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OZET
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ERZINCAN TULUM PEYNIRINDEN LAKTIK ASIT BAKTERILERININ (LAB)
iZOLASYONU, MOLEKULER METOTLARLA TANIMLANMASI VE
EKZOPOLISAKKARIT (EPS) URETIM POTANSIYELLERININ GENETIK
OLARAK BELIRLENMESI
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Birinci Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ayla ARSLANER
Ikinci Danisman: Yrd. Dog. Dr. Enes DERTLI

Geleneksel fermente iiriinlerin iiretimde rol alan Laktik Asit Bakterileri (LAB)’ nin endiistriyel
anlamda starter olarak kullanilabilmeleri o {iriiniin tat, yap1, aroma gibi 6zelliklerini olusturan
biyokimyasal faaliyetlerindeki gesitlilige ve ilgili metabolitleri {iretme yeteneklerine baglidir.
LAB tiirlerinin fermantasyon sirasinda in situ olarak ekzopolisakkaritleri (EPS) iiretmeleri
hem iiriiniin fizikokimyasal niteliklerinde 6nemli gelisimlere neden olur hem de iireten tiiriin
gevresiyle etkilesimi ger¢evesinde fonksiyonel sonuglar olusturabilir. Bu baglamda bu tezin
amaci Erzincan Tulum peynirinden EPS iireticisi starter olabilecek LAB tiirlerini izole etmek,
bu tiirlerde homopolimerik ve heteropolimerik eps genlerini agiga ¢ikarmak ve bu tiirlerin
urettikleri EPS’1 karakterize etmektir.

Bu tez kapsaminda tulum peyniri 6rnekleri Erzincan ili merkezi ve koylerinden toplanmis ve
LAB tiirleri izole edilerek tanmimlanmustir. Tulum peyniri orneklerinden Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus brevis, Weissella paramesenteroides,
Lactococcus garvieae ve Lactobacillus crustorum suslari izole edilmis ve bu tiirlerde eps
genlerinin PCR ile tespiti tulum peyniri izolatlarmin tiirlere gore degismekle birlikte
homopolimerik gtf geni ve heteropolimerik EPS genlerini tasidigi gosterilmistir. Yapilan EPS
iiretim testleri bu tiirlerde EPS tiretim miktarinin birbirine yakin oldugunu ortaya koymustur.
Ayrica segilen bu tiirlerin EPS iiretim kabiliyetlerinin farkli besiyeri ortaminda degistigi
goriilmiistlir. Tulum peyniri izolatlarmin tirettigi seker gruplarinin ortaya konmasi agisindan
tiirler pastorize siit ve %3 laktozZlu MRS broth da gelistirilmis ve EPS izolasyonu
gerceklestirilmigtir. HPLC analizi tulum peyniri izolatlarinin sadece glukoz igeren EPS
iirettiklerini ortaya koymustur. Bu sonuglar geleneksel olarak iiretilen Erzincan Tulum peyniri
iiretiminde rol alan tiirler acisindan EPS {iretiminin 6nemini ortaya koymaktadir.

2016, 104 sayfa
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ABSTRACT

MS Thesis

ISOLATION OF LACTIC ACID BACTERIA (LAB) FROM ERZINCAN TULUM
CHEESE, DETERMINATION BY MOLECULAR METHODS AND GENETICALLY
DETERMINING OF THEIR EXOPOLYSACCHARIDES (EPS) PRODUCTION
POTENTIAL

Humeyra ISPIRLI

Bayburt University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Food Engineering

Department of Food Engineering
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ayla ARSLANER
Second Supervisor: Asst. Prof. Dr. Enes DERTLI

The potential use of lactic acid bacteria (LAB) involved in the production of traditional
fermented products as starter cultures depends on the diversity of their biochemical activities
that play role on taste, structure, flavor properties of these products and their ability to produce
relevant metabolites. The in situ exopolisaccharide (EPS) production characteristics of LAB
during the fermentation both results in substantial improvement in the physicochemical
properties of the final product and also play roles in the interaction of these species with their
environement that may result in functional outcomes. In this respect, the aim of this thesis was
to isolate LAB species with EPS production characteristics that might be the starter culture for
Ezincan Tulum cheese productino, to investigate the presence of homopolymeric and
heteropolymeric eps genes in these species and to characterize the EPS produced by these
species.

In this thesis, tulum cheese samples were collected from Erzincan and its villages and LAB
species were isolated and identified from these cheeses. Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus brevis, Weissella paramesenteroides, Lactococcus
garvieae and Lactobacillus crustorum strains were isolated from cheeses samples and PCR
detection of eps genes in these species revealed the presence of both homopolymeric gand
heteropolymeric eps genes in these species. The EPS production tests revealed that these
species produced similar levels of EPS. It was observed that EPS prodcution levels of the
selected straines altered in different media conditions. In order to reveal the sugar groups
produced by tulum cheese isolates, these species were grown in pasteurized milk and MRS
broth containinsg 3% lactose and EPSs were isolated. HPLC analysis of the EPSs revealed
that all strains produced EPS that included only glucose. These results demonstrate the
importance of EPS production in LAB species that have a significant impact on Erzincan
Tulum cheese production.

2016, 104 pages
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde 6nemli bir yeri olan peynir; siit iiriinleri igerisinde en ¢ok iiretilip,
tiikketilen ve {izerinde en ¢ok ¢alisma yapilan temel gidalardandir. Diinyada 2000°den
fazla peynir ¢esidi oldugu bilinmekle beraber bu peynirlerin birgogunun birbirine
yakin iiretim teknigine sahip oldugu ve bir¢ogunun yalnizca belirli bir cografi bolgede
tiretildigi ve tiretildigi yerde tiiketildigi bilinmektedir. Cesitlerinin fazlaligs, tiiketicinin
tercihlerine cevap verebilmesi bakimindan olduk¢a dnemlidir. Ulkemizde de 100°den
fazla peynir ¢esidinin bulundugu (Cakmakei, 2011) ve iretilen siitiin yaklasik
%23 1iniin peynir yapiminda kullanildig1 belirtilmektedir (Tekinsen ve Nizamlioglu,
1993). Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun verilerine gore, iiretilen peynirlerin yaklasik
%60’1n1 Beyaz peynir, %15’ini Kasar ve %15’ini Tulum ve Mihali¢ peynirleri
olustururken kalan %10’luk kismi ise diger yoresel peynirler olusturmaktadir

(Hayaloglu, 2008).

Tulum peyniri Tirkiye’de Trakya bolgesi hari¢ diger biitiin bolgelerde tiretilen bir
peynir ¢esidimiz olup (Karacabey ve Uraz, 1974; Karaibrahimoglu ve Ugiincii, 1988)
tiretildikleri bolgelere gore farkli isimlerle anilmaktadirlar. Tulum peynirlerinin
yaygin olarak bilinenleri Erzincan Tulum peyniri, Cimi Tulum peyniri (Antalya),
Divle Tulum peyniri (Karaman), Afyon Tulum peyniri (Afyon), Kargi Tulum peyniri
(Cankiri, Corum), Isparta Tulum peyniri (Isparta), Selcuklu Tulum peyniri (Konya) ile
yapilis1 ve muhafazasi diger tulum peynirlerinden gok farkli olan Izmir (salamuralr)

Tulum peyniridir (Cakmakg1 ve Cakir, 2012).

Erzincan Tulum peyniri iilkemizde Beyaz peynir ve Kasar peynirinden sonra en ¢ok
iiretilen peynir ¢esididir ve bu peynirlerle kiyaslandiginda daha yiiksek ekonomik
degere sahiptir (Cakmake¢i vd, 2008). Erzincan Tulum peyniri &zellikle iiretildigi
daglik bolgelerde, tiretilen siitiin degerlendirilmesini sagladig1 gibi, ekonomik yonden
de iireticisine yiiksek gelir saglamasi ve iilkemiz i¢in dis satima ¢ok uygun bir peynir

cesidi olmasi gibi 6nemli 6zelliklere sahiptir (Toral, 1969; Akyliz, 1981).



Erzincan Tulum peyniri, genellikle koyun siitiinden iiretilmekte olup, bazen koyun
stitliine keci veya inek siitii de karistirilarak da iiretilmektedir. Kaliteli Erzincan Tulum
peyniri, beyaz veya krem renkte, kolay dagilmayan (plastik oOzellikte), agiza
alindiginda eriyerek kendine 6zgii tereyagi aromasi kolaylikla hissedilen, kurumadde
ve yag orani yiiksek, yar1 sert, homojen yapida, belirgin asidik ve ransit tatta olan bir

peynir ¢esidimizdir (Kurt vd, 1991a,b; Cakmake1 vd, 2009).

Tulum peyniri dnceden yoresel olarak, kiiciik capta iiretilmekteyken besin degerinin
cok yiiksek olmas1 ve her kesim tiiketicinin begenisini kazanmasi sonucu daha ¢ok
miktarlarda iiretilmeye baslanan, tereyagi fiyatinda satilan ve ihracati yapilan peynirler

arasinda gosterilmektedir (Cakmake1, 2010).

Kaliteli ve standart Erzincan Tulum peynirini siirekli olarak piyasadan temin etmek
olduk¢a zordur. Bunun en biiylik nedenlerinden biri Erzincan Tulum peynirinin
yapiminda standart bir iretim sisteminin bulunmamasidir (Karaibrahimoglu ve

Uciincii, 1988; Ceylan, 1998; Sengiil, 2001; Cakmake1, 2011).

Geleneksel fermente gidalarin 6zgiin tekstiirli, tadi, kokusu ve goriiniisiiniin
olugsmasinda ydresel hammaddenin yani sira, olduk¢a etkili olan Laktik Asit
Bakterileri (LAB) karbonhidratlarin fermantasyonu neticesinde son iiriin olarak laktik
asit tireten, Gram pozitif, spor olusturmayan, diisiik GC icerigine sahip (%50’den az),
zorunlu olarak fermantatif, aerotolerant veya anaerobik bakteri grubudur. LAB’leri
kompleks besinsel gereklilige sahiptirler (karbonhidratlar, amino asitler, peptitler, yag
asitleri, vitaminler), bu nedenden &tiirli fermente gidalar gibi zengin besinsel
ortamlarda bulunurlar ve bu iriinlerin olusmasinda temel olarak gorev alirlar ve
bakteri gruplar arasinda GRAS (genel olarak giivenilir kabul edilen) statiilerinden
dolayi son derece 6nemlidirler (Tannock, 2004). Ayrica giiniimiizde probiyotik olarak
adlandirilan organizmalarin biiylik ¢ogunlugu LAB grubunun iiyesidir. Laktik asit
bakterileri genel olarak {iriinlere kendine has tat, koku ve yap1 kazandirmanin yani sira
uirettikleri metabolitler ile koruyucu 6zellige sahiptirler. Son yillarda birgok LAB tiirii
ekzopolisakkaritler (EPS) olarak adlandirilan hem gida maddelerinin yapisini stabilite
eden hem de iireten tiirlin canliliginin devami agisindan 6nem arz eden biyopolimerleri

iiretmeleri acisindan dikkat ¢gekmistirler.



Polisakkaritler diinyadaki en 6nemli biyolojik polimerlerdendir. Bu polimerlerin
canlilar i¢in enerji depo materyali olmak ve bakteri hiicreleri de dahil olmak tizere
hiicre duvarlarinin yapisini olusturmak gibi bir¢ok hayati fonksiyonlar1 bulunmaktadir
(Badel vd, 2011). Bakteriler de dahil olmak tizere bircok prokaryotik ve Okaryotik
organizma hiicre duvarlarinin bilesiminde bulunmayan hiicre-dis1 ekzopolisakkaritler
olarak adlandirilan polisakkaritler liretme kabiliyetindedirler. Ekzopolisakkarit terimi
temel olarak hiicre ¢eperi disinda bulunacak sekilde tiretilen polimerleri ifade eder
(Sutherland, 2001). Bakteriler teknolojik ve endiistriyel uygulamalar ig¢in

ekzopolisakkarit {iretiminden sorumlu temel organizmalardir (Oner, 2013).

Ekzopolisakkaritler hiicreye siki bir sekilde baglanmis kapsiil formunda olan kapsiiler
EPS veya hiicreye gevsekce bagli veya tamamen hiicre disina salgilanan
ekzopolisakkaritler olarak iki formda olabilir. Kimyasal yapilar1 agisindan mikrobiyal
EPS’ler homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler olarak ikiye ayrilirlar.
Homopolisakkaritler glukoz veya fruktoz olmak iizere sadece tek tip seker
monomerinden olusurlar. Heteropolisakkaritler ise birden fazla farkli seker
tinitelerinden, dallanmis sekerlerden, diger organik ve inorganik molekiillerden
olusabilirler. Bu monomerler arasindaki glikozidik baglarin niteligi birgok 6zgiin EPS
yapisinin olusmasina neden olmaktadir (Broadbent vd, 2003; De Vuyst ve Degeest,
1999; Kumar vd, 2007).

Gida endiistrisi agisindan ekzopolisakkaritler vizkoziteyi artirici, stabilize ve
emiilsifiye edici 6zelliklerinden 6tiirli son derece énem arz etmektedirler (Kanmani
vd, 2011). Hiicre disina salgilanan ekzopolisakkaritlerin gida sanayisinde temel
kullanim amaci bu tiir 6zelliklerin saglanmasidir. Bu amaca yonelik olarak kullanilan
EPS’lere dekstranlar, ksantan, jellan, pullulan, maya glukanlar1 ve bakteriyel aljinatlar
ornek olarak gosterilebilir (Wang vd, 2008). Bakteriyel EPS’ler bakteri hiicrelerinin
antibiyotiklerden, kurumadan, faj ataklarindan ve dis ortamlardan korunmasinda ve
biyofilm olusumunda 6nem arz etmektedirler (Badel vd, 2011; Gauri vd, 2009; Lebeer
vd, 2008). Bunun yami sira son yillarda yapilan calismalar bakteri hiicrelerini
cevreleyen EPS’lerin bagisiklik sisteminin uyarilmast ve diizenlenmesi, antitiimor,
antiviral, antioksidan ve antienflamatuar 6zelliklerinin oldugunu goéstermistir (Liu vd,
2010; Pan ve Mei, 2010).



