar peyniri orneklerinin toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB)
sayisi

Kars Kasar1 Orneklerinde belirlenen TAMB sayilar1 Cizelge 4.1’de verilmistir.
Cizelge 4.1’in incelenmesinden de anlasilacagi gibi peynir 6rneklerinin TAMB sayis1
5,69 ile 8,21 log kob/g arasinda degisim goéstermistir. Olgunlagsma periyodunun 1.
giiniinde ortalama TAMB sayis1 6,75, 7. glinde 7,65, 15. ve 30. giinlerde ise 7,63,
7,86 olarak bulunmustur. Bu degerler Kamber (2005a)’in ve Oksiiztepe vd (2009)
tarafindan kasar peyniri orneklerinde tespit edilen TAMB sayilarina (7,03 log kob/g
ve 1,05x10" kob/g ) benzerlik gdstermektedir.

On olgunlastirma periyodu boyunca Kars Kasar1 drneklerinin TAMB sayilarinda
meydana gelen degisim ise Sekil 4.1°de sunulmustur. Sekilden de goriilebilecegi gibi
peynir orneklerinin TAMB sayilar1 depolama periyodu boyunca genel olarak artmis
bazi 6rneklerde ise (D ve E) azalmistir. En diisiik degerler depolamanin 1. giiniinde
tespit edilmis, 1. giin 6rnekler arasindaki farkliligin en fazla oldugu dénem olmustur.
Ornekler arasindaki bu farkliligin iiretimde ¢ig siit kullanilmasindan ve peynir iiretim
yerlerindeki hijyen sartlarindan kaynaklandigi, depolama periyodu esnasinda
orneklerin TAMB sayilar1 arasindaki farkliliklarin ise baslangic mikroorganizma

sayilarindaki farkliliklardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.1 Kasar Peyniri orneklerine ait toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB)
sonuglar1 (log kob/g)

Ornek Kodu 1. Giin 7. Glin 15. Giin 30. Giin
A 6,88 7,52 7,92 7,95
B 5,69 6,8 6,94 7,98
C 7,38 7,73 7,76 7,8
D 7,89 8,21 8,02 7,87
E 6,19 8,19 7,68 7,82
= 6,52 7,48 7,51 7,78
Ort. 6,75 7,65 7,63 7,86
En Diisiik 5,69 6,8 6,94 7,78
En Yiiksek 7,89 8,21 8,02 7,98

Kasar peyniri 6rneklerinin olgunlasmanin ilk agamasina ait egrileri (Sekil 4.1) Var vd
(2006)’nin olgunlagmanin ilk giinlerinde (15. giin) elde ettikleri TAMB grafiklerine
benzerlik gosterirken, 1ilerleyen gilinlerde (30. gilin) farkliliklar oldugu
gozlemlenmistir. Sonuglar Cetinkaya ve Soyutemiz (2006)’in TAMB grafiklerine ait
egriler ile de kismen benzerlikler ve farkliliklar gostermektedirler. Soyle ki; ilk
glinlerdeki (1. giin) degerlerin birbirlerinden daha farkli, ilerleyen giinlerdeki (30.
giin) degerlerin ise benzer oldugu tespit edilmistir. Olgunlasmanin ayni
donemlerindeki Ornekler arasinda mevcut farkliliklarin  6rneklerin  baslangic

mikrofloralarindaki farliliktan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.1 On Olgunlastirma Doénemindeki Kars Kasari Orneklerine ait TAMB
sayilarinin depolama siiresince degisimi

4.2.2 Kasar peyniri orneklerinin Laktobasil sayilar1 (log kob/g)

Kasar peyniri orneklerinde Laktobasil sayilar1 5,40 ile 8,02 log kob/g arasinda
degisim gostermistir (Cizelge 4.2). Kasar peyniri 6rneklerinden elde edilen degerler
Oksiiztepe vd (2009)’nin, Lactobacillus-Leuconostoc-Pediococcus sayisi igin
bulduklart ortalama degere (7,02 log kob/g) yakin bulunmustur. Sonuglar arasindaki
benzerliklerin peynir orneklerine ait fizikokimyasal analiz sonuglarinin ve toplam

aerobik mezofilik bakteri sayilarinin benzer olmasiyla ilgili oldugu diistiniilmektedir.

Peynir Orneklerinin Laktobasil sayilarindaki degisimi gosteren Sekil 4.2
incelendiginde 1. glinde Laktobasil sayilarinin TAMB sayilarinda oldugu gibi
birbirinden olduk¢a farklilik arz ettigi ancak 30. giinde birbirine yakin degerlere
ulastign goriilmiistiir. Orneklerin Laktobasil sayilar1 depolama periyodu esnasinda
genel olarak artmistir. Laktobasil ve TAMB sayilar1 agisindan B ve D ornekleri
arasindaki farkliliklar dikkat ¢cekmistir. D 6rnegi en diisiik Laktobasil ve en yiiksek
TAMB sayisina, B 6rnegi ise en diisiik TAMB ve en yiiksek Laktobasil saymna sahip
olmustur. Bu durumun bazi laktik asit bakterilerinin diger mikroorganizmalar

tizerindeki antimikrobiyal etkisinden kaynaklanmis olabilecegi diisiintilmiistiir.
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Cizelge 4.2 Kasar peyniri orneklerine ait Laktobasil sonuclari (log kob/g)

Ornek Kodu 1. Giin 7. Giin 15. Giin 30. Giin
A 6,81 7,23 7,26 7,48
B 8,02 8,00 7,84 7,72
C 7,82 8,02 7,88 7,97
D 5,40 6,85 7,40 7,97
E 6,15 7,50 7,33 7,60
= 6,57 7,34 7,07 7,78
Ort. 6,79 7,49 7,46 7,75
En Diisiik 5,40 6,85 7,07 7,48
En Yiiksek 8,02 8,02 7,88 7,97
8,5
@ 8 — = A
§ — ———
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Sekil 4.2 On Olgunlasma Donemindeki Kars Kasari &rneklerine ait Laktobasil
sayilarinin depolama siiresince degisimi
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Genel olarak elde edilen sonuglar Cetinkaya ve Soyutemiz (2006)’in olgunlasmanin
ilk giinlerinde (7. giin) elde ettikleri egrilerden farkl, ilerleyen giinlerdeki (15. giin)

egrilere ise benzer bulunmustur.

4.2.3 Kasar peyniri orneklerinin Laktokok sayilar (log kob/g)

Kasar peyniri 6rneklerinin Laktokok sayilari Cizelge 4.3’te, depolama periyodu
boyunca Laktokok sayilarinda meydana gelen degisim Sekil 4.3’te verilmistir. Bu
degerler 6,17 ile 8,05 log kob/g arasinda degisim gostermistir. Depolama
periyotlarina ait ortalama Laktokok sayilar1 6,89, 7,37, 7,76 ve 7,73 log kob/g olarak
tespit edilmistir. Kars Kasarlarin Laktokok sayilari 15. giine kadar artmis 30. giinde

azalmstir.

Laktokok sayilart Oksiiztepe vd (2009) tarafindan tespit edilen sonuglardan
(6,53x10° kob/g) yiiksek bulunmustur. Bu durumun; iretimde kullanilan siitiin
baslangi¢ mikroflorasinin farkli olmasindan, depolamada kullanilan ambalaj
materyalinin farkliligindan, depolama asamasinda drneklerde meydana gelen nem
kaybindan ve orneklerin olgunlasmanin farkli evrelerinde olmasindan kaynaklanmis

olabilecegi diisliniilmektedir.

Cizelge 4.3 Kasar peyniri 6rneklerine ait Laktokok sayilar1 (log kob/g)

Ornek Kodu 1. Giin 7. Giin 15. Giin 30. Giin
A 6,51 7,51 7,60 7,32
B 6,42 6,64 7,75 7,68
C 7,94 7,62 7,98 7,90
D 7,63 7,95 8,04 8,05
£ 6,17 7,25 7,67 7,77
E 6,68 7,30 7,54 7,71
ort. 6,89 7,37 7,76 7,73
En Diisiik 6,17 6,64 7,54 7,32
7,94 7,95 8,04 8,05

En Yiiksek




33

Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te peynir Orneklerinde hakim bakteri grubu agisindan
karsilagtirildiginda bazi 6rneklerin dikkat cekici oldugu goriilmiistiir. D 6rneginin
ortalama Laktokok sayisi en fazla, Laktobasil sayisi en diisiiktiir, B 6rneginin de
Laktokok sayis1 en diisiik, Laktobasil sayisi en fazladir. Buna gore B Ornegi igin
hakim bakteri grubunun Laktobasiller ve D 6rnegi igin ise Laktokoklar oldugu

kanaatine varilmistir.
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Sekil 4.3 On Olgunlasma Dénemindeki Kars Kasar1 drneklerine ait Laktokok
sayilarinin depolama siiresince degisimi