Peynir diinyada {iretimi yapilan en Onemli fermente {rlinlerden biri olmasi
miinasebetiyle LAB tiirlerinin en énemli kaynagidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar
fermente tirtinlerden EPS {iretim kabiliyeti gosteren LAB tiirlerinin izolasyonu ve EPS
tireten tiirlerin starter kiiltiir olarak kullanilabilmeleri tizerinde yogunlasmustir. Tulum
peyniri kendine has karakteristiklerinden dolayi {ilkemiz acisindan en 6nemli ticari
peynirlerin basinda gelmektedir. Bununla birlikte hala bu peynirin standart
yontemlerle iiretilmesi noktasinda ihtiya¢ duyulan iilkemize 6zgii starter kiiltiirlerin
gelistirilmesine ve bu peynirin mikrobiyotasinin agiga ¢ikarilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Nitekim yapilan bir ¢alismada starter kiiltiir ilavesi ile hazirlanan
tulum peyniri 6rneklerinde starter kiiltiir kullanilmayan Orneklere gore istenmeyen
mikrobiyal gruplarin daha az oldugu gosterilmistir (Ates ve Patir, 2001). Aym
aragtiricilar tulum peyniri tiretiminde Lactobacillus lactis subsp. lactis + Lactococcus
lactis subsp. cremoris + Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris karisimi starter
kiiltiiriin istenen nitelikte tulum peyniri elde edilmesi i¢in kullanilabilecegini
vurgulamiglardir. Dolayisiyla geleneksel yollarla ylizyillardir {iretilen bu peynir
tirlimiizden starter kiltlir niteliginde yeni tiirlerin izole edilebilmesi oldukg¢a
onemlidir. Bagka bir calismada Erzincan ve ¢evresinden toplanan tulum peynirleri
orneklerinden tam 240 adet LAB tiirli izole edilmis olup bunlarin %92,08’inin
Lactobacillus, %7,08’inin Pediococcus ve %0,83iiniin Leuconostoc cinslerine ait
oldugu bulunmustur (Sengiil ve Cakmakg¢i, 2003). Bu ¢alisma tulum peynirinin
mikroflorasinin ne kadar zengin olabileceginin gosterilmesi agisindan oldukc¢a dikkat
¢ekicidir. Bu ¢alismaya paralel bagka bir ¢aligmada ise tulum peyniri florasinin %48,5
oraninda laktobasil, %32,7 oraninda enterokok, %15,8 oraninda laktokok ve %3,0
oraninda streptokoktan olustugu gosterilmistir (Oner vd, 2004). Yine diger bir ¢alisma
tulum peynirinin olgunlagsmast esnasinda Lactobacillus casei subsp. casei,
Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis
subsp. lactis ve Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris tiirlerinin hakim
olabilecegini gostermistir (Oksiiztepe vd, 2005). Ayn1 zamanda baska bir ¢alismada
olgunlagsma sonunda tulum peyniri 6rneklerinden laktobasillere ilave olarak az da olsa
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc ve Pediococcus tiirlerine de rastlanildigi
vurgulanmistir (Giirses ve Erdogan, 2006). Tulum peynirlerinin olgunlagmasi
sirasinda kullanilan ambalaj materyalinin de bu peynirin mikroflorasi {izerinde rol

oynayabilecegi gosterilmis ve LAB dagilimimin kullanilan materyale bagli olarak



olgunlagma boyunca degistigi kaydedilmistir (Cakmake1 vd, 2008). Bu ¢aligmalarin
yani sira tulum peynirinde istenmeyen birgok mikroorganizma grubunun da
bulunabildigi rapor edilmistir. Dolayisiyla hem {iriinlin biitiin karakteristiklerini
etkileyebilecek diizgiin bir floranin olusumu hem de saglik agisindan herhangi bir
sakinca dogurmayacak nitelikte iirlin elde edilebilmesi amaciyla tulum peynirinden

starter nitelik tasiyabilecek EPS iireten LAB tiirlerinin izolasyonu son derece elzemdir.

Bu baglamda bu tez ¢alismasi1 kapsaminda geleneksel yollarla tiretilen Erzincan Tulum
peynirinden LAB tiirleri izole edilmis ve molekiiler metotlarla tanimlanmistir. Takiben
secilen tiirlerde EPS iiretiminden sorumlu homopolimerik ve heteropolimerik eps
genleri PCR islemi ile tespit edilmis ve bu tiirlerde EPS {iretim miktar1 ve tiretilen
EPS’in monosakkarit kompozisyonu belirlenmeye ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglar
Erzincan Tulum peynirinin olusumunda rol alan LAB tiirlerinin ve bu tiirlerin EPS
iretiminin ortaya ¢ikarilmasi agisindan dnem tasimaktadir. Ayni zamanda yeni tiirlerin
bulunmasina paralel olarak gelecek caligmalarla ticari agidan tulum peynirinin
tiretiminin standardizasyonuna yonelik olarak yapilmasi planlanan faaliyetler bu tezin

bir diger onemli yOniinii yansitmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Erzincan Tulum Peynirinin Genel Ozellikleri

Erzincan Tulum peyniri, tulum peynirlerinin en bilineni olup iiretim miktari agisindan
Tiirkiye’nin 3. sirada olan bir peynir ¢esididir. Yar1 sert karakterde olan peynir,
Erzincan, Erzurum, Tunceli, Bingdl ve Elazig illeri yaylalarinda koyun siitiinden
geleneksel yontemlerle iiretilmekte olup, 3 ay ile 1 yil gibi uzun bir olgunlagsma
donemine sahiptir ve bu siireler i¢inde tiiketilmektedir (Cakmakgi, 2011). Erzincan
Tulum peyniri Erzincan Sanayi ve Ticaret Odas1 tarafindan 2000 yilinda cografi isaret
alarak koruma altina alinan ilk peynirimiz olup, peynirin tanimi Tiirk Patent Enstitiisii
tarafindan “Erzincan’in yiiksek rakimli, 90-100 c¢esit bitki zenginligine sahip
yaylalarinda beslenen Karaman koyunundan yilin besinci ve dokuzuncu aylari
arasinda alinan siitten 6zel islemle yapilan peynir” olarak tanimlanmistir (Cakir,

2012).

Akytliz (1981) tarafindan Erzincan Tulum peynirinin yapilist ve bilesimi {izerine
yapilan bir arastirmada, Erzincan, Tunceli ve Elazig illerinde piyasadan elde edilen 26
adet peynir drneginde yapilan gesitli fiziksel ve kimyasal analizlerin sonucu ortalama
olarak, kurumadde orant %62,71, kurumaddede yag orami %55,73, protein orani

%21,54 ve kurumadde de tuz %7,27 olarak bulunmustur.

Benzer sekilde, peynirin ortalama bilesimi Cakir (2011) tarafindan kurumadde:
%356,47, yag orani: %28,72, tuz orani: %?2,48, titrasyon asitligi: %0,90, pH degeri:
%4,59 olarak verilirken, Sengiil (2001), tarafindan yapilan bir arastirmada ise tulum
peynirlerinin fiziksel ve kimyasal analiz sonuglar1 ortalama olarak, kurumadde oran
%355,44, yag oran1 %29,82, tuz miktar1 %3,08, titrasyon asitligi %0,87, pH degeri 5,21,
toplam protein %18,35 olarak bulunmustur.

Erzincan Tulum peynirinin yapilisi, duyusal, kimyasal ve mikrobiyoljik 6zellikleri
tizerine yapilan bir bagka arastirmada ise; Erzurum ili ve ¢evresindeki Savak peyniri
isleyen gogebelerden ve Erzincan ili ve c¢evresindeki yaylalardaki iireticilerden
toplanan 26 adet peynir 6rneginde yapilan ¢esitli fiziksel ve kimyasal analiz sonuglari

ortalama olarak, kurumadde %53,21, yag miktar1 %28,20, protein oran1 %18,51, kiil



orani %4,73, tuz oran1 %3,44, % asitlik degeri %1,83 olarak bulunmustur (Kurt vd,
1991b).

Bostan (1991), farkli tarihlerde istanbul piyasasindan elde ettigi 38 drnekten, kegi
derisinde pazarlanan peynirler ile plastik bidonlarda bulunan peynirlerin duyusal,
kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine yaptig1 arastirmada; keci derisinde
pazarlanan peynirler ile plastik bidonlarda bulunan peynirler arasinda mikroorganizma

potansiyeli acisindan belirgin bir farklilik olmadigini belirtmistir.

Erzincan tulum peynirinin bazi fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri {izerine
Cakir (2011) tarafindan yapilan arastirmada, Erzincan ilindeki farkli satis
noktalarinda, plastik bidon ambalajlarda tiiketime sunulan 20 adet tulum peynirlerinde
yapilan mikrobiyolojik analiz sonuglar1 ortalama olarak TAMB sayis1 7,94 log kob/g,
maya kif sayisi 4,54 log kob/g, koliform bakteri sayis1 2,81 log kob/g olarak

bulunmustur.

Arict ve Simsek (1991) tarafindan, kiiltiir kullaniminin tulum peynirlerinin duyusal,
fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik Ozellikleri {izerine etkisinin incelendigi bir
calismada kontrol amaciyla ¢ig siitten dretilen tulum peynirlerinin 16. haftada yiiksek
oranda koliform bakteri ve koagiilaz pozitif Staphylococcus aureus igerdigi tespit

edilmistir.

Sengiil (2001), tulum peyniri 6rneklerinde ortalama 1,1x108 kob/g TAMB, <10,kob/g
— 3,5x10° kob/g arasinda koliform bakteri, ortalama 1,7x10° kob/g maya-kiif, en az
<10 kob/g en ¢ok 6,1x10% kob/g Staphylococcus aureus, ortalama 2,9x10° kob/g
lipolitik mikroorganizma, ortalama 4,0x10° kob/g proteolitik bakteri tespit etmistir.

Arslaner (2008) tarafindan yalnizca ¢ig koyun siitii kullanilarak tiretilen tulum peyniri
orneklerinde arastirilan koagiilaz (+) Staphylococcus aureus sayisi, 90. giinde 3,33

log kob/g olarak tespit edilmistir.

Kurt vd (1991a), tulum peyniri {izerinde yapmis olduklar1 arastirmada LAB sayisini
en az 1,8x10° kob/g, en ¢ok 3,8x10’ kob/g ve ortalama 8,6x10° kob/g olarak
belirlemislerdir. Sengiil (2001) yaptig1 bir aragtirmada tulum peynirinde bulunan LAB



sayisini en az 3,6x10° kob/g, en ¢ok 3,6x10° kob/g ve ortalama 3,3x107 kob/g olarak

bulmustur.

Erzincan Tulum peyniri tiretiminde, tulumun peynir ambalajlama materyali olarak
karakteristik bazi 6zellikler tagimasina ragmen peynirde mikrobiyal kalite yoniinden
onemli dezavantajlar tagidigi ve tuluma alternatif olarak peynir olgunlagtirilmasinda

birinci derecede seliiloz igerikli kilifin kullanilabilecegi belirtilmistir (Arslaner, 2008).

Ayrica, Erzincan tulum peyniri iiretiminde kullanilan koyun siitiiniin bu peynire has
arzu edilen karakteristik aromay1 6nemli derecede etkiledigi ve bu nedenle iiretimde

koyun siitiiniin tercih edilmesinin faydali olacagi bildirilmistir (Arslaner, 2008).

Erzincan Tulum peynirinin bilesimi ve mevcut {iretim teknigi iizerine yukarida
bahsedildigi gibi birgok arastirma yapilmistir. Ozellikle piyasadan elde edilen tulum
peyniri drneklerinin kalite niteliklerinin belirlendigi aragtirmalarda, hammadde, tiretim
kosullart ve ambalaj materyalinden kaynaklanan tiim dezavantajlarin ortadan
kaldirilmast i¢in Erzincan Tulum peynirinin standart ve modern bir iiretim teknolojisi

ile iiretilmesi gerektigi vurgulanmaigtir.

2.2 Peynir Endiistrisindeki Laktik Starterlerin Bashica Gruplan

2.2.1 Mezofilik starter kiiltiirler

Mezofilik kiiltiirler, genel olarak homofermentatif ve heterofermentatif Laktokok
tiirlerinden olusan ve optimum gelisme sicakliklar1 18-30°C arasinda degisen kiiltiirler
olup 45°C’nin lizerinde gelisme gosteremezler. Bu kiiltiirler, cogunlukla gesitli yayik
altt  esasli igeceklerin eldesinde, eksi kremadan tereyagi iiretiminde,
olgunlastirilmadan tiiketilebilen taze peynir ¢esitleri ile ok sayida yar1 sert ve sert tip
peynirlerin imalatinda kullanilirlar. Ayrica bazi peynir ¢esitlerinin yapiminda mezofil

Laktobasillerden de yararlanilmaktadir (Ugiincii, 2010).



Cizelge 2.1 Siit endiistrisinde kullanilan mezofilik kiltiirler (Wegner, 1981; Spreer,

1988)
Optimum

Mikroorganizmalar Gelisme Sicakhig Ku “flmlan

°C) Uriinler
Lactococcus lactitis subsp. lactis 28...32
Lactococcus lactitis subsp. cremoris 22...30 Tereyag,
Lactococcus lactitis subsp. diacetilactis 28...32 yayikalt
Leuconostoc mesenteroides subsp. 25 igecekler
cremoris i 1
Leuconostoc mesenteroides subsp. 25 Gesitl peynirier

dextranicum

2.2.2 Termofilik starter Kiiltiirler

Termofilik kiiltiirler, yogurt ve benzeri siit tiriinleri ile yapimlari sirasinda pihtist veya

telemesi 1sitilan sert tip peynir ¢esitlerinin tiretiminde kullanilirlar. Mezofilik kiiltiirler

gibi termofilik kiiltiirler de pH degerini disiirerek, antimikrobiyal ve gelismeyi

onleyici diger maddeler iireterek bakterisidal ozellik gosterirler. Glikolitik ve

proteolitik aktiviteleri Laktik Streptokoklara kiyasla daha yiiksektir ve ozellikle

termofil Laktobasiller proteini aminoasitlere kadar pargalayabilirler (Ugiincii, 2010).

Cizelge 2.2 Siit endiistrisinde kullanilan termofilik kiiltiirler (Wegner, 1981; Spreer,

1988).
Optimum

Mikroorganizmalar Gelisme Sicakhigi K-l-l “f‘mlan

°C) Uriinler
Streptococcus thermophilus 38...40
Lactobacillus delbrueckii subsp. 40. 45 Yogurt ve pihtisi
bulgaricus
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 40...45 haslanan gesitli
Lactobacillus helveticus 42 peynirler
Lactobacillus acidophilus ~37
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2.2.3 Non-Starter Laktik Asit Bakterileri

Peynirin olgunlasmasinda non-starter laktik asit bakterileri (NSLAB)’nin rolii tamamen
aydinlatilamamustir, ancak son donemde 6zellikle siit {iriinlerindeki Enterokok’larin
NSLAB olarak fonksiyonlar1 tizerinde durulmaktadir. Bu tiirler olgunlasma siirecinde
proteolitik ve lipolitik faaliyetleri neticesinde {iriiniin tat, yapit ve aromasinin
gelismesinde 6nemli roller oynayabilmektedir. Bununla birlikte bazi tiirlerin zaman
zaman kotii lezzet gelisimi gibi kusurlarada neden olabilecegi vurgulanmaktadir

(Fenelon vd, 1999).

2.3 Peynirde Bulunan Laktik Asit Bakterilerinin Peynir icin Onemi

Siit iirtinlerinin yapiminda genel ilke, siitlin bilesiminde bulunan temel besin maddeleri
olan, basta laktoz olmak {izere protein ve yagin belirli diizeylerde parcalanmasina
dayanir. Bu durumda en 6nemli gorev kiiltiir mikroorganizmalarina yani laktik asit
bakterilerine diismektedir. Bu bakterilerden tiriinler bazinda, belirli oranda laktik asit
ile tat ve aroma maddeleri olusturmalari, belli diizeyde proteoliz gergeklestirmeleri,
antimikrobiyal etkinlik gostererek istenmeyen ve patojen bakterilerin etkinliklerini
sinirlamalar1 ve bazi irlinler i¢in polisakkarit olusturmalar1 beklenmektedir. Bu
islevleri mikroorganizmalar gercekte, kendilerinin gelisme ve cogalmalari igin

gereksinim duyduklar1 besin maddelerini saglamak amaciyla yaparlar (Ugiincii, 2010).

Peynirin kendine 6zgii tat, koku ve yapisi {izerine, iiretimde kullanilan siitiin ¢esidi,
uygulanan teknolojik islemler, olgunlagma siire ve sicaklig1 gibi faktorlere ilaveten
starter kiiltiir olarak kullanilan mikroorganizmalarin tiirii de etkili olmaktadir.
Mikroorganizmalar siitte bulunan protein, laktoz ve siit yagin1 kullanarak meydana
getirdikleri metabolitlerle peynirlerin tat, koku ve yapisinin olusmasinda énemli rol
oynamaktadirlar. Bu nedenle siite starter kiiltliir olarak katilan veya siitiin dogal
mikroflorasinda bulunan laktik asit bakterileri peynir yapimin1 onemli derecede

etkilemekte ve peynirin kalitesi lizerine onemli derecede etki etmektedir (Sengiil,
2001).
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2.3.1 Asit iiretimi

Laktik asit bakterileri peynirde en ¢ok kullanilan kiiltiirler olup (Kosikowski, 1978;
Cogan ve Daily, 1987; Gilliland, 1988) temel islevleri asit olusturmak ve ayni
zamanda lezzet olusumuna katkida bulunmaktir (Tunail ve Kosker, 1986; Ozalp, 1988;
Olson, 1990). Genellikle sekerleri fermente ederek karakteristik fermentasyon tiriinii

olan laktik asit lireten laktik asit bakterileri asagidaki gibi iki guruba ayrilmaktadirlar.