4.2.4 Kasar peyniri orneklerinin Maya- Kiif sayis1 (log kob/g)

Kasar peyniri 6rneklerine ait kiif sayilar1 Cizelge 4.4’te, maya sayilar1 Cizelge 4.5°de
verilmistir. Depolamanin baslangicinda (1. giin) 107 ve 10 liik dilisyonlardan ekim
yapilmis ve bu dillisyonlarda uygun sayim araliginda kiif gelisimine rastlanmamustir.
Orneklerde sayim araliginda kiif gelisimi 7. giinden itibaren tespit edilebilmistir.
Depolamanin 7, 15 ve 30. gilinlerinde ortalama kiif sayilar1 6,29, 6,71 ve 7,10 log
kob/g olarak belirlenmistir. Bu sonuglar Kamber (2005a) ve Nizamlioglu vd
(1996)’nun kasar peyniri i¢in belirlemis oldugu degerlere (6,04 ve 8,20 log kob/g)
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benzer, Demirci ve Diraman (1990), Gilingen ve Biiylikyoriik (2003) ve Atamer vd
(1997) tarafindan belirtilen degerlerden (4.44; 4,38 ve 2,72 log kob/g) yiiksek

bulunmustur.

Gida isletmelerinde kiif sayimi1 hijyenik kaliteyi gosteren kriterlerden biridir. Kiifler
peynir Uretim yerleri ve olgunlagtirma odalarinin duvar ve raflarinda tireyebilir. Kiif
sayisinin ylksek tespit edilmesi bu alanlarda ciddi bir temizlik isleminin gerekli

oldugunu géstermektedir (Marino vd, 2003).

Cizelge 4.4 Kasar peyniri 6rneklerine ait kiif sayilar1 (log kob/g)

Ornek Kodu 1. Giin 7. Giin 15. Giin 30. Giin
A <10® 6,15 6,69 7,35
B <10® 6,74 7,15 7,36
c <10® 6,05 6,3 6,72
5 <10® 5,8 6,45 7,15
e <10® 6,94 7,12 7,22
F <10® 6,1 6,56 6,84
Ort. <10® 6,29 6,71 7,10
En Diisiik <10® 5,80 6,30 6,72
<10® 6,94 7,15 7,36

En Yiiksek
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Sekil 4.4 On Olgunlasma Dénemindeki Kars Kasar1 6rneklerine ait Kiif sayilarmimn
depolama siiresince degisimi

On olgunlagsma periyodu boyunca kasar peyniri drneklerinin kiif sayilarinda meydana
gelen degisim Sekil 4.4’te verilmistir. Sekilden de goriilebildigi gibi peynir
orneklerinin kiif sayilar1 depolama periyodu boyunca artmis ve bu bakimdan elde
edilen sonuglar Aydemir (2010) tarafindan tespit edilen sonuglarla benzerlik (1,09
dan 5,36 log kob/g’a ¢ikmis) gOstermistir. Aydemir (2010) 30 giinliik depolama
periyodu boyunca 6 kasar peyniri 6rneginin 5’inde kiif sayisinin arttigin1 devam eden
siiregte azaldigin1 tespit etmistir. Var vd (2006) ise natamisin ilave ederek
olgunlastirdiklar1 peynir orneklerinde bir ay boyunca kiif gelisimi olmadigint ve
bunun paketleme materyaline ilave ettikleri natamisinden kaynaklandigini
bildirmislerdir. Cetinkaya ve Soyutemiz (2006)’in verilerinde ise ilk glinlerde (1.
giin) orneklerin kiif sayilar1 arasindaki farkliligin daha fazla oldugu ancak ilerleyen

giinlerde (30. giin) degerlerin birbirlerine yaklastig1 gozlemlenmistir.
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Cizelge 4.5 Kasar peyniri drneklerine ait maya sayilar1 (log kob/g)