Heterofermentatif LAB: Metabolik faaliyetleri sonucu heksozlardan COg, laktik asit,

asetik asit Uretenler.

Homofermentatif LAB: Heksoz sekerlerin fermentasyonu sonucu esas olarak laktik

asit Uretenler.

Laktik asit bakterileri laktik asit iireterek pH'y1r diisiirmek, diasetil gibi aroma
maddeleri  iiretmek, peynirin  olgunlasmasini  saglamak ve istenmeyen
mikroorganizmalar1 inhibe edici maddelerin tliretimi gibi amaglar i¢in kullanilmaktadir

(Al-Zoreky ve Sandine, 1991; Hammes ve Tichaczek, 1994).

Stite starter olarak katilan veya dogal olarak bulasan laktik asit bakterilerinin peynirin
yapimi ve olgunlagmasindaki en onemli islevlerinden biri laktozu fermente ederek
laktik asit olugturmalaridir. Olusan laktik asidin, siitlin peynir mayasiyla pihtilagmasi,
peynir altt suyunun ayrilmasi, yap1 ve lezzetin gelismesi, iirliniin patojenlere karsi
korunmasi ve iirlin dayaniminin artirilmasi lizerine olumlu etkileri bulunmaktadir.
Diger bir ifadeyle, laktik asit bakterilerinin faaliyeti sonucu artan asitlik peynir
yapimini her yonden etkilemekte ve dolayisiyla peynirin bilesimi ve kalitesi lizerinde

belirleyici olmaktadir (Fox vd, 1990).

2.3.2 Proteolitik aktivite

Starter kiltiirlerin teknolojik yonden Onemli islevlerinden biri de proteolizdir.
Proteoliz, diger bir anlatimla mikroorganizmalarin salgiladiklar1 proteolitik enzimlerle
proteinlerin parcalanmasi, starter bakterilerin asit olusturma islevi ve de iriiniin

duyusal dzellikleri agisindan oldukg¢a énemlidir (Ugiincii, 2010).

Cogu LAB’nin sahip oldugu proteolitik aktivite, hem bu mikroorganizmalarin

gelismeleri agisindan hem de 6zellikle siit iirlinlerinde tekstiir ve lezzet olusumu
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acisindan da biiyiik 6nem tagimaktadir (Van Den Berg vd, 1993). LAB tiirlerindeki
bir¢ok proteinaz ve peptidaz enzimlerinin kompleks etkisi toplam proteolitik aktiviteyi
olusturmaktadir (Kamaly ve Marth, 1989).

Olgunlagma siiresince meydana gelen proteoliz; LAB ve tesadiife bagli olarak bulunan
diger mikroorganizmalar, siit enzimleri ve siit proteinazlarinca gergeklestirilen

kompleks bir prosestir (Scolari vd, 1996).

Starter kiiltiirlerin proteolitik enzimleri (proteinazlar ve peptidazlar) peynirlerin
duyusal 6zelliklerine katkida bulunmaktadirlar. Bahsi gecen enzimler, peynir mayasi
enzimleri ile birlikte, kazeini kismen hidrolize ederek peynirde dokusal degismelere
neden olurlar. Ayni1 zamanda, bu etkinlikler sonucu olusan peptitler ve aminoasitler,
cesitli kimyasal degisimlere ugrayarak peynir lezzetine katkida bulunan yeni bilesikler
olustururlar ve peynirde bulunan ikincil floranin gelismesine ve beslenmesine

yardimet olurlar (Ugiincii, 2010).

2.3.3 Lipolitik aktivite

Starter bakteriler ayrica lipitlerin parcalanmasinda da rol oynarlar. Ozellikle hiicre
yiizeyine lokalize olan lipaz enzimlerinin etkinligi ile siit yag1 hidrolize olarak yag
asitleri ve gliserine; yag asitleri de keton, ester ve aldehitlere pargalanirlar ve olusan

bu par¢alanma triinleri de peynir aromasina katki saglar.

Laktik asit bakterilerinin lipolitik aktivitesi tiir ve cinslere gore farklilik gdsterir ve
starter bakteriler siit yagini oldukga yavas hidrolize ederler. Mezofilik starter bakteriler
mono ve digliseritleri hidrolize edebildigi halde, tri gliseritler iizerine olan etkileri

yetersizdir. Termofilik starter bakteriler ise yeterli diizeyde lipolitik etki gosterirler.

Siit ve siit iirlinlerinin birgogunda serbest yag asitlerinin olusumu istenmezken, diger
bilesenlerle birlikte karakteristik peynir aromasini meydana getirdiklerinden dolay1

baz1 peynir gesitlerinde bu asitlerin olusumu arzu edilmektedir (Ugiincii, 2010).

2.3.4 Tat ve aroma bilesikleri olusumu

Starter bakterilerin diger 6nemli bir islevi de, aroma maddelerini olusturmalaridir.

Peynirde tat ve kokunun olusmasinda en biiyiik etken proteoliz sonucu olusan peptitler,
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aminoasitler ve bunlarin parcalanma {irlinleridir. Aminoasitlerden triptofan, glisin,
histidin, arginin, asparajin asit, lisin, tirosin ve serin’in koku ve tat iizerinde belirgin

bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Ugiincii, 2010).

2.3.5 Antimikrobiyal 6zellik

Ozellikle ¢ig siitten islenmis ve olgunlasma siirecini tamamlamamis peynirlerde bazi
patojen mikroorganizmalarin gelismesi ve insan sagligini olumsuz etkileme riski
yiiksektir. Ancak, peynire siitten gelen veya yapim asamasinda bulasan patojen
mikroorganizmalar ile saprofit bakterilerin gelisimi, etkin bir starter kiiltiir faaliyeti ile
engellenebilmektedir. Starter kiiltiirlerin bu  6zelligi, gelismeleri sirasinda
olusturduklar1 ¢esitli bilesiklerden kaynaklanmaktadir. S6z konusu bilesiklerden en
onemlileri: Laktik asit, asetik asit, sitrik asit, propiyonik asit, hidrojen peroksit, ¢esitli

ucucu yag asitleri, antibiyotikler ve bakteriyosinlerdir.

Biyokoruyucular olarak isimlendirilen ve LAB’nin 6nemli metabolitlerinden olan
bakteriyosinler, Gram (+) bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen, kismen
dar spektrumda bakterisidal aktivite sergileyen, kiiciikk yapili, 1siya dayanikli, aktif
proteinlerdir (Thomas ve Wimpenny, 1996). Bunlarin birgok patojen veya bozulma

etkeni Gram pozitif bakterilere kars1 bakteriyosidal etkilerinin oldugu belirlenmistir.

Peynir iretimi agisindan onemli LAB tiirlerinin istenen bir diger o6zelligi de

ekzopolisakkarit tiretimidir ve bu konuya genel bir baglik altinda deginilmistir.

2.4 Mikrobiyal Polisakkaritler

Polisakkaritler, gezegenimizdeki en Onemli biyolojik yapilardan biridir.  Bu
biyopolimerlerin biyolojik olaylar agisindan birgok hayati fonksiyonlari vardir.
Benzer olarak enerji depolama materyali olarak kullanilirlar ve bakterilerin hiicre
duvar1 materyalinin esas komponentlerinden biridirler. Ornegin, teikoik asit,
teikuronik asit, lipopolisakkaritler ve peptidoglukan gibi bakteriyel hiicre duvari
kompanentleri polisakkaritlerden olusur. Arkea, alg, fungi, bakteri ve mayalar1 da
iceren ¢ogu prokaryotik ve dkaryotik organizmalar, ekstraseliiler polisakkaritler olarak
tanimlanan cesitli farkli yapili hiicre duvari yapilarin1 da igine alan polisakkaritleri

tiretebilirler. Bu terim, dig hiicre ylizey tabakasi haricinde bakteriyel ve mikrobiyel
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hiicreler tarafindan ftiretilen polimerleri ifade etmektedir. Bakteriler, teknolojik ve
endiistriyel uygulamalarda hiicre dis1 polisakkaritlerin iiretimi i¢in organizmalarin ana

grubunu olusturmaktadirlar.

Hiicre dis1 polisakkaritler kapsiiler polisakkaritler (CPS) olarak tanimlanan bakteriyel
hiicre yiizeyine ya siki siki tutunabilen ya da ekzopolisakkaritler (EPS) olarak
tanimlanan bakteriden tamamen kopan veya bakteriyel hiicrelere gevsek bir sekilde
baglanabilen hiicre disin1 ¢evreleyen polisakkaritler olarak iki sekilde tanimlanirlar.
Mikrobiyel EPSler, kimyasal komposizyonuna gore heteropolisakkarit ve
homopolisakkarit olarak iki gruba ayrilirlar ve yapilarinda biiyiik cesitlilik gosterirler.
Homopolisakkaritler, farkli baglantilarla tekrarlayan birim yapilarinda ayni seker alt
birimlerinden olusur. Homopolisakkaritler agiza ait Streptococci ve Escherichia coli
gibi Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin dis kapsiil tabakasinin bir pargasi
olabilir ya da Acetobacter spp. tarafindan {iiretilen bakteriyel selilloz gibi salgi
materyalinin ¢evresine salgilanabilirler. Mikrobiyal homopolisakkaritlerin en 6nemli
orneklerinden biri dekstrandir. Dekstranlar, tipta genis yelpazede uygulama alanina
sahiptirler ve Leuconostoc mesenteriodes tarafindan tiretilirler. Benzer olarak farkli
LAB tiirleri de homopolimerik EPS {iretir. Heteropolisakkaritler, iki ya da daha fazla
cesit seker alt birimleri, substiye sekerler, diger organik ve inorganik molekiillerin
meydana getirdigi tekrarlayan birimlerden olusurlar. Mikrobiyal
heteropolisakkaritlerin yaygin 0Ornegi, peptidoglukandir. Peptidoglukan, hiicre
duvarinin esas kompanentidir ve N-asetilglukozamin ve N-asetilmiiramik asit
birimlerinin tekrarlayan iinitelerinden olusur. EPS’nin yapisal 6zellikleri ve dogal
bilesenlere olan talep nedeniyle son yillarda 6zellikle gida endiistrisi basta olmak iizere
kimya, farmasétik ve tip alaninda EPS’e olan ilgi artmistir. Bakteri hiicrelerinin
kurumasindan, antibiyotiklerden, fagositoz ve faj saldirilarindan bakteriyel hiicreleri
koruma gibi birka¢ fonksiyona sahip olan bakteriyel EPS’in biyofilm olusturmada
onemli bir role sahip oldugu diistiniilmektedir. EPS’ler benzersiz fizikokimyasal
ozelliklerinden dolayr emiilgator, stabilizatéor ve kivam arttirict olarak gida
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Dekstranlar, ksantan, gellan, pullulan,
maya glukanlar1 ve bakteriyel aljinatlar gida formiilasyonlarinda yillardir kullanilan
bazi mikrobiyal EPS 6rnekleridir. Son donemlerde, EPS’in bagisiklik sistemini olumlu

yonde etkiledigine dair yayinlanan veriler EPS’e olan ilgiyi arttirmigtir. EPS’nin
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antitiimor, antiviral, iltihap soktiiriicii ve antioksidan ajan gibi énemli rollerininde

bulundugu rapor edilmistir.

Laktik asit bakterileri, GRAS olarak tanimlandig1 i¢in bakteriler arasinda en énemli
gruptur. Ayrica, karbonhidrat metabolizmasinin son {iriinii olarak laktik asit
olusturmalar1 bu grubun iiyelerinin baglica ayirt edici 6zelligidir. LAB’dan elde edilen
EPSler, pastacilik sektoriinde ve ekmek, peynir, yogurt gibi fermente siit tiriinlerinin
duyusal, tekstiir ve reolojik 6zelliklerini gelistirmek amaciyla gida endiistrisinde genis
bir alanda kullanilmaktadirlar. Ayrica, siit tirinlerinin formiilasyonlarinda daha az yag
kullanimin1 ve tadin daha iyi algilanmasini saglamaktadirlar. Boylece EPS kullanimi
gida formiilasyonlarindaki toplam maliyeti azaltmaktadir. Buna ek olarak, LAB’den
elde edilen EPS’in kan kolesterol seviyesini diisiirdiigii, immiin sistemi uyarici
aktiviteye sahip oldugu ve antitiimor etkilerinin oldugu saglik arastirmalart sonucunda

rapor edilmistir.

Gegmis yirmi yilda, yogurt gibi siit iiriinlerinin teknolojik ve reolojik ozelliklerini
gelistirmek icin siit starter kiiltiirlerinden {iiretimlerinin arastirilmasi, biyosentez
mekanizmalari, yapilar1 ve yeni polimerlerin belirlenmesi LAB’tan iiretilen EPS ile
ilgili baghica yapilan arastirmalardir. EPS alaninda son zamanlardaki gelismeler,
konak-bakteri, bakteri-bakteri interaksiyonundaki EPS’in rolleri ve bagirsakta ortak
yasayan bakteriler tarafindan iretilen kapsiiler EPS’in biyosentez mekanizmasi ve

yapist EPS’e olan ilgiyi daha da arttirmistir.

2.5 Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Ekzopolisakkaritler

LAB’leri, hayvan ve insanlarin mide-bagirsak yolunu iceren ve genis cesitlilikte
habitat1 olan Gram pozitif bakterilerdir. Siit ve diger fermente gidalarda énemli bir rol
oynamaktadirlar (Remus vd, 2012) ve gida endiistrisinde sadece gida fermantasyonlari
icin starter kiiltiir olarak degil, ayn1 zamanda gida formiilasyonlarinda gida katkisi
olarak da kullanilmaktadirlar. Daha da Onemlisi, ticari probiyotiklerin biiyiik
cogunlugu LAB’lerinin tiyeleridir. Probiyotikler canli mikroorganizmalardir ve uygun
miktarlarda alindiklarinda konakgiya saglik acisindan fayda saglamaktadirlar.
Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis ve yaklasik olarak 30 Lactobacillus

susunda LAB’nin birka¢ tiirlintin EPS {irettigi gozlemlenmistir. Bunlar gida
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endiistrisinde yag ikamesi, emiilgator, stabilizator, kalinlastirici ve diger onemli
amaglar i¢in kullanilmaktadir (Badel vd, 2011; Broadbent vd, 2003). LAB’leri de hem

homopolimerik hem de heteropolimerik EPS sentezleyebilmaktedirler.

LAB’in homopolisakkaritleri ya glukanlar veya dekstranlar (Sekil 2.1) olarak
tanimlanan glukoz {nitesinden ya da fruktanlar veya levanlar olarak tanimlanan

fruktoz birimlerinden olusmaktadirlar (De Vuyst ve Degeest, 1999).

Fruktoz ve glukoz koklerinin dallanma pozisyonu ve glikozidik baglanmalarin

cesitliligi sonucunda yeni homopolisakkaritler olusur.

Sgﬁ
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Ghikoz iiniteleri ﬁ:ﬂ%

Sekil 2.1 Lactobacillus fermentum, L. sakei, L. parabuchneri ve L. hilgardi tarafindan

uiretilen glukoz birimlerinden olusan homopolisakkarit dekstranlarin kimyasal yapisi
(Badel vd, 2011)
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Heteropolisakkaritler farkli seker momonerlerinden olusmaktadirlar. Fakat genelde {i¢
ana seker monomerinden olusurlar ve bu sekerler ramnoz, glukoz ve galaktozdur
(Sekil 2.2) (De Vuyst ve Degeest, 1999). Bununla birlikte heteropolisakkaritlerdeki
cesitlilik monosakkarit sayisinin yani sira bu monomerler arasindaki baglantilardan
kaynaklanir ve ayn1 zamanda LAB’lerin heteropolisakkaritlerinin tekrarlayan ana
birim yapilarindaki karbonhidrat olmayan kompanentleri farkli tiirler tarafindan

tiretilen farkli EPS’lerin olusumunu saglar (Badel vd, 2011). Bir dis katman gibi hiicre
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yiizeyine sikica baglanmis LAB’nin kapsiiler EPS’sini ve cevreye direk olarak

salgilanan LAB’nin hiicre dis1 EPS’sini birbirinden ayirmak 6nemlidir.
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Sekil 2.2 L. rhamnosus RW-9595M ve R (Glc, Glukoz; Gal, Galaktoz; Rha, Ramnoz
and p, piranoz) tarafindan iretilen glukoz, galaktoz ve ramnozdan olusan tipik
heteropolimerik EPS yapis1 (Van Calsteren vd, 2002)

LAB’nin EPS’sine olan asil ilgi hiicre dis1 EPS ile ilgilidir ve bunlardan birkaci
dekstranlar gibi ticari lirlinlerdir ve bunlar, kimyada jel filtrasyon ve kromotografi
islemlerinde (Sephadex columns); tipta ise kan plazmasi ikamesi (Dekstran 70) olarak
genis bir alanda kullanilmislardir (Badel vd, 2011; Monsan vd, 2001). LAB’lerinin
EPS’leri ayn1 zamanda gida bilimi ve gida endiistrisi ile alakalidir ve vizkozlastirici,
stabilize edici, emiilsifiye edici maddelerdir. Fermente ve fermente olmayan gida
riinlerinin tekstlirel ve yapisal oOzelliklerindeki rollerinden dolayr biiyiik ilgi
¢ekmislerdir (Remus vd, 2012). LAB’leri tarafindan iiretilen birincil homopolimerik

ve heteropolimerik EPS yapilarinin bazi 6rnekleri Sekil 2.3’te gosterilmistir.
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Sekil 2.3 LAB’nin birincil EPS yapisi: a, Lactobacillus spp. G-77 (Duenas-Chasco vd,
1998) (homopolisakkarit); b, Lactobacillus helveticus TY1-2 (Yamamoto vd, 1994);
¢, Streptococcus thermophilus SFil2 (Lemoine vd, 1997); d, Lactobacillus
acidophilus LMG9433 (Robijn vd, 1996a); e, Lactococcus lactis rhamnosus KL37B
(Gorska-Fraczek vd, 2011) (heteropolisakkarit). Glc, glucoz; Gal, galactoz; GIcNAc,
N-acetil-glukozamin; Rha, ramnoz; Ac, A, asetil; p, piranoz sekli; f, furanoz sekli; D-
ve L- konfigurasyonunu gosterir.
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Tersine LAB’nin hiicre yiizeyi ile baglantili olan EPS’in (kapsiiler) rolii belirsiz
kalmistir. Kapsiiler EPSler, bakteri-bakteri ve bakteri-konak interaksiyonlarinda ¢ok
onemli bir rol oynamaktadirlar. Aslinda, patojenik bakterilerde kapsiiler polisakkarit
olusumundaki rolii kapsamli bir sekilde ¢alisilmistir ve bu bakterilerin patojenligi,
fagositoza bir dogal bariyer gorevi goren kapsiil olusumu ile ilgilidir (Garcia vd, 2000).
Bunaragmen, LAB’de EPS ile iligkili olan hiicre yilizeyinin kesin gérevine heniiz karar
verilebilmis degildir. LAB’lerinin EPS ile baglantili olan hiicre ylizeyinin potansiyel
biyolojik rolleri son zamanlarda birka¢ ¢alismada gosterilmistir. Iltihabi bagirsak
hastalig1 olan (IBD) farenin bagirsagindan izole edilen bir sus olan L. johnsonii 142
den iiretilen EPS’in yapis1 kisa siire once tespit edilmistir. Saglikli fareden izole edilen
L. johnsonii 151 hiicresinden EPS’e kars1 bir reaksiyon olmazken; IBD’li fareden izole
edilen L. animalis’in EPS’si, L. johnsonii 142’nin biitiin hiicrelerine kars1 antikorlari
capraz tepkime gostermistir (Gorska vd, 2010). Bu olay, IBD’de iltihabi islemlerle
ilgili konak tepkilerini etkileyebilen EPS’in yapisini ortaya koyabilir. Ayrica, L. casei
shirota’dan elde edilen EPS, konak sinyalizasyon mekanizmasinda EPS’in 6nemli bir
roliinii gosteren makrofajlar, pro-inflamatuar tepkileri baskilamistir (Yasuda vd,
2008). Diger bir iyi bilinen probiyotik organizma L. rhamnosus GG’dir. Muhtemelen
bakteriyel hiicre yiizeylerinde adhezyon bolgelerinin ortaya ¢ikmasindan dolayi hiicre
yiizeyinde galaktozca zengin EPS’1t kaybi bagirsak epitelyum hiicrelerine
baglaniminin artmasina neden olmus ve bu EPS’nin biyofilm olusturmada 6énemli bir

rol oynadig1 da gozlemlenmistir (Lebeer vd, 2009).

Benzer sekilde insan bagirsagindan elde edilen L. johnsonii NCC 533°de kapstiler EPS
tabakasinin kaybi, rodent bagirsaklarinda kaliciligin azalmasi ile sonuglanmistir
(Denou vd, 2008). Bununla birlikte, EPS ile in vivo kolonizasyon ve in vitro ¢okelme
ozelliklerinin korelasyon i¢inde olabilecegi rapor edilmistir (Walter vd, 2008). LAB
gibi kommensal bakterilerin kapsiiler polisakkaritlerinin roliiyle (Tzianabos, 2000),
immun modiilasyonunda patojenik bakterilerin kapsiiler polisakkaritlerinin roliiniin
bilinmesi arasinda biliyiik bir farklilik vardir. Ancak yapilan arastirmalar,
Bifidobakteriler ve LAB’mn EPS’siyle baglantili olan hiicre yiizeylerinin immun
modiilasyonu aktivitelerini de igerdigini ortaya ¢ikarmistir (Fanning vd, 2012;
Hidalgo-Cantabrana vd, 2012). L. plantarum’un kapsiiler polisakaritlerinin konakg1

immun hiicrelerinin immun tepkilerini azalttig1 gosterilmistir.
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2.6 Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Sentezlenen Ekzopolisakkaritlerin
Biyosentezi

Bir¢cok LAB susu, farkli yapilarda homopolimerik ve heteropolimerik EPS’1 genis bir
cesitlilikte iiretir ve bu olay tekrarlayan EPS birimlerinin {iretimi i¢in gerekli 6zel
glikoziltransferaz enziminin dogasina baghdir. LAB tiirlerinde EPS iiretiminin
biyosentez mekanizmasi oldukg¢a benzerlik gosterebilir (Jolly ve Stingele, 2001).
LAB’de heteropolimerik EPS biyosentezi kompleks bir prosestir. Bu kompleks proses,
eps gen kiimeleri tarafindan kodlanan birka¢ gen iiriinii i¢in 6zel roller icermektedir.
Ayrica bu proses, birkag ekspresyonu degismeyen temel gen tiriinlerinin fonksiyonunu
da gerektirir (Laws vd, 2001). Benzer sekilde, sitoplazmada ekspresyonu degismeyen
temel gen iiretimi, homopolimerik EPS iiretimi icin bir baslangi¢c noktasidir. Fakat
yalnizca tek 6zel gen liriinii heteropolimerik EPS’yle kiyaslanan {iriin i¢in gereklidir.
EPS iiretimi i¢in 6zel gen kiimeleri, Lactococcus gibi mezofilik LAB cinsleri igin
plazmide yerlesmis durumdayken, Streptococcus ve Lactobacillus gibi termofilik
cinsler igin ise kromozama yerlesmis durumdadir (Laws vd, 2001). Ayrica
Lactobacillus casei CGl11’nin EPS iretiminin bir plazmidle baglantili oldugu
gosterilmistir. Fakat diger bir L. casei susunun EPS iretiminin kromozomlarla
baglantili oldugu belirtilmistir (Dupont vd, 2000; Kojic vd, 1992). EPS biyosentezi
icin ilk ana element, hiicre metabolizmasinda katabolik seker degresasyonunun son

tirlinii olan glukoz-6-fosfattir (Welman ve Maddox, 2003) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Sitoplazmada laktoz, galaktoz ve glukozun doniisiimii yoluyla LAB’1n EPS
tiretiminin detayli sematik gosterimi. Baz1 modifikasyonlarla uyarlanmigtir. (Welman
ve Maddox, 2003) (PEP-PTS: Fosfoenol piruvat: karbonhidrat fosfo-transferaz
sistemi).

Ekspresyonu degigsmeyen temel gen {iriinii, fosfoglukomutaz enzimidir. Sonra, glukoz-
6-fosfat, glukoz-1-fosfata doniisiir (Laws vd, 2001). Glukoz-1-fosfat iiretimi ve
heteropolisakkarit biyosentezi icin gerekli olan hiicre yiizeyinin i¢ kisimlarina lipit
tastyicisinin - biyosentezi; EPS iiretiminde ekspresyonu degismeyen temel gen
enzimlerinin rollerini gdsteren 6rneklerdir. Bu lipit tasiyicilari; PG (Peptidoglycan
layer), teikhoik asitler, lipoteikoik asitler gibi hiicre kilif yapisinin bir araya
gelmesinden olusmaktadir (Broadbent vd, 2003; Delcour vd, 1999). Son olarak,
glukoz-1-fosfattan seker niikleotidlerin olusumu, ekspresyonu degismeyen temel
enzimleri igeren heteropolisakkarit iiriinler i¢in gerekli bir prosestir (Laws vd, 2001)
(Sekil 2.4). Ornegin; UDP-glukoz pirofosforilaz ve dTDP-glukoz pirofosforilaz
araciligiyla glukoz-1-fosfat UDP-glukoz ve dTDP-glukoz seker niikleotidlerine
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doniistir (Welman ve Maddox, 2003). Seker niikleotidlerinin iiretimi i¢in degisik gen
kodlayici enzimler, farkli LAB suslar1 i¢in de belirlenmistir (de VVos ve Vaughan,
1994; De Vuyst ve Degeest, 1999; Grobben vd, 1996; Kleerebezem vd, 1999; Peant
vd, 2005). Ornegin, bes L. rhamnosus susunun eps kiimesinin, prekursér dTDP-
rhamnozun biyosentezi i¢in gerekli genleri barindirdigi gosterilmistir (Lebeer vd,
2009; Peant vd, 2005). Bu seker niikleotidleri, monosakkaritlerin polimerizasyonu ve
diger tip monosakkaritleri liretmek i¢in heteropolimerik EPS biyosentezinin seker ara
cevriminde (epimerizasyon, dekarboksilasyon ve dehidrajenasyon) gereklidir (De
Vuyst ve Degeest, 1999).

Ekspresyonu degismeyen temel genler ve eps kiimelerine yerlesen 6zel genler
tarafindan seker niikleotidlerinin {iretimi yapildiktan sonra, tekrarlayan birimli
monosakkarit topluluklar1 seker niikleotidlere aktive olur ve EPS {iretiminin sonraki
adimlart sirasiyla spesifik glukoziltransferaz ve spesifik enzimler tarafindan
gerceklestirilir (De Vuyst ve Degeest, 1999). LAB’de eps gen kiimeleri tarafindan
kodlanan bu 6zel enzimler, birkag LAB tiirii i¢in belirlenmistir (Jolly vd, 2002; Nierop
Groot ve Kleerebezem, 2007; Stingele vd, 1996; Van Kranenburg vd, 1997).
Glukoziltransferaza ek olarak bu eps kiimeleri, zincir uzunlugunun belirlenmesi ve
seker biyosentezinin diizenlenmesiyle baglantili olan birka¢ 6nemli gen kodlayici
enzimleri biinyesinde bulundurur. Bu genlerin {irinleri zincir uzunlugunun
belirlenmesi; polimerizasyon, disa verme (export) ve tekrarlayan birimlerin

biyosentezi i¢in gereklidir (Badel vd, 2011).

Glukoziltransferazlar, EPS iceren polisakkaritler, oligosakkaritler ve disakkaritlerin
biyosentezini i¢eren prokaryotik ve Okaryotik enzimlerdir. Bu enzimler, genellikle
niikleotid sekerleri aktive olan donér molekiillere transfer ederler. Bu donor
molekiiller, bir seker fosfat ya da bir disakkarit olabilir. Spesifik akseptor molekiilleri,
glukoziltransferaz enziminin yapisina bagli olarak yeni glukozidik baglarin
olusumuyla meydana gelen seker monomerleri ya da lipit tasiyict molekiilleri ya da

biiyiiyen bir karbonhidrat zinciri olabilir (Saxena vd, 1995).

Eger glukoziltransferaz bir a-glukoziltransferazsa, dondr seker kalintilarinin anomerik
konfigurasyonu a baglantilar1 ile bir arada tutulacaktir. Eger glukoziltransferaz bir 3-

glukoziltransferazsa, dondr seker bilesenlerleri anomerik konfigurasyonuna
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dontisecektir. (Lairson vd, 2008; Maria Laura Werning, 2012). Glukoziltransferazlar
etki mekanizmasina bagli olarak ilerleyen (prosesif) ve ilerlemeyen enzimler (non-
prosesif) olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Ilerleyen enzimler, akseptorlere seker
artiklarin1  transfer edebilen enzimlerdir. Ilerlemeyen enzimler ise akseptor
molekiillere tek bir seker kalintisinin transferini katalizleyebilen enzimlerdir (Saxena
vd, 1995). ilerleyen ve ilerlemeyen glukoziltransferazlar, LAB’m homopolimerik ve

heteropolimerik EPS i¢in tekrarlayan birim yapilarinin biyosentezinde gereklidir.

Heteropolimerik EPS {iretiminin ilk adiminda glukoziltransferaz, izoprenoid lipit
tastyicisina ilk seker niikleotidlerini baglar. Bu olayr glukoziltransferazla
iligkilendirilen seker niikleotidlerin eklenmesi takip eder. Glukoziltransferazlar,
LAB’da EPS’nin tekrarlayan birimlerine sekil vermek icin eps gen kiimelerinde
kodlanirlar (De Vuyst ve Degeest, 1999).

Polimerizasyon
ve disa aktarma
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Sekil 2.5 L. lactis NIZO’nun EPS biyosentez modeli (Van Kranenburg vd, 1997).
De Vuyst ve arkadaslarindan uyarlanmistir (De Vuyst ve Degeest, 1999).

EPS’nin tekrarlayan birim yapilar1 igin spesifik seker niikleotidleri, enzimler
tarafindan bir araya getirilirler. Bu enzimler, LAB’1n ekspresyonu degismeyen temel
genlerinde veya spesifik eps gen kiimelerinde kodlanabilirler. LAB’n ekspresyonu

degismeyen temel genleri ve eps gen kiimeleri, sitoplazmanin seker havuzunda seker
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niikleotidleri olusumu igin ara ¢evrimde gereklidir (Broadbent vd, 2003). Bir UDP-
glukoz 4-epimeraz olan enzim Orneklerinden birisi de GalE’dir. UDP-glukoz 4-
epimeraz, UDP-glukoz and UDP-galaktozun ara ¢evrimini katalize eder. UDP-glukoz
ve UDP-galaktozun her ikisi de Streptococcus thermophilus’da EPS’nin tekrarlayan

birim yapilarinin olusumu igin gereklidir (Delcour vd, 1999; Stingele vd, 1999).