Ornek Kodu 1. Giin 7. Giin 15. Giin 30. Giin

A 5,27 7,47 7,94 8,25

B 5,17 6,56 7,11 8,30

c 5,39 6,75 7,85 8,25

D 5,11 6,78 7,46 8,27

£ 6,38 7,27 7,65 8,05

F 6,17 7,56 8,08 8,38

ort. 5,58 7,06 7,68 8,25

En Diisiik 5,11 6,56 7,11 8,05
En Yiiksek 6,38 7,56 8,08 8,38

Mayalar peynirlerde genis bir ¢esitlilikte bulunurlar. Bununla birlikte onlarin peynir
olgunlagmasindaki fonksiyonlar1 tam olarak ac¢ikliga kavusturulamamistir.
Olgunlastirilan peynirdeki diisiik nem orani, diisiik pH, diisiik sicaklik ve yiiksek tuz
diizeyleri maya gelisimini destekler (Beresford vd, 2001). Baz1 mayalar lipolitik ve
proteolitik enzimleri sentezleyebilir ki bu da tat ve aromanin gelisimine katki

saglayabilir (Aydemir, 2010).

Kagar peynirlerinde 6n olgunlastirma déneminde tespit edilen maya sayilar1 5,11 ile
8,08 log kob/g arasinda degisim gostermistir (Cizelge 4.5). Depolama periyotlarina
ait ortalama maya sayilar1 1. glinde 5,58; 7. giinde 7,06; 15. ve 30. glinlerde 7,68 ve
8,25 log kob/g olarak belirlenmistir. Maya sayilar1 depolama periyodu boyunca
artmis 30. giinde en yliksek degerlere ulasmistir (Sekil 4.5). Sonuglarin Cetinkaya ve
Soyutemiz (2006) ve Var vd (2006)’nin rapor ettikleri sonuglardan yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Uretimde ¢ig siit kullamlmasi, iiretim ve depolama kosullar1 bu

farkliligin baslica nedenleri olarak diistintilmektedir.
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Sekil 4.5 On Olgunlasma Donemindeki Kars Kasar1 6rneklerine ait Maya sayilarmin

depolama siiresince degisimi

4.2.5 Kasar peyniri 6rneklerinin Staphylococcus aureus sayisi (log kob/g)

S. aureus'a siit ve siit tirlinlerinde sik rastlanir. S. aureus intoksikasyonu gidalar ile
bulasan en yaygin hastaliklardandir. Hastaliga bakterinin gidada ¢ogalmasi sonucu
irettigi toksinin gida ile birlikte alinmasi yol agmaktadir. Gidalara genellikle ¢alisan
personel vasitasi ile (eller, Oksiirme, hapsirma, vb.) gecgebilmektedir (Bilge ve
Karaboz, 2005).

Peynir 6rneklerinde S. aureus sayilari en diisiik 4,75, en yiiksek 8,30 log kob/g olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.6). Tespit edilen S. aureus sayilar1 Kivang (1989), Giinsen
ve Biiyiikyoriik (2003) ve Oksiiztepe vd (2009) tarafindan belirlenen degerlerden
(2,98x10° kob/g; 2,4x10* kob/g; 1,39x10° kob/g) oldukca yiiksek bulunmustur. S.
aureus sayilarinin yiiksek olmasinin peynir iiretiminde kullanilan siitiin 1s1] igleme
tabi tutulmamasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bunun yaninda {iretim veya
depolama siirecinde yeterli hijyen sartlarinin saglanmamasi1 sonucunda S. aureus
sayisinda bir artisin meydana gelmis olabilecegi diisiiniilmektedir. On olgunlastirma

periyodu boyunca peynir orneklerinin S. aureus sayilarinda meydana gelen degisim
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Sekil 4.6°da verilmistir. Egriden de goriilebildigi gibi drneklerin tiimiinde S. aureus

sayis1 depolama periyodu boyunca artig gostermistir.

Cizelge 4.6 Kasar peyniri orneklerine ait S. aureus sayilar1 (log kob/g)

Ornek Kodu 1. Giin 7. Giin 15. Giin 30. Giin
A 5,02 5,34 7,08 7,65
B 5,15 6,24 6,90 7,34
C 4,75 5,60 6,30 6,80
D 5,26 6,37 6,40 8,20
E 5,78 7,84 8,30 8,49
= 4,78 6,09 7,61 7,62
Ort. 512 6,24 7,09 7,68
En Diisiik 4,75 5,34 6,30 6,80
En Yiiksek 5,78 7,84 8,30 8,49
9
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Sekil 4.6 On Olgunlasma Doénemindeki Kars Kasar1 Orneklerine ait S. aureus
sayilarinin depolama siiresince degisimi
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4.3 Kasar Peyniri Orneklerinden Bakteri ve Maya-Kiif izolasyonu

Tez caligmasi i¢in toplanan 6 adet kasar peyniri 6rneginden MRS, M17 ve PDA
besiyerlerine ekim yapilarak farkli olduklar1 diisiiniilen kolonilerden 361 bakteri, 172

maya-kiif kolonisi izole edilmistir. Izolat sayilar1 Cizelge 4.7°de gdsterilmistir.

Cizelge 4.7 Kasar peyniri drneklerinden elde edilen izolat sayilar

Ornek No MRS agar M17 agar PDA
A 34 32 29
B 15 12 27
C 40 29 26
D 30 37 29
E 30 38 25
F 32 32 36

4.3.1 Izole edilen bakteri ve maya-kiif tiirlerinin tanimlanmasi

4.3.1.1 RAPD-PCR ve rep-PCR ile genotipik karakterizasyon

Kasar peyniri Orneklerinden izole edilen bakteri tiirlerinin genotipik olarak
tanimlanmasinda RAPD-PCR, maya ve kiifler i¢in rep-PCR analizi uygulanmistir.
Analizlerde genomik ayrim gergeklestirebilmek i¢in M13 ve GTG5 primerleri
kullanilmis ve triinler %1°’lik agaroz jelde 90V’da 1-1,5 saat yiiriitilmiistir.
Yiirlitme isleminin ardindan goriintiilerden yola ¢ikarak genotipik profili aym ve
farkli olanlar belirlenmistir. Maya-Kiif 6rnekleri i¢in genomik tanimlamadan 6nce
fenotipik ayrim yapilmistir. Fenotipik ayrim i¢in maya-kiif izolatlar1 basit boyama ile
fiziksel ve morfolojik ozelliklerine gore secilmis, daha sonra 23S rRNA geni
cogaltilmak tlizere rep-PCR islemine tabi tutulmuslardir. Sekil 4.1’de maya ve kiif
izolatlar1 i¢in yapilan basit boyamaya ait maya-kiif goriintiileri yer almaktadir.
Fenotipik ayrim ve genotipik karakterizasyonun ardindan 361 adet bakteri

izolatindan 51 tanesi 16S rRNA geninin cogaltilmas: icin, 172 adet maya-kiif
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izolatindan 26 tanesi 23S rRNA geninin c¢ogaltilmasi i¢in secilmistir. Sekil 4.2,
4.3de kasar peyniri izolatlarinin RAPD-PCR isleminin ardindan elde edilen M13 ve

16S agaroz jel goriintlilerinin bazilar1 sirasiyla gosterilmistir.

Sekil 4.7 Maya ve Kiif izolatlar1 i¢in yapilan basit boyamaya ait bazi goriintiiler

L Kont KS-451 KS-48 KS-46 KS-12

Sekil 4.8 Kasar peyniri izolatlarinin M 13 agaroz jel goriintiileri
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L Kont KS-451 KS-48 KS-46 KS-12 KS-5

Sekil 4.9 Kagsar peyniri izolatlarinin 16S agaroz jel goriintiileri

4.3.1.2 Kasar peynirlerinden izole edilen bakteri ve maya-Kkiif tiirleri

Endiistriyel diizeyde kasar peynir iiretiminde genel olarak Laktobasil tiirlerinden olan
Lb. delbruckei subsp. bulgaricus, S. thermophilus, L. lactis subsp. lactis, L. lactis
subsp. cremoris ve Lb. casei bakteri gruplari kullanilmaktadir (Ugiincii, 2004).
Yapilan bu ¢alismada genotipik karakterizasyon ve tanimlama islemlerinin ardindan
kasar peyniri 6rneklerinden toplam 15 cesit bakteri izole edilmistir. Bunlardan 7
tanesinin mezofilik Laktobasil tiirii oldugu (Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
graminis, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus mindensis, Streptococcus thermophilus) ve Kars Kasari
yapiminda starter kiiltiir olarak kullanilabilecek bakteriler oldugu tespit edilmistir.
Bu tiirlerin kasar peyniri 6rneklerinde olgunlagsmanin ilk giiniinden itibaren baskin
olarak bulunduklar1 belirlenmistir. Ozellikle Lactobacillus paracasei tiiriiniin 6
ornekte de baskin oldugu ve olgunlasma siiresince gelisme gosterdigi tespit
edilmistir. Starter olmayan mezofilik Laktobasil tiirlerinin, cogu peynir ¢esidinde
mikrofloranin énemli bir kismini1 olusturdugu ve bu sayede peynir olgunlagsmasina
katkida bulundugu bilinmektedir. (Beresford vd, 2001). Bu tiirler disinda kalan
grupta yer alan Enterococcus tiirleri de 6rneklerde bulunmakla birlikte baskin floray1