Hiicre zarmin i¢ kismindan zarin i¢ kismina dogru tekrarlayan birimlerin disa verilmesi
ve polimerizasyonu diger bir adimdir. Temelde, eps gen kiimelerinde kodlanan ii¢
farkli protein vardir ve bu proteinler disa verme ve polimerizasyon prosesini
gerceklestirirler. ilk olarak, flippaz ya da transkolaz, membranm sitoplazmik
yiizeyinden membranin periplazmik yiizeyine lipit tasiyici tekrarlayan birim
komplekslerini tagir. Ikinci olarak, polimeraz bu tekrarlayan birimlerin bilesimini
katalizler. Son olarak zincir uzunlugu saptama proteini, son EPS’nin zincir
uzunlugunu da belirleyen disa verme ve polimerizasyon prosesini durdurmak i¢in lipit

tastyici-tekrarlayan birim kompleksleri koparir (Laws vd, 2001).

Tirozin Kinaz gibi bazi gen iriinleri de son EPS’nin zincir uzunlugunun
belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Cieslewicz vd, 2001; Morona vd, 2003; Morona
vd, 2000). Daha sonra bu EPS polimerleri ya hiicre dis1 EPS olarak direk olarak
gevreye salgilanir ya da kapsiiler EPS olarak hiicre ylizeyine tutunmus olarak kalir (De
Vuyst ve Degeest, 1999). Gram pozitif bakterilerde bazi polimerler hiicre yilizeyinden
aciga c¢ikmasina ragmen, kapsiiler EPS’nin ¢ogunlugu kovalent baglarla membran
kompanentlerine ya da peptidoglukana baglanmis olarak kalir (Yother, 2011). Hiicre
yiizeyine EPS’nin baglanma mekanizmas1 ve c¢evreye direk olarak salgisi heniiz
bilinmemesine ragmen, Gram negatif E. coli’de dis membran proteini Wzi’nin
kapsiiler EPS’nin birlesme yiizeyini igerdigi gozlemlenmistir. Bu proteinin
yoklugunda dis ¢evreye salgilanan polimer miktarinda artig gozlemlenmistir (Rahn vd,
2003). LAB’da son EPS’nin lokasyonunun belirlenme mekanizmasi ileriki

tanimlamalar icin gereklidir.

Homopolimerik EPS iiretimi daha az komplekstir. LAB dekstran, levan ve reuteran
gibi homopolimerik EPS’nin farkli ¢esitlerini iiretme yetenegine sahiptirler (Badel vd.,
2011; Donot vd, 2012; Kralj vd, 2004a). Dekstranlar, mikrobiyal aktiviteyle iliskili

olan seker kamisi suruplarinin peltelesme prosesinde ilk defa Pastor tarafindan
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kesfedilmistir ve peltelesme prosesine sebep olan iirlinlerin pozitif donel giiclinlin bir
sonucu olarak iirin ‘‘dekstran’’ terimiyle ifade edilmistir (Van Hijum vd, 2006).
LAB’lerinde homopolisakkaritlerin yapis1 farkl glikozidik bagh ya glukoz birimleri
ya da fruktoz birimlerinden olusur. Lineer olmasi, dallanma noktalarindaki ¢esitlilik
ve sayisi, monosakkarit zincirlerinin farkli uzunluklari, molekiil kiitlesi ve
glukoziltransferazin roliine dayanan konformasyonuna gore degisiklik gosterebilir
(Van Hijum vd, 2006). Homopolisakkaritlerin biyosentezi ya sitoplazmada ya da hiicre
disinda gerceklesir (Donot vd, 2012). igerde, ilgili glukoziltransferazlar aktive olmus
monosakkarit molekiillerini bir glukozidik bag olusturarak akseptor molekiiliine
transfer eder (Badel vd, 2011; Broadbent vd, 2003). Hiicre dis1 glukoziltransferazlar,
kiiltiir ortaminda slikrozun degredasyonunu katalize ederler. Polisakkarit olusturmak
amactyla akseptor molekiillerine glukozil kalintilarini transfer etmek i¢in degredasyon
prosesinde ortaya ¢ikan enerjiyi kullanirlar (Badel vd, 2011). Homopolisakkaritlerin
hiicre i¢i biyosentezi, iiretimlerini limitleyebilen bazi1 ekpresyonu degismeyen temel
enzimlerin fonksiyonu i¢in gereklidir (Broadbent vd, 2003). Genellikle Lactobacillus
tiirlinlin suslar1 homopolisakkarit tip iniilin veya levan gibi fruktanlari ya da glukanlar
gibi dekstranlar iiretirler. Tek glukoziltransferazlar ve fruktoziltransferazlar gtf ve ftf
genleri tarafindan kodlanirlar. Gtf ve ftf genleri, sirasiyla glukan ve fruktan
tretiminden sorumludurlar ve her enzimin konformasyonuna bagli olarak farkl
baglantilarla baglanmislardir (Badel vd, 2011; Cote vd, 2012; Kralj vd, 2004a; Kralj
vd, 2002; Van Hijum vd, 2002; Walter vd, 2008). Mikrobiyal glukanlar, glukoz
birimleri arasindaki glukozidik baglara bagli olarak iki gruba ayrilirlar. a-glukanlar, -
glukanlar ve farkli birkag¢ glukan LAB i¢in tarif edilmistir. Tersine, LAB i¢in B-(2—6)
baglantili levan ve B-(2—1) baglantili iniilin tip olmak iizere sadece iki farkli fruktan
karakterize edilmistir (Korakli ve Vogel, 2006). GTF (Glycosyltransferase) ve FTF
(Fructosyltransferase) enzimleri monosakkaritleri transfer eder ve farkli baglantilarla
onlar1 polimerize eder ve sonug olarak gida endiistrisinde 6nemli bir rolii olan LAB

tarafindan farkli homopolisakkaritler tiretilir.

2.7 Laktik Asit Bakterilerinde Ekzopolisakkarit Uretiminin Genetigi

Heteropolimerik EPS iiretiminden &zel bir eps gen kiimesi sorumlu iken

homopolimerik EPS iiretiminden tek bir gen sorumludur. Homopolimerik glukanlarin
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ve fruktanlarin tiretimi i¢in gtf ve ftf genlerini birkag LAB’in kodladig1 gosterilmistir
(Kralj vd, 2004a; Kralj vd, 2002; Schwab ve Ganzle, 2006; VVan der Meulen vd, 2007;
Van Leeuwen vd, 2008). Baz1 LAB’leri genomlarinda birden fazla gtf geni de
bulundurabilir (Korakli ve Vogel, 2006). GTF ve FTF’lerin amino asit dizilimlerinin
kiimelenme analizlerine dayanarak GTF’ler arasindaki benzerlik diisiik iken FTF’ler
yiiksek oranda benzerlik gostermektedirler (Korakli ve VVogel, 2006). Bu nedenle LAB
tiirleri sinirhi farklilikta fruktan tiretebilmektedir. GTF genleri ve enzimleri alt1 farkli
Lactobacillus susunda arastirilmistir ve kromozom igerisinde gtf genlerinin
lokasyonunun bu alt1 sus i¢in olduk¢a degisken oldugu tespit edilmistir. Fakat bu gtf
genlerinin komsu transpoz homologlarnin oldukga sik oldogu rapor edilmistir (Kralj
vd, 2004a). Ayni arastirmacilar genel yapisi asagidaki gibi olan alti farkli GTF
aminoasit dizilimi bulmuslardir. GTF’lerin yapist @) Tipik bir gram pozitif sinyal
peptidi; b) degisken bolge (Kralj vd, 2004a); c) enzimatik aktivite i¢in gerekli katalitik
bolge; d) varsayilan bir glukan baglanma alan1 (Kralj vd, 2004b) (Sekil 2.6). LAB’da
GTF enzimlerinin bu genel yapist farkli LAB’larin otuzdan fazla GTF i¢in daha

onceden rapor edilmis ve genel yapisi Sekil 2.6’da gosterilmistir.

|
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Sekil 2.6 GTF’lerin genel yapisinin sematik gosterimi; A) N-ucu sinyal boliimii, B)
degisken bolge, C) katalitik alan, D) glukan baglayict alan (Monsan vd, 2001)

Homopolimerik EPS iiretiminin tersine, heteropolimerik EPS {iiretimi i¢in eps gen
kiimelerinde kodlanan birkag¢ genin birlikte calismasi gereklidir ve oldukg¢a karmasik
bir mekanizmasi vardir. Simdiye kadar, LAB i¢in birka¢ eps kiimesi belirlenmistir
(Jolly vd, 2002; Lebeer vd, 2009; Nierop Groot ve Kleerebezem, 2007; Stingele vd,
1996; Van Kranenburg vd, 1997). Bu eps kiimeleri dort fonksiyonel bolgede organize
olmus LAB arasindaki korunumlu genleri kapsar: ilk olarak merkezi bdlge,

tekrarlayan EPS birimlerinin biyosentezi i¢in gerekli spesifik glukoziltransferazlardan
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olusur; ikinci bolge, merkezi bolgenin genelde yukar1 bolgesine yerlestirilmis son
EPS’nin zincir uzunlugunu belirledigi diisiiniilen proteinler i¢in genlere sahip olan
bolge; ligiincii bolge, merkezi bdlgenin asag1 yoniine yerlestirilmis disa aktarim ve
polimerizasyon genleri tarafindan olusturulmus boélge ve son olarak dordiincii bolge,
eps bolgelerinin baslangicinda yer alan EPS biyosentezinin transkripsiyonel
diizenlemesinden sorumlu bolgedir (Sekil 2.7) (De Vuyst ve Degeest, 1999).

Rha Rlllﬂ
=-Glc — > ==-Gle-Gle > ==-Gle-Gle-Gal — > —-Glc-Glc-GI-alH --Glc-Glc-GIal

Diizenleme Zincir uzunlugu
belirleme

Polimerizasyon
ve diga aktarma

B \ T \ asetiltransferaz T

Glukoziltransferazlar

F

=-Gal ==-Gal-Gal ==-Gal-Gal-Glc ==-Gal-Gal-Glc-GalNAc

Sekil 2.7 (A) L. lactis subsp. cremoris NI1ZO B40 (Van Kranenburg vd, 1997) ve (B)
S. thermophilus Sfi6 (Stingele vd, 1996)’larin eps gen kiimelerinin organizasyonu ve
varsayilan fonksiyonel mekanizmalari.

Bu eps kiimeleri Streptecoccus ve Lactobacillus suslarinda kromozoma bagl olarak
yerlestirilmisken Lactococcus suslarinda ise bu eps kiimeleri genellikle plazmite
yerlestirilmislerdir. Bu kiimeler ekzopolisakkaritler ve kapsiiler ekzopolisakkaritleri
yansitan, eps ya da cps kiimeleri olarak adlandirilirlar. Bu kiimelerdeki bireysel genler
icin isimler, terimleri olduk¢a karmasik hale getiren farkli suslar icin, farkli olarak
belirlenmistir. Genlerin farzedilen fonksiyonlar1 aynidir ve onlarin homolojisine
dayanir fakat terimleme yapildigi zaman arasgtirmacilar tarafindan farkli bir
isimlendirme yapilir. LAB igin ilk eps kiimesi 1996’da S. thermophilus Sfi6 igin tarif
edilmistir. S. thermophilus Sfi6 13 genli (epsM 'ye epsA) ve 14.5 kb biiyiikliigiindedir
ve kapsiiler polisakkarit olusumuyla ilgili olan farkli organizmalardan genlerle yiiksek

homoloji gostermistir (Sekil 2.7) (Stingele vd, 1996). Daha sonra 12 kb gen
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kiimesinde, 40 kb plazmide yerlesmis L. lactis NIZO B40 belirlenmistir (Sekil 2.7)
(Van Kranenburg vd, 1997). Bu eps kiimelerinde genlerin oryantasyonu ayni yondedir
ve tek bir polisistironik mRNA olarak meydana gelmis eps gen kiimelerinin
transkripsiyonu, L. lactis NIZO B40 susu i¢in gosterilmistir (Van Kranenburg vd,
1997). Fakat daha dnceki ¢alismalarda Stingele ve arkadaslar1 GC igerigine dayanarak
eps gen kiimelerinde farkli gen gruplarinin olabilecegini gostermislerdir. Farkli gen
gruplarinda diisiik GC igerikli bolgelerin varliginin farkli transkripsiyonel bolgelerle
iliskili  olabilecegi belirtilmistir (Stingele vd, 1996). Yakin bir zamanda
Bifidobacterium breve UCC2003 ’nin eps yeri belirlenmistir. Iki farkl1 transkripsiyonel
bolge epsl ve eps2 olarak numaralandirilmig ve daha da 6nemlisi farzedilen baslatici
glukoziltransferaz geni gosterilmistir. Ayrica farz edilen EPS zincir uzunlugu
diizenleme geni monosistronik mRNA olarak tarif edilmistir (Fanning vd, 2012).
Diger bir calismada 18 eps geni igeren dort L. rhamnosus susunun eps kiimeleri
karsilastirilmistir. Farz edilen transkripsiyonel diizenleyici ve farz edilen transpozlari
kodlayan iki gen haricinde 18 eps geni ayni oryantasyon gostermistir. Bu genlerin on
bes tanesi daha Onceki caligmalarla uyum gostererek polisistironik olarak
tiretilmektedirler (Fanning vd, 2012). Fakat arastirmacilar, eps gen ifadelerinin
diizenlenmesindeki karigikligr gostererek L. rhamnosus suslarinin eps kiimelerinde bes
farkli destekleyici belirlemislerdir (Peant vd, 2005). Kendi transkripsiyon
baglaticisindan B. breve UCC2003’iin farz edilen baglatici glukoziltransferaz geninin
kopya etmesinin bir benzeri olarak, L. rhamnosus suslarinin farzedilen baslatici
glukoziltransferaz genlerini kendi transkripsiyon baglaticilarindan kopya ettigi
belirlenmistir. Islemeye hazirlayict glukoziltransferaz geninin bagimsiz ifadesinin
EPS biyosentezinin baglamasini hizlandirabilecegi ifade edilmistir (Peant vd, 2005).
Bu sonuglar 6zellikle laktobasillerin eps kiimelerindeki gen oryantasyonunun ayni
yonde oldugunu gostermektedir. Eps gen kiimelerinin transkripsiyonu ya tek
polisistronik mRNA ya da eps kiimelerindeki genlerin genetik yapisina bagl ayri bir
monosistronik mRNA olabilir. EPS’nin 6neminden dolayi, arastirmacilar farkl
LAB’nde EPS biyosentez mekanizmalarina odaklanmiglardir. Farkli LAB’da ayni
genetik organizasyona sahip birka¢ gen kiimesi belirlenmistir. EPS biyosentezi: EPS
biyosentezi i¢in diizenleyici genlerle baslayan, zincir uzunlugunu belirleme igin
gorevli genler ve tekrarlayan birim biyosentezi i¢in glukoziltransferazla dolu merkezi

bolge ile devam eden ve son olarak disa verme ve polimerizasyonla iligkili olan
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genlerle biten bir siiregtir (Almiron-Roig vd, 2000; Germond vd, 2001; Jolly vd, 2002;
Lamothe vd, 2002). Son zamanlarda, iyi bilinen bir probiyotik sus olan L. rhamnosus
GG’de hiicre yiizeyi EPS ile baglantili olan bir gen kiimesi belirlenmistir. Bu gen
kiimeleri dTDP-rhamnoz prekursér biyosentezi ile ilgili spesifik genleri bilinyesinde
bulundurdugu i¢in LAB ve laktobasillerin gen kiimelerinden 6nemli farkliliklar
gosterebilirler (Lebeer vd, 2009). Aslinda dnceleri L. rhamnosus suslarinin eps gen
kiimesi organizasyonunun laktobasillerden 6nemli bir bigimde degiskenlik gosterdigi
rapor edilmistir. Fakat L. rhamnosus GG’nin eps kiimesiyle uyum gosteren L.
rhamnosus suslari arasinda, eps kiimeleri olduk¢a benzerdir (Peant vd, 2005). LAB’in
eps kiimelerinin organizasyonel yapisinda bazi farkliliklar tespit edilmesine ragmen,
laktobasil suslarinin eps kiimeleri son derece benzer genetik organizasyon gosterir

(Jolly ve Stingele, 2001).