olusturmamaktadir. Gelsomino vd (2002) siit ve siit iiriinlerinde 6zellikle peynirlerde
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Enterokok tiirlerinin bulunmasinin {iretimde kullanilan ekipmanlarin ve siit depolama
tinitelerinin ¢iftlik hayvanlarmin digkilart ile kontamine olmasindan kaynaklandigini
belirtmislerdir. izole edilen bakteri gruplar igerisinde tespit edilen E. faecalis ve E.
faecium tiirlerinin peynirlerde siklikla rastlanan tiirler oldugu, pastorizasyon
sicakliginda canli kalabildikleri, yiiksek tuz konsantrasyonlarina direngli olduklar1 ve
diisiik sicakliklarda gelisebildikleri bilinmektedir. Ozellikle olgunlastiriimas
peynirlerde enterokok sayisinin 10°-10° kob/g seviyelerine ulasabildigi taze peynir
tiirlerinde ise 10*-10° kob/g seviyelerinde gelisebildikleri bildirilmistir (Giraffa,
2002; Manolopoulou vd, 2003). Kasar peynirleri {izerine yapilan bu calismanin
enterokok tiirleri agisindan yukarida adi gegen calismalar ile benzerlikler gosterdigi
goriilmiistiir. 6 adet kasar peyniri Orneginde bulunan biitiin bakteri tiirleri, ve

toplamda izole edilen bakteri sayilar1 Cizelge 4.8’da gosterilmistir.

Kasar peyniri orneklerinde genomik karakterizasyon ve maya-kiif tanimlama
islemleriyle toplam 11 adet maya ve kiif tiirii izole edilmistir. Bunlarin 7 tanesi maya,
4 tanesi kiiflerden olusturmaktadir. Maya izolatlarinda Pichia kudriavzevii, kif
izolatlarinda Penicillium crustosum baskin floray1r olusturmaktadir. Geleneksel
peynir Orneklerinin  6n olgunlasma donemlerinde P. kudriavzevii tiiriiniin
olgunlagmada aktif rol oynadigr ve yiiksek oranlarda bulundugu bilinmektedir
(Banjara vd, 2015). D. hansenii tiirii olgunlagsmada rol oynayan diger bir maya
turtidiir (Pereira-Dias vd, 2000). Bu tiire ¢alismamiz esnasinda yalnizca bir ornekte

rastlanilmstir.

Kars Kasarlarinin iiretim asamalarinda dogal bir kiiflenmenin meydana geldigi
bilinmektedir. Kif tiirleri igerisinde Penicillium tiirlerinin peynirlerde en sik
rastlanan tiirler oldugu bildirilmistir (Lund vd, 1995). Bu bilgi kasar peynirler igin de
gecerlidir (Aran ve Eke, 1987). Adi gecen tiirler kasar peynirlerinde biyokimyasal
fonksiyonlarin gelistirilmesinde ve olgunlagsmada onemli role sahiptirler. Ayni
zamanda bu kif tiirlerinin bazilart toksikolojik etki meydana getirebilmektedir
(Hayaloglu ve Kirbag, 2007). Bu nedenle olgunlasmis peynir drneklerinin {iretiminin
ardindan depolama ve tiiketim siiresi boyunca dogal sartlarinda gelisebilecek kiif
gruplarinin 6zellikle toksik etki meydana getiren tiirlerinin gelisimini 6nleyebilmek

i¢in gesitli arastirmalar yapilmaktadir.
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Kasar peyniri drneklerinde bulunan maya-kif tiirleri, 6rneklerde bulunma sayilari ve

toplamda izole edilen maya-kiif sayilar1 Cizelge 4.9°da verilmistir.