Genellikle, LAB’in eps kiimeleri transkripsiyonel diizenleyici “‘epsA’’ olarak
tanimlanan tek bir genle baglar. EPS biyosentezinde transkripsiyonel diizenleyicinin
rolii Streptococcus susu i¢in gdsterilmistir. Streptococcus susunda bu genin kopmast,
kapsiil olusumunun azalmasiyla sonug¢lanmistir (Bender vd, 2003; Cieslewicz vd,
2001; Morona vd, 2000). Bir Lactococcus susunda plazmide yerlesen eps kiimesinden
transkripsiyonel diizenleyicinin kopmasi sonucunda, bu susta EPS biyosentezinin
tamamen kaybi gergeklesmistir (Nierop Groot ve Kleerebezem, 2007). Birgok
caligmada Lactobacillus tiirlerinin EPS’si rapor edilmistir. Fakat eps kiimesinin
transkripsiyonel  diizenlemedeki roliine iliskin  veriler eksiktir. LAB’da
transkripsiyonel diizenleyici genler arasindaki homoloji yiiksektir. Fakat

transkripsiyon diizenlemesinin asil mekanizmasina heniiz karar verilmemistir.

LAB’in eps kiimelerinde epsA genini, kompleks bir yap1 gosteren ii¢ gen takip eder.
Bu iic gen epsB, epsC ve epsD olarak tanimlanmistir ve son EPS’nin zincir uzunlugunu
belirlemeden sorumludurlar (Broadbent vd, 2003). Lactobacillus’da son iiriiniin zincir
uzunlugunu belirlemek i¢in kompleks epsB-C-D’nin birlikte nasil ¢alistiklarina dair
veriler eksiktir. Fakat bu li¢ gen farkl tiirler arasinda yiiksek benzerlik gosterir ve
epsB, epsC ve epsD genleri sirastyla varsayilan polimerizasyon ve zincir uzunlugu
saptama proteinini, varsayilan protein tirozin kinazi ve fosfotirozin-protein fosfatazi
kodlar (Jolly ve Stingele, 2001). Bu genler fosfo diizenleyici kompleks olarak

davranmasina ragmen, eps ya da cps kiimelerinde bu ii¢ gen diziliminin tiirler arasinda
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farkli olabilecegi unutulmamalidir. EPS biyosentezinde hiicresel metabolizmada
onemli rol oynayan bir takim organizmalarin (6karyotlar, prokaryotlar) fosfotirozin-
protein ve protein-tirozin kinaza sahip oldugu gosterilmistir (Vincent vd, 1999).
Onceden Gram negatif E.coli’nin iki proteini, protein-tirozin kinaz (Wzc) ve
fosfotirozin-protein fosfotaz (Wzb) olarak tanimlanmistir. Bu iki protein birbirleriyle
z1t aktivite sergiler. Wzc protein, tirozin kalintilar1 tizerine kendi fosforlanir. Oysa
Wzb proteini Wzc’yi fosforilden arindirir. Bu gozlem, bakteriyel metabolik
proseslerin tirozin kalintilarinda, geri dontsiimlii protein fosforilazasyonunun
diizenleyici roliinii destekler. Arastirmacilar birka¢ bakteriyel tiirde bu gen
kompleksinin varligindan dolayi, EPS’lerin iiretim mekanizmalariyla baglantili
oldugunu ileri siirmiislerdir. EPS {iretimi icin kritik bir hareket olan geri dontistimlii
fosforilasyon prosesinde, bu proteinlerin fonksiyonu miimkiin olabilir (Vincent vd,
1999). Benzer gozlemler Gram pozitif bakteriyel tiirler i¢in de tespit edilmistir.
Streptococcus pneumoniae’nin kapsiiler polisakkarit kiimesinde yer alan bir oto-
fosforilazyonlastiric1 protein tirozin kinaz olan cpsD’nin roliiniin 6nemli oldugu
gosterilmistir. Clinkii bu genin ATP baglayici alanlarinda, gen kopmast ya da gen
mutasyonu sonucunda kapsiil olusumu ger¢eklesmez (Morona vd, 2000).
Streptococcal cpsC ve cpsD (Lactobacillus eps kiimeleri igin sirasiyla, epsB ve epsC)
birbirleriyle etkilesime girer, ATP bu kompleksi baglar ve cpsB (epsD) ve tirozin-
fosforilasyonla sonuglanan cpsD (epsC) fosforilize olur. Ardindan EPS {iretimini
diizenleyen bu kompleks defosforilize olur ve son iirliniin zincir uzunlugu belirlenir
(Morona vd, 2002; Morona vd, 2000). EPS’nin zincir uzunlugunu belirlemek i¢in
kompleks bir sekil olusturarak ortaklasa ¢alisan bu genler, diger Streptococcal suslar
icinde Ongorilmistir (Cieslewicz vd, 2001; Cozzone vd, 2004). CpsD’nin
defosforilasyonunun, Streptococcal suslarda kapsiil olusumu i¢in gerekli oldugu
gosterilmis olmasina ragmen, S. pneumoniae’nin kapsiil olusturmasi ile ilgili bir diger
arastirmada, cpsD’nin fosforilize olmus formunun daha fazla kapsiil olusturdugu
gosterilmistir (Bender vd, 2003). CpsD’nin fosforilize ve defosforilize olmus
formunun yani sira, Streptococcus agalactiae’da cpsC ve cpsD’nin inaktivasyonunun
EPS zincir uzunlugunun azalmasiyla sonuglandigi gosterilmistir (Cieslewicz vd,
2001). Diger bir kapsamli ¢alismada S. pneumoniae’da kapsiil olusumunun zincir
uzunlugu belirleme mekanizmasi gosterilmistir. Arastirmacilar, kapsiil olusumunu

diizenlemek icin cpsB, cpsC, cpsD ve ATP ‘nin stabil bir kompleks olusturdugunu
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gostermistir (Bender ve Yother, 2001). Ayrica, varsayilan polimerizasyon ve zincir
uzunlugunu belirleme proteini ve protein-tirozin kinaz kodlayici epsC ve epsD’den
yoksun mutantlar, S. thermophilus’da EPS biyosentezi gostermemistir. Fakat epsB
(epsD, Lactobacillus eps kiimeleri igin), fosfotirozin-protein fosfataz’in kopmasi EPS
tiretimini sonlandirmaz (Minic vd, 2007). EpsD’nin fosforilasyonu epsC gen aktivitesi
icin gereklidir ve baslatici fosfogalaktoziltransferaz geni epsE’nin aktivitesi epsC ya
da epsD kopma mutasyonlarinda bulunmamustir. epSE geninin bu susta fosforilasyon
kompleksi i¢in hedef olabilecegi belirtilmistir (Minic vd, 2007). Bu gozlemler, epsB,
epsC ve epsD’den olusan eps kiimelerinin diizenleyici bolgedeki roliinii agikca

gostermistir.

Eps kiimelerindeki merkezi bolgeler, tekrarlayan EPS birimlerinin biyosentezi i¢in
gerekli olan spesifik glukoziltransferazlardan olusmustur (De Vuyst ve Degeest,
1999). Bu bolge genelde epsE geniyle baslar ve epsE geni glukoziltransferazlarin
timiinliin sistem girisine yerlestirilmistir. Glukoziltransferazlarin tiimii, LAB’de
baslatict glukoziltransferazlari kodlar ve aktive olmus sekerler niikleotidlerden,
fosforilize olmus lipit tasiyicisina ilk seker monomerinin ilavesinden sorumludur
(Almiron-Roig vd, 2000; Broadbent vd, 2003; De Vuyst ve Degeest, 1999; Jolly vd,
2002; Jolly ve Stingele, 2001; Lamothe vd, 2002; Lebeer vd, 2009; Van Kranenburg
vd, 1997). Ayrica, L. rhamnosus susunda varsayilan baslatict glukoziltransferaz
geninin yer aldig1 da rapor edilmistir (Lebeer vd, 2009; Peant vd, 2005). Baslatici
glukoziltransferaz geni olan epsE geninin kopmasi, birkag bakteriyel tiirde EPS
tiretimi kaybiyla sonuglanmistir (Bentley vd, 2006; Cieslewicz vd., 2001; Dabour ve
LaPointe, 2005; Minic vd, 2007; Van Kranenburg vd, 1997). L. rhamnosus GG’de
epsE geninin kopmasi galaktozca zengin EPS’nin kaybiyla sonuglanmistir. Fakat
glukozca zengin EPS’in hala hiicre yiizeyinde mevcut oldugu bildirilmistir. L.
rhamnosus GG’nin iki tip EPS iretebilecegi ve epsE geninin galaktozca zengin EPS
icin (glukozca zengin olan icin degil) baslatict glukoziltransferaz olabilecegi
belirtilmistir (Lebeer vd, 2009). Birkag LAB’de epsE genlerinin fonksiyonel
analizleri, bir baglatici glukoziltransferaz olan epsE’nin biyokimyasal roliinii de
saglamlagtirmistir. Baslatict glukoziltransferazlar, sitoplazmik zarin i¢ ylizeyinde
fosforilize olmus lipit tasiyicisina glukozil-1-fosfat ya da galaktozil-1-fosfat ekleyerek
EPS {iretimini baslatirlar (Almiron-Roig vd, 2000; Jolly vd, 2002; Stingele vd, 1996;
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Stingele vd, 1999). Lipit tasiyict membrana ilk seker ilavesinden sonra eps kiimesinin
her bir glukoziltransferazi, tekrarlayan EPS birimlerine sekil vermek i¢in sirayla lipit

tastyici-seker komplekse seker monomerlerinin ilave eder (Broadbent vd, 2003).

Merkezi bolgenin asag1 yoniinde fonksiyonlar1 bilinen bazi enzimler, mutazlar, disa
verme ve polimerizasyon icin gerekli oldugu tahmin edilen gen kodlayici proteinler
yer alir (Broadbent vd, 2003; Delcour vd, 1999; Lebeer vd, 2009; Stingele vd, 1999).
LAB’1n eps kiimelerinin, polimerizasyon bdlgesinde ve disa agilan yerinde kodlanan
flippaz, membranin i¢ ylizeyinden periplazmik yiiziine tekrarlayan lipit tasiyici
baglant1 birimlerinin yerini degistirir (Jolly ve Stingele, 2001; Laws vd, 2001). Bu
bolge, membran boyunca EPS’nin tekrarlayan birimlerinin polimerizasyonundan
sorumlu olan diger énemli genleri biinyesinde bulundurur. Polimeraz, polisakkarit
zincirlerine sekil vermek igin tekrarlayan birimleri birbirine baglar (Jolly ve Stingele,
2001). Bu genler LAB’1n eps kiimeleriyle yiiksek tiirdeslik gostermesine ragmen, bu
proteinlerin fonksiyonu LAB i¢in hala belirlenmemistir. LAB’nin eps kiimelerinde
varsayilarak belirlenmis son gen glf dir. GIf’nin, mutaz1 kodladig1 tahmin edilmistir.
Mutaz, bakterinin seker havuzundan EPS’nin tekrarlayan birim yapisiyla baglantili
seker niikleotidlerin ara ¢evrimini katalizler (Lebeer vd, 2009; Remus vd, 2012).
Benzer sekilde L. rhamnosus suslarinin eps kiimelerinin, son EPS yapisiyla iligkili olan
dTDP-rhamnoz prekursdr biyosentezi genlerini icerdigi gosterilmistir (Lebeer vd,
2009; Peant vd, 2005). Son olarak, LAB’inin eps kiimeleri bilinmeyen fonksiyonlu
birka¢ geni biinyesinde barindirir (Broadbent vd, 2003).

2.8 Ekzopolisakkarit Biyosentezini Etkileyen Faktorler

Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen EPS, gida endiistrisinin dogal stabilizor
olarak rol alir. Bununla birlikte, bu biyopolimerlerin {iretim diizeyleri digerlerine
nazaran diisiik ya da ¢ok degiskendir. Ortamin bilesimi, fizikokimyasal ve kinetik
parametreler iceren birkac kosul LAB tarafindan iiretilen EPS miktarini etkileyebilir
(Boels vd, 2003; Dupont vd, 2000). Ornegin, EPS biyosentezi i¢in L. rhamnosus
suglar1 benzer genetik organizasyona sahip olmasina ragmen, dort L. rhamnosus
susunda EPS iiretiminin son verimi 61-1611 ml/l arasinda 6nemli bir degiskenlik
gostermektedir (Peant vd, 2005). Fermentasyon siiresi, sicaklik ve karbon kaynagina

bagli olarak farkli EPS iiretim seviyeleri gosteren iki L. rhamnosus susunun birincil
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EPS yapisinda bir degisme olmadigi rapor edilmistir (Van Calsteren vd, 2002).
Tersine, sadece verim degil, ayn1 zamanda L. casei CG11 tarafindan tiretilen EPS’nin
komposizyonu kiiltiir ortaminda sunulan karbon kaynagina bagl olarak degismistir
(Cerning vd, 1994). Besiyeri, iireme sartlar1 (sicaklik, inkiibasyon siiresi, karbon-
nitrojen orani, pH, mineral tuzlar, vitaminler) (Broadbent vd, 2003; De Vuyst ve
Degeest, 1999), bazal hiicre metabolizmada seker niikleotidlerin kullanilabilir olmasi
(Boels vd, 2001; Levander vd, 2002; Looijesteijn vd, 1999), seker yikim yolunda gen
ifade diizeyi (Levander vd, 2002; Svensson vd, 2005) ve EPS iiretimi i¢in gerekli
genlerin transkripsiyonel diizeyinin yani sira bakteriler tarafindan kullanilan karbon
kaynag1 (Audy vd, 2010) gibi i¢ ve dis faktorler iiretim diizeyini etkileyebilmektedir.
EPS metabolizmasi diizenlemek, EPS iiretim diizeyini arttirmak ve LAB’mn EPS
yapilarin1 modifiye etmek i¢in EPS iiretimini etkileyen faktorlerin anlasilmasi ¢ok
onemlidir. Daha 6nceden, 3 Lactobacillus susunun EPS iiretimi farkli kosullar altinda
test edilmistir. Karbon kaynagi olarak glukoz ya da laktoz kullanimi ya da
fermentasyon sicakliginin 32°C ya da 37°C olmast EPS iiretim diizeyi miktarinda
onemli bir degisiklige yol agmamustir. Fakat EPS iiretimi bu laktobasil suslar1 arasinda
degiskenlik gosterir (Audy vd, 2010). Diger bir ¢alismada ise yogurt starter
kiiltiirlerinin EPS iiretiminin pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresine bagli olarak degistigi
gosterilmistir (Aslim vd, 2005). Dahas1 birkag bakteriyel EPS igin inkiibasyon siiresi
boyunca EPS’nin degredasyonu gergeklesmistir (Cerning vd, 1988; Cerning vd, 1992).
Pham ve arkadaslari, uzayan fermentasyon siiresince L. rhamnosus tarafindan iiretilen
EPS’nin azalma nedeninin bu bakteri tarafindan tretilen farkli glukohidrolazlarin

fonksiyonundan dolay1 gerg¢eklestigini rapor etmislerdir (Pham vd, 2000).