Cizelge 4.8 Kasar peyniri 6rneklerinde bulunan bakteri tiirleri ve sayilari

44

Ornek Numaralar

Bakteri Tiirleri E Yiizde
MRS M17 MRS M17 MRS M17 MRS M17 MRS M17 MRS M17 Toplam (%)
Lactobacillus fermentum 5 6 - - - - - - - - - - 11 3,86
Lactobacillus graminis 5 2 - - - - - - 6 - - - 13 4,56
Lactobacillus rhamnosus 3 3 - 2 8 8 - - - - - - 24 8,42
Lactobacillus paracasei - - 1 2 6 7 5 8 1 5 1 1 37 12,98
Lactobacillus plantarum - - - - 7 1 - - - - - - 8 2,81
Lactobacillus mindensis - - - - 8 4 - - - - - - 12 4,21
Streptococcus thermophilus - 2 - - - - 4 4 2 12 - - 24 8,42
Enterococcus faecium 1 2 4 - - - 9 8 - - 6 10 40 14,04
Enterococcus hirae 4 2 - - - - - - - - - - 6 2,11
Enterococcus faecalis - - 2 4 - - - - 2 5 8 7 28 9,82
Enterococcus casseliflavus - - - - - - - - - - 1 1 2 0,70
Pediococcus lolii 7 9 1 3 - - - - 9 2 3 2 36 12,63
Leuconostoc mesenteroides - - 1 1 - - - - - - - - 2 0,70
Lactococcus lactis subsp. lactis - - - - - - - - - - 5 7 12 4,21
Staphylococcus saprophyticus - - - - 1 2 5 12 1 9 - - 30 10,53
Toplam 25 26 9 12 30 22 23 32 21 33 24 28 285 100
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Cizelge 4.9 Kasar peyniri 6rneklerde bulunan maya-kiif tiirleri ve sayilari

Ornek Numaralari

Maya-Kiif Tiirleri A B C D E F Toplam Yiizde
(%)
Candida poropsilosis 3 1 - 2 1 4 11 6,55
Kluyveromyces marxionus 3 3 4 3 1 6 20 11,90
Candida zeylanoides 3 4 8 1 4 4 24 14,29
Pichia kudriavzevii 8 9 5 11 9 12 54 32,14
Debaryomyces hansenii 2 - - - - - 2 1,19
Kluyveromyces lactis 3 1 4 7 1 3 19 11,31
Yarrowia lipolytica - - - - - 1 1 0,60
Penicillium crustosum 2 4 2 4 3 8 23 13,69
Penicillium kewense - 1 - 1 3 3 8 4,76
Penicillium commune 2 1 - - - 1 4 2,38
Galactomyces candidum 1 - - - 1 - 2 1,19

Toplam 27 24 23 29 23 42 168 100
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4.3.2 Bakteri ve mayalara ait filogenetik benzerlikler

Bakteri gruplarina ait filogenetik analiz sonuclar1 Sekil 4.10’da mayalara ait
filogenetik analiz sonuglar1 Sekil 4.11°de verilmistir. Bakterilere ait filogenetik
analiz sonucunda 9 farkli grup olusmustur. Dendograma bakildiginda 1. grubun
Lactobacillus paracasei ve Lactobacillus rhamnosus, 5. grubun Pediococcus lolii ve
Pediococcus acidilactici tiirlerinden olustugu goériilmiistiir. 7. grupta Enterococcus
faecalis ve Enterococcus casseliflavus, 8. grupta Enterococcus durans ve
Enterococcus faecium tiirlerinin bulundugu, diger tiirlerinde kendi gruplari arasinda
bir araya geldikleri tespit edilmistir. Farkli sus ve tiirlerin 16S genine baglh olarak bir
araya gelisi kaynaklar itibariyle de benzerlik gosterebilecekleri anlamina gelmekte
ve bu agidan 6nem tasimaktadir.

Sekil 4.11°e gore mayalarin filogenetik analizi sonucunda 5 grup olustugu, 1. grupta
bulunan C. Zeylanoides, D. hansenii ve C. Parapsilosis’in filogenetik agidan benzer
oldugu tespit edilmistir. K. marxianus tiirleri ve K. lactis tiirleri birlikte 2. grupta yer
alirken 3. grubun iki G. Geotrichum tirtini, 4. grubun 7 P. kudriavzevii tiiriini
igerdigi belirlenmistir. Son olarak 5. grubu olusturan Y. Lipolytica bu ¢alismada izole

edilen diger maya tiirlerine en az benzeyen tiir olmustur.
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Sekil 4.10 Bakteri tiirlerine ait filogenetik dendogram
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Sekil 4.11 Maya tiirlerine ait filogenetik dendogram
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5. SONUC

Bu calisma; geleneksel yontemlerle iiretim yapan alt1 farkli liretim yerinden temin
edilen Kars Kasarlarinin 6n olgunlastirma donemlerinde mikrobiyal floralarindaki
gelisimi ve degisimi belirlemek icin yapilmistir. Bu kapsamda kasar peyniri ile tinli
ilimiz Kars’tan temin edilen peynir 6rneklerinden bakteri, maya ve kiif izolasyonu
i¢cin uygun besiyerlerine ekim yapilmis akabinde RAP-PCR ve rep-PCR analizleri
yiiriitiilmiis ve PCR firiinlerine sekans analizi uygulanmistir. Boylece izole edilen
mikroorganizma gruplarinin tanimlamasi yapilmis, bu gruplar i¢indeki hakim tiirler
belirlenmis ve akrabalik iligkileri incelenmistir. Ayrica peynir Orneklerinin bazi
kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri de belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Kars
Kasarmin bakteri, maya ve kiif tiirleri bakimindan zengin bir floraya sahip oldugunu

gostermistir.

Olgunlasma siiresince peynir orneklerinde bulunan bakteri gruplari igerisinde yer
alan LAB tiirleri ve NSLAB tiirleri belirlenmistir. LAB tiirleri igerisinde hakim
floray1 Lactobacillus paracasei’nin olusturdugu (%12,98) tespit edilmistir. Bunu
%8,42 ile Lactobacillus rhamnosus takip ederken, en az bulunan tiir %2,81°lik oran
ile Lactobacillus plantarum olmustur. Orneklerde tespit edilen diger bakteri
gruplarinda en baskin tirler %14,04 ile Enterococcus faecium ve %12,63 ile
Pediococcus lolii’dir. Bu gruplardan NSLAB tiiri olabilecek veya patojen 6zellik
gosterebilecek floralar da izole edilmistir. NSLAB tiirlerinin taze peynirlerde diisiik
sevilerde bulunduklar1 ve olgunlagsma siireci esnasinda sayilarinin arttigi
diistintilmektedir. NSLAB tiirlerinin starter kiiltiirlerin olusturduklar1 son iiriinleri,
amino asitleri, organik asitleri, yag asitlerini ve gliserolii enerji kaynagi olarak

kullanabildikleri bilinmektedir.

Peynir orneklerinin olgunlasma siirecinde maya-kiif florasinin da oldukg¢a zengin
oldugu gozlemlenmistir. Maya gruplarinda en baskin tiir olan Pichia kudriavzevii
toplam maya-kiif florasinin %32,14’{inii olusturmaktadir. Bunu %14,29 ile Candida
zeylanoides takip ederken, %0,60 ile Yarrowia lipolytica grupta en az sayida bulunan
tir olmustur. Maya tiirlerinin 6rneklerde olgunlagsmanin ilk giinlerinden itibaren
hakim oldugu ve olgunlagma siiresince ¢ok fazla ¢esitlilik gdstermedikleri tespit

edilmistir. Kiif gruplarinda Penicillium tiirleri hakim floray1 olustururken en yaygin



50

olan tiir %13,69 ile Penicillium crustosum olmustur. Kif gruplart 6rneklerde

olgunlagsmanin ilerleyen sathalarinda gelisme gostermislerdir.

Peynir 6rneklerinden izole edilen bakteri gruplar degerlendirildigi takdirde gruplar
igersinde starter kiiltiir 6zellik gosterebilecek tiirlere ek olarak iiretimde ilave kiiltiir
olarak kullanilabilecek tiirler de izole edilmistir. Bu floralarin peynir iiretiminde
peynirin yapist ve tadi iizerine olan etkileri bu ¢alismay1 takip eden c¢aligmalarda
belirlenmeye calisilacaktir. Benzer olarak belirlenen bakteri gruplarinin farkli ortam
kosullarinda gelisimleri incelenip peynir 6zelliklerine gore olusturulabilecek starter
kiiltir kombinasyonlarinin belirlenmesi de arastirilmast planlanan c¢aligmalar

arasindadir.

Sonug olarak yapilan bu ¢alisma ile Kasar peyniri 6rneklerinin olgunlagmanin ilk
asamalarindaki hakim bakteri-maya-kif tirleri tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglarin lilkemizde gergeklestirilmesi hedeflenen starter kiiltiir kombinasyonu

calismalarina katki saglayacag diistiniilmektedir.
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