L. lactis NIZO B40’da plazmitte kodlanan eps gen kiimesindeki ekspresyon artisi Son
EPS’nin iiretim diizeyinde dort kat artisa neden olmustur. Fakat bu suslarda gelisim
hizi dogal suslardan daha disiiktir (Boels vd, 2003). Aslinda degistirilmis
mutantlardaki diisiik gelisim hizi, seker niikleotidlerin EPS tiretiminde kullanildigini
gostermesi bakimindan 6nemlidir. Bu seker niikleotidleri bakterinin seker havuzunda
bulunur ve bakteri seker havuzu hiicre duvari biyosentezini igeren bakteriyel
metabolik aktiviteler i¢in de bir kaynak olusturur (Boels vd, 2003; Looijesteijn vd,
1999; Ramos vd, 2001). Buna ek olarak, L. casei CG11’in gelisimi degismeksizin EPS

tiretiminin arttig1 rapor edilmis ve EPS biyosentezi icin izoprenoid fosfat lipit
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tagtyicisinin kullanilabilir olmasindan dolay1 bunun gergeklesebilecegi arastirmacilar
tarafindan belirtilmistir (Cerning vd, 1994). Dahasi, son EPS veriminde merkezi seker
metabolizmasinin 6nemi ve rolii, UDP-pirofosforilaz (GalU)’1 kodlayan asir1 eksprese
edilmis galU geninde S. thermophilus LYO03 igin rapor edilmistir. Fosfoglukomutazi
kodlayan pgmA geniyle birlikte, son EPS veriminde neredeyse iki kat artig saglanmistir
(Levander vd, 2002). Daha oOnce yapilan bir g¢alismada, ayni susta baslatict
glukoziltransferazin asir1 ifadesi, EPS tiretim diizeyinde %15 artisla sonuglanmistir
(Van Kranenburg vd, 1999). Benzer sekilde, baslatict glukoziltransferazin daha
yiiksek transkripsiyon diizeyi Bifidobacterium longum subsp. longum sus CRC 002’de
EPS iiretimini arttirmistir (Audy vd, 2010). Arastirmacilar, yeni reolojik 6zellikleri
gozlemlemek icin son EPS yapisim1 modifiye ederek genetik miihendisligini de

kullanmuslardir (Badel vd, 2011).

Yukarida da bahsedildigi gibi LAB’in son EPS verimini etkileyen en onemli
faktorlerden biri karbon kaynagidir. Ayrica, Bazi LAB’lar kullanilan karbon
kaynagina bagli olarak farkli EPS yapilart tretebilirler (Cerning vd, 1994) fakat
bazilari iiretemezler (Degeest vd, 2001). Bu durum, LAB’1n eps kiimelerinde kodlanan

glukoziltransferazin 6nemli roliinden dolay1 kaynaklanmis olabilir.

2.9 Tezin Amaci

Erzincan Tulum peyniri ililkemiz agisindan en 6nemli peynir ¢esitlerinin basinda
gelmekte ve iiretiminde rol alan LAB tiirlerinin ortaya konmasi son derece énem arz
etmektedir. Bu baglamda bu tez calismasinin temel amaci geleneksel yollarla tiretilen
Tulum peynirlerinden LAB tiirlerini izole etmek ve bu tiirleri tanimlamaktir. LAB
tiirlerinin fonksiyonel 6zelliklerinin basinda EPS iiretim kabiliyetleri gelmektedir.
Dolayisiyla bu tez caligmasi ile starter potansiyeli olabilecek Tulum peyniri
izolatlarinda EPS iiretiminin genotipik ve fenotipik olarak ortaya konmasi bu tez
caligmasinin ikincil hedefi olarak ortaya ¢ikmistir. Sonug olarak Tulum peynirine 6zgii
EPS iiretim kabiliyetinde olan tiirlerin izolasyonu hem bilimsel hem de endiistriyel

anlamda olduk¢a 6nemli bir husustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Erzincan tulum peyniri 6rnekleri

Arastirmada, Erzincan’da tiilketime sunulan ve kdylerindeki iireticilerden toplanan 12
tanesi plastik bidonlarda 4 tanesi deride olmak tizere farkli olgunlagma evrelerindeki
toplam 16 adet Erzincan tulum peyniri 6rnegi toplanmistir. Toplanan 6rnekler steril
numune torbalarina alinarak soguk zincirde laboratuvara getirilmis ve analiz siirecinde

buzdolabi sartlarinda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1 Bu calisma kapsaminda toplanan keci derisinde olgunlastirilmis tulum
peyniri drnegi.

3.1.2 Besiyerleri

Tez ¢alismasi boyunca kullanilan besiyerleri: de Man, Rogosa and Sharpe (MRS)
broth ve agar, Brain Heart Infusion (BHI) broth ve agar, M17 broth ve agar, Potato
Dextrose Agar (PDA), Plate Count Agar (PCA). Kullanilan besiyerleri Merck-

Tirkiye'den saglanmistir.
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3.1.3 Primerler

Tulum peynirinden farkli tiirlerin izolasyonu, genotipik karakterizasyonu,
tanimlanmalar1 ve bu tiirlerde eps genlerinin tespiti amaciyla kullanilan primerler,
ampilifiye edilmek istenen hedef gen boyutu ve PCR sartlar1 Cizelge 3.1°de

verilmistir. Bu primerlerin kullanim amaglar ileriki boliimlerde agiklanmistir.



Cizelge 3.1 Tez calismasi boyunca kullanilan primerler.
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Hedef

Hedef gen

PCR

i r__r
Primer Sekans (5'-3") gen boyutu(bp)  sartlart Referans
94°C 2dk
94°C 1dk
42°C 20s (Dertli vd,
M13 GAGGGTGGCGGTTCT - - 72°C 2dk 40 2016)
defa
72°C 10dk
95°C 2dk
AMP_F GAGAGTTTGATYCTGGCTCAG 95°C 30s
55°C 20s (Baker vd,
165 1.500 72°C30s25  2003)
AMP_R AAGGAGGTGATCCARCCGCA defa
72°C 5dk
epSEFGF  GAYGARYTNCCNCARYTNWKAAYGT 94°C 30s (Palomba
P 94°C 30s vd, 2012)
p-gtf 1.600 49°C 455 Mozai et
epSEFGR  TGCAGCYTCWGCCACATG 72°C 1dk 30 (Mozzi e
defa Vd, 2006)
epsA F TAGTGACAACGGTTGTACTG Transkri 94°C15s
psiyon 800 43°C 30s (Low vd,
diizenley 72°C 1dk 35  1998)
epSA R GATCATTATGGACTGTCAC ici defa
gtf F GAYAAYWSIAAYCCIRYIGTIC 95°C 30s
gtf 660 42°C 45s (Palomba
gtf R ADRTCICCRTARTAIAVIYKIG ;2;C ldk 35 vd, 2012)
eTa
95°C 30s
LevViw AYGTNTGGGAYWSNT
& CAYGTNTGGGAYWSNTGGC 42°C45s  (Tieking vd,
fif 800 72°C1dk  2003)
Lewwrev  TCNTYYTCRTCNSWNRMCAT 2 defa
G-+-Bact- TCATTTTATTCGTAAAACCTCAATTG 95°C 305
a-F-36 AYGARYTNCC o-gtf 189 42°C 455 (Provencher
G-+-Bact- AATATTATTACGACCTSWNAYYTGC 72°C 1dk 35 vd, 2003)
a-R-27 CA defa
GLrBact-  ATGAGTTTGGTTGGACCAAGACCTCC 95°C 305
a-F-26 atf 976 42°C 45s (Provencher
G-Lr-Bact- P-g 72°C 1dk 35 vd, 2003)
b R.20 TTTAATAGGCTCCAGTTGGA defa
DexretV ~ GTGAAGGTAACTATGTTG 95°C 30s o
gtf 600 43°C 45s (Tieking vd,
DexreuR ~ ATCCGCATTAAAGAATGG 32;(3 1dk 35 2005)
era
epsB F CGTACGATTCGTACGACCAT 94°C 30s
o 94°C 455 .
Zincir o Dertli vd,
gy 1150 46°C 1dk 2016
epsB R TGACCAGTGACACTTGAAGC uzunlugu 72°C 1dk 35 )
defa

Y=CorT;R=AorG,W=AorT;K=GorT;S=CorG;M=AorC;V=AC,orG;N=A,C,G,orT; I =

inosine
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3.2 Yontem

3.2.1 Tulum peyniri 6rneklerinde yapilan mikrobiyolojik analizler

Mikrobiyolojik analizler i¢in peynir 6rneklerinden 10 g alinarak 90 ml fizyolojik tuzlu
su (FTS) igerisinde stomacherde homojenize edilmis ve 1/10’luk diliisyonlar
hazirlanmistir. Daha sonra homojenize hale getirilen 6rneklerden 1 ml alinarak iginde
9 ml FTS bulunan tiipe aktarilmis ve bu sekilde seri diliisyonlar hazirlanmistir. Her bir
mikroorganizmanin sayimi i¢in uygun diliisyonlardan uygun besiyerlerine uygun

metod ile ekim yapilmistir (Harrigan, 1998).

3.2.1.1 Toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayim

Bu grup mikroorganizmalarin sayiminda Plate Count Agar (PCA) (Merck 1.05463)
besiyeri kullanilmistir. Dékme metodu ile secilen uygun diliisyonlardan paralelli
olarak ekim yapilmis ve ekilen petri plaklari 30°C’de 48+2 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda gelisen, uygun saymm arahiginda ki (10-300) biitiin koloniler
"toplam bakteri" olarak sayillmis ve koloniler ilgili diliisyon faktorii ile carpilarak

TAMB sayisi log kob/g olarak tespit edilmistir (Harrigan, 1998).

3.2.1.2 Maya ve kiif sayim

Maya ve kiif sayimi i¢in Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck 1.10130) besiyeri
kullanilmigtir. Besiyerine %10 luk tartarik asit katilmig ve dokme yontemi ile secilen
uygun diliisyonlardan paralelli olarak ekim yapilmistir. Petri plakalari 21+2°C ‘de 5-7
giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda uygun sayim araliginda ki (10-300)

tiremeler sayilip seyreltme faktorii ile ¢arpilarak sonug log kob/g bulunmustur (Kurt
vd, 1996).

3.2.1.3 Laktokoklarin sayim

Laktokoklarin sayimi i¢in M-17 Agar (Merck 1.15108) kullanilmigtir. Besiyerine
yayma yontemiyle uygun diliisyonlardan ekim yapildiktan sonra Anaerocult A (Merck
1.13829) ile birlikte Anaerobik jarlara konularak olusturulan anaerobik sartlarda
37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonda iigten fazla petri
istiflemesi yapilmamis ve petriler hareket ettirilmemistir. Inkiibasyon sonrasi olusan
koloniler sayilip seyreltme faktorii ile garpilarak veya ilgili dilisyon faktori

hesaplanarak sonug log kob/g olarak bulunmustur (Speck, 1984).
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3.2.1.4 Laktobasillerin sayim

Laktobasillerin sayimi1 amaciyla de Man Rogosa Sharpe Agar (MRS Agar) (Merck
1.10660) kullanilmistir. Yayma yontemiyle uygun diliisyonlardan petri plaklarina
ekim yapildiktan sonra petri plaklart Anaerocult A (Merck 1.13829) ile birlikte
Anaerobik jarlara konularak olusturulan anaerobik sartlarda 37°C’de 48-72 saat
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonunda yukarida ifade edildigi sekilde

sonuglar log kob/g olarak bulunmustur (Speck, 1984).

3.2.2 Tulum peyniri 6rneklerinde yapilan fiziksel ve kimyasal analizler

Tulum peyniri 6rneklerinde kurumadde miktar1 gravimetrik yontemle, yag miktari
Van-Gulik yontemiyle, tuz miktari Mohr yontemiyle, toplam protein oran1 mikro
Kjeldahl yontemiyle, titrasyon asitligi (% laktik asit cinsinden) ve peynir drneklerinde

pH, dijital pH metre ile tespit edilmistir.

3.2.2.1 Kurumadde tayini

Desikatorde muhafaza edilen kurutma kaplar1 icerisine yaklasik 5 g kadar peynir
ornegi tartilmis ve 102-105°C sicakliktaki etiive konulmustur. 3-4 saat kadar etiivde
tutulmus ve desikatdrde yarim saat sogutulduktan sonra drnekler tartilmustir. Ornekler
tekrar 1 saat etiivde tutulup, desikatorde sogutulup tartilarak, agirligin sabit hale gelip
gelmedigi kontrol edilmistir. Sabit hale geldiginde elde edilen degerlerden %
kurumadde miktar1 hesaplanmistir (Kurt vd, 1996).

3.2.2.2 Yag tayini

Van Gulik biitirometresi behercigine peynir 6rneginden 0.005 g duyarlikta 3 g tartilmis
ve biitirometreye yerlestirilmistir. Ustteki tipa agilarak 10 ml 1.50 6zgiil agirhikli
stilfurik asitten konulmustur. Biitirometre yaklasik 65-70°C’lik su banyosuna konulup
ara sira ¢alkalanmak suretiyle peynirin tamamen erimesi saglanmistir. Sonra 1 ml amil
alkol konulup hafifce c¢alkalanmistir. Daha sonra biitirometrenin taksimatli kismina
kadar siilfiirik asit ilave edilerek, agz1 kapatilip, alt iist edilerek iyice ¢alkalanmstir.
Biitirometre yaklasik 5 dakika 65-70°C’lik su banyosunda bekletilmis ve ardindan 10
dakika 1000-1200 devir/dakikada santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra

biitirometreler 4-5 dakika 65°C’lik su banyosunda taksimatli kisim berrak hale
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gelinceye kadar tutulmus ve sonra biitirometre skalasindan direkt olarak % yag orani

okunmustur (Metin, 2010).

3.2.2.3 Tuz tayini

Porselen bir havan igine 5 g peynir tartilmis, sicak saf su yardimiyla havanda iyice
ezildikten sonra yalniz sulu kisim 500 ml’lik 6l¢ii balonuna aktarilmistir. Ayni iglem,
tiim tuzun suya gegmesini saglamak amaciyla 5-6 kez tekrarlanmistir. Balon, bir siire
sogumaya birakildiktan sonra ¢izgisine kadar normal sicakliktaki saf su ile
tamamlanmis ve stiziilmistiir. Siiziintiiden 25 ml alinip 1-2 damla potasyum kromat
indikatorii katilmis ve 0,1 N AgNO3 ile kirmiz1 kiremit rengi olusuncaya kadar titre
edilmistir. Harcanan AgNOs ¢6zeltisi miktarindan, peynirin tuz miktar1 asagidaki

formiilde yerine konularak hesaplanmistir (Kurt vd, 1996).

% Tuz = (G x0,585) / P

G: Titrasyonda kullanilan 0,1 N AgNOs ¢ozeltisi (ml)

P: Titrasyonda kullanilan peynir miktari, g (5,0 g tartilmigsa bu deger 0,25 g’dir).

3.2.2.4 Titrasyon asitligi tayini

Daha 6nce havanda ezilerek ufalanmis peynir 6rneginden erlen igerisine yaklasik 10 g
tartilmig, ardindan 40°C’deki 105 ml damitik su azar azar ilave edilerek peynir bir
baget yardimi ile ezilmis ve 2 dakika kuvvetlice calkalanmistir. Bir filtre kagidindan
siizilmiis ve siiziintiden 25 ml bir erlen igerisine alinmistir. 2-3 damla %1°lik
fenolftalein indikatorii eklenmis ve 0,1 N NaOH ile en az 30 saniye kalici pembe renk
olusana kadar titre edilmistir. Peynir 6rneklerinin titre edilebilir asitlik derecesi %

laktik asit cinsinden asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (Metin, 2010).
% Laktik asit = (Vx 0,009 x100) / m
V: Titrasyonda kullanilan 0,1 N NaOH ¢6zeltisi (ml )

m: Titrasyonda kullanilan peynir miktar1 (g)
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3.2.2.5 pH tayini

Peynir 6rneklerinin pH’sin1 belirlemek i¢in 10 gram peynir 6rnegi 15 ml saf su ile
homojen hale getirilmis ve uygun probu olan pH-metre (WTW Inolab 7110)
kullanilarak ol¢limler yapilmistir (Savello vd, 1989). pH metre standart tampon

cozeltiler ile kalibre edildikten sonra dl¢iim iglemi 22 &+ 2°C’de gergeklestirilmistir.
3.2.2.6 Protein tayini

Toplam protein miktari mikro-Kjeldahl metodu kullanilarak belirlenmistir (IDF,
1993). 0,1-0,3 g kadar peynir 6rnegi mikro- Kjeldahl tiiplerine tartilmis ve kademeli
sicaklik artisi ile karigim berraklasincaya kadar mikro-Kjeldahl iinitesinde yakma
islemi gergeklestirilmistir. Yakma islemini takiben 0,1 N H2SOs ile titre edilerek

toplam azot, 6,38 faktorii ile ¢arpilarak protein oranmi belirlenmistir.

3.2.3 Laktik asit bakterilerinin izolasyonu
3.2.3.1 Kiiltiir ortanm

Laktobasillerin izolasyonu i¢in MRS agar, gelistirilmesi i¢in MRS broth,
Laktokoklarin izolasyonu i¢in M17 agar, gelistirilmesi icin M 17 broth kullanilmistir.
Calisgmada BHI agar kullanilmis olup, bdylece iirlinde bulunabilecek muhtemel
patojen ve Enterokoklarn da incelenmesi amaglanmistir. Bdylece iirlinlin saglik
acisindan irdelenebilmis ve Enterokoklar gibi laktik asit bakterilerinin de dahil

edilmesi saglanmstir.

3.2.3.2 Bakteriyel suslar ve biiyiime kosullar:

Peynir orneklerinden laktik asit bakterisi izole etmek amaci ile 6rneklerden 10 gram
steril stomacher posetlerine tartilip 90 ml steril FTS ilave edilerek homojenize
edilmistir. Daha sonra érneklerden diliisyon hazirlanmis ve 10 ve 107 dilisyonlardan
MRS agar, M17 agar ve BHI agar besiyerlerine yayma yontemiyle ekim yapilip petri
plakalar1 37°C de 24 saat anaerobik ortamda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
kat1 besiyeri ortaminda gelisen morfolojik olarak farkli olan koloniler segilip ilgili s1v1

besiyeri ortamina steril kiirdanlar yardimi ile alinip 37°C de 24 saat inkiibe edilmistir.
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3.2.4 Kiiltiir stoklarinin olusturulmasi ve izolatlarin depolanmasi

Izole edilen bakterilerin stok soliisyonlar1 sonraki analizlerde kullanilmak {izere

%40’ 11k gliserol kullanilarak hazirlanip -80°C de depolanmuistir.

3.2.5 Laktik Asit Bakterilerinin tanimlanmasi
3.2.5.1 Fenotipik tanimlama
3.2.5.1.1 Koloni morfolojisi

Kat1 besiyeri ortaminda gelisen koloniler birbirleri ile kiyaslanarak morfolojik olarak
farkli olan koloniler segilmistir. Ozellikle EPS iireten tiirler koloni formunda yapiskan

bir goriiniim gosterdigi i¢in slaym karakterdeki koloniler se¢ilmistir.

3.2.5.1.2 Gram boyama

Gram boyama yapilacak kiiltiirler 18-24 saat siv1 kiiltiir ortaminda gelistirilmis daha
sonra kiiltiirler santrifiijlenerek sivi kiiltiir ortami1 uzaklastirilmistir. Elde edilen bakteri
pelletinden temiz bir lam {izerine 6ze yardimiyla aktarilmis ve ince bir film tabakasi
halinde yayilmigtir. Kuruma islemi tamamlandiktan sonra preparat usuliine uygun
sekilde 3 kez alevden gegirilerek, bakterilerin lam iizerine fiksasyonu saglanmistir.
Preparat kristal viyole ile 1 dk boyanmig, boya lam iizerinden akitilmis ve yerine liigol
¢ozeltisi konularak 1 dakika beklenmistir. Liigol lam {izerinden akitilarak, preparat
rengi giderilinceye kadar once etil alkol ile sonra su ile yikanmistir. Preparat ikinci zit
boya olan sulu karbol fiiksin ile 20-30 sn. boyanmistir ve boyanin uzaklastirilmasini
takiben preparat su ile iyice yitkanmis ve sonrasinda kurutma kagidi ile kurulanmis ve
havada kurumasi i¢in beklenmistir. Preparata immersiyon yagi damlatilarak 1s1k
mikroskobunun x100’liik objektifinde incelenmistir. Gram pozitif bakteriler kristal
viyolenin koyu mavi-mor renginde, Gram negatifler ise fiikksinin kirmizi renginde

goriinmiislerdir (Sert, 2002).

3.2.5.1.3 Katalaz testi

Besiyerindeki ilgili koloninin (1 giinliik) tizerine 1 damla %3’liik Bactident Catalase
(Merck 1.11351) ¢ozeltisi damlatilmistir. Islem ardindan gaz ¢ikismin gozlenmesi

pozitif olarak degerlendirilmistir (Pichhardt, 2004).
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Morfolojik ve biyokimyasal analizler sonucunda Gram pozitif ve katalaz negatif suslar

genotipik karakterizasyon islemine tabi tutulmustur.

3.2.5.2 Genotipik olarak Laktik Asit Bakterilerinin tanimlanmasi
3.2.5.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Siv1 kiiltiir ortaminda bir gece gelistirilmis kiiltiirden ependorf tiipli igerisine 1 ml
almmarak 10 dakika 7000xg de santrifiij islemi ile bakteri hiicreleri bir araya
toplanmistir. Tiipteki slipernatant uzaklastirildiktan sonra bir araya toplanan hiicrelerin
tizerine 450 pl TE (Tris EDTA) tamponundan ilave edilip hafif bir karistirma ile
hiicrelerin tampon igerisinde siispanse olmasi saglanmistir. Siispanse edilen hiicrelere
50 pl %10 luk SDS (Sodyum dodesil siilfat) ve 2 pl Proteinaz K ilave edilip iyice
vortekslendikten sonra 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon sonunda
0.5 ml fenol:kloroform:isoamil alkol (25:24:1) karisimindan ilave edilip tiipler bas
asag1 cevrilerek iyice karistirllmis ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Icerik 4°C’de 10 dakika 7000xg de santrifiijlendikten sonra elde edilen siipernatant
benzeri yiiksek viskoziteli jel otomatik pipet kullanilarak toplanip yeni bir tiipe
aktarilmustir. Islem fenol-kloroform-isoamil alkol karisimu ile birkez daha tekrarlanip
olusan siipernatant benzeri yiiksek viskoziteli jel yeni bir tiipte toplanmistir. SM’lik
sodyum asetattan 50 pl igerige ilave edilip hafifge karistirilmistir. Igerige 1 ml
izopropanol ilave edilerek ¢coken DNA’nin beyaz iplik¢ikleri olusana kadar ters-diiz
edilerek hafifce karistirilmistir. Icerik 3000xg de 10 dakika santrifiijlendikten sonra
stipernatan uzaklastirilip, elde edilen pellet tizerine 0,5 ml %70 lik etanol ilave edilip
hafif karistirildiktan sonra icerik 3000xg de 10 dakika santrifiijlenmistir. Stipernatant
uzaklastirildiktan sonra kalan etanolii uzaklastirmak i¢in igerik 37°C’de 5-10 dakika
bekletilmis ardindan elde edilen DNA 100 ul distile su ilave edilerek silispanse

edilmistir.

3.2.5.2.2 RAPD-PCR analizi ile genotipik karakterizasyon

Elde edilen kolonilerden DNA izole etmeksizin koloni PCR islemi ile ilgili primer
(M13) kullanilarak RAPD (Rastgele Amplifiye edilmis Polimorfik DNA) PCR
uygulanip kolonilerin farkli olup olmadig: tespit edilmistir. RAPD-PCR analizi i¢in
daha once tanimlanmis primer M13 (5°- GAG GGT GGC GGT TCT) kullanilmistir.
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Bu amag i¢in hazirlanan PCR karisimi1 Cizelge 3.2 ve RAPD-PCR sartlar1 Cizelge
3.3’de verildigi gibi uygulanmastir.

Cizelge 3.2 RAPD-PCR analizi i¢in hazirlanan PCR karigimi1

H20 50 pl i¢in
DNA 1ul

5X Phusion Buffer 10ul
MgCl> 4 ul
dNTP miks 0,4 ul
Primer (M13) 0,75 pul
Taq polimeraz 0,25 ul

Cizelge 3.3 RAPD-PCR analizi i¢in olusturulan PCR sartlar1

Denatiirasyon 94°C2dk 1 dongi
Denatiirasyon 94°C 1 dk

Baglanma 42°C20s 40 dongi
Uzama 72°C 2 dk

Son uzama 72°C 10 dk

Bekleme 20°C

3.2.5.2.3 16S rRNA bolgesinin PCR ile amplifikasyonu

RAPD-PCR islemini takiben farkli kolonilerde 16S PCR islemi uygulanmistir. 16S
geni bakterilerin ¢cogalmasi i¢in elzem olan ribozomal RNA “lardan sedimentasyonuna
bagli olarak 16S olarak adlandirilan rRNA geninin kodlandig1 gendir ve temel 6zelligi
bakterilerin jenerasyonu i¢in gereklidir ve en dnemli 6zelligi ise bu gen bdlgesinin her
bir bakteri tiirline 6zgli olmasidir dolayisiyla taksonomik agidan bakterilerin
siniflandirilmasini saglar ve 6zellikle son yillarda bakterilerin tanimlanmasi 16S gen
bolgelerine goére yapilmaktadir. Yani bu bolge parmak izi bolgesi olarak da

adlandirilmaktadir. Bakteriyel tanimlamada bu genin kullanimin bir diger avantaji da
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bu genin 1500 bp uzunlugunda olmasi dolayisiyla sekanslama islemi agisindan kolay

ve ucuz olmasidir.

Bu gen Sekil 3.2°de goriilebildigi gibi 9 farkli bolgeden olusmakta ve bu bolgeler tiirler
arast degisken bolgeler ve her tiirde ayni olan bolgeleri igermektedir ve primer
gelistirilme islemlerinde her tiir i¢in ayn1 olan bolgeler kullanilmaktadir. Bu genin
kullanilmasi son zamanlarda oldukg¢a gelisen topluluk miktobiyota analizlerinin de

gelisimine katki saglamistir.

0100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp

e ow L ow e e e e

168 Geni

Sekil 3.2 16S geni

16S geninin tespiti amaciyla PCR islemi i¢in; koloniler steril kiirdan ile alinip 10 pl
steril H2O da ¢o6ziindiiriilmiis ve bu silispansiyonun 1 ul’si Gotaq (Promega) ile
yiiriitilen koloni PCR da DNA sablonu olarak kullanilmigtir. Ayni zamanda
bakteriden izole edilmis olan DNA’dan 1 pl sablon olarak kullanilmistir. Bu amacla

hazirlanan PCR karisimi Cizelge 3.4’de ve PCR sartlar1 Cizelge 3.5’de verilmistir.
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Cizelge 3.4 16S rRNA geninin amplifikasyonu i¢in olusturulan PCR karigimi

H20 50 pl i¢in
DNA 1ul

5X Phusion Buffer 10ul
MgCl. 4 ul
dNTP miks 0,4 ul
Primer 1(AMP-F) 1,0 ul
Primer 2(AMP-R) 1,0 ul
Taqg polimeraz 0,25 ul

Cizelge 3.5 16S rRNA geninin amplifikasyonu i¢in olusturulan PCR sartlar1

Denatiirasyon 95°C2dk 1 dongii
Denatiirasyon 95°C 30s

Baglanma 55°C20s 25 dongii
Uzama 72°C30s

Son uzama 72°C 5 dk

Bekleme 20°C

3.2.5.2.4 PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde kontrolii

PCR iiriinlerinin jel elektroforezinde kontrolii i¢in konsantrasyonu %21 olan agaroz jeli
0,5X Tris borat EDTA (TBE) tamponu kullanilarak hazirlanmigtir. PCR iirliniinden 10
pl almarak agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklenmis ve TBE tamponu kullanilarak
elektroforez islemine birakilmistir. Ornekleri bir yiikleme boyasi ile boyamak
gerektiginde drnekleri agaroz jele yiilklemeden dnce 6rnekler loading buffer (0,015%
bromethyl blue (Sigma), 10% glycerol (Sigma) in 0,5 x TBE buffer) ile
renklendirilmistir. Bu islem i¢in ilk olarak parafilm tizerine 1 pl loading buffer dan
konulup tizerine 10 pl 6rnek aktarilarak otomatik pipet araciligi ile 6rnek ve buffer
birbirine karistirllmistir ve renklendirilen O6rnekler agaroz jele yiiklenmistir.

Elektroforez isleminin ardindan jeller 1 mg. L 'lik etidyum bromid ¢ézeltisi icerisinde
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30 dk bekletilerek jelde yiiklii olan DNA pargaciklarinin boyanmasi ig¢in beklenmistir.
Bu islemin ardindan jeller deiyonize su igerisinde kisa siire tutularak durulandiktan
sonra UV Transilluminator (Cleaver) kullanilarak UV 1s1k altinda goériintiilenmistir.
Hyperladder | (Bioline, UK) her elektroforetik jelde DNA boyutlayicisi olarak
kullanilmistir. Jele yiiklenen 5 pl ladder'in fragmentlerinin boyutlar1 ve miktarlar

Sekil 3.3 de gosterilmistir.

SIZE (bp) ng/BAND
10037 100

8000 80
6000 60
5000 50
4000 40
3000 30
2500 25
2000 20

1500/1517 | 15/15

1000 100
800 80
600 60
400 40
200 20

Sekil 3.3 Hyperladder I (Bioline, UK) fragment boyutlar1 ve miktarlari.

3.2.5.2.5 PCR iiriinlerinin saflagtirilmasi

Gerekli goriilen hallerde PCR iirlinleri tamponlar, dNTP, kisa DNA parcalar1 ve
enzimlerden arindirilmak igin hizli bir DNA temizleme araci olan Sure-Clean
(Bioline) kullanilarak aritilmistir. PCR iiriiniine esit miktarda Sure-Clean tamponu
ilave edilerek oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra santrifiijlenmistir (30
dk, 14.000xg, 24°C). Daha sonra 150 pl %70'lik etanol ilave edilip tekrar
santrifiijlenmistir (30 dk, 14000xg, 24°C). Bu adimda etanol uzaklastirildiktan sonra
pellet havada kurutulmus ve 20 ul TE tamponu ilave dilerek yeniden siispanse

edilmistir. PCR iiriinleri dizi analizi i¢in hazir hale getirilmistir.
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3.2.5.2.6 Dizi analizi

DNA siralamasi bir DNA molekiiliiniin niikleotit bilesiminin belirlenmesidir. Bu
baglamda saflastirdigimiz PCR iriinlerinin 16S rRNA geninin sekans analizi
tilkemizde izo-Ser Rezidans, Seker Mahallesi 1419. Cadde 1417. Sokak No:5 Daire: 70
adresinde hizmet veren GEN Plaza Biyoteknoloji Merkezi Sanayi ve Ticaret Limited

Sirketine yaptirilmistir.

3.2.6 izole edilen bakterilerin filogenetik analizi

DNA dizilerinin karsilagtirilmasiyla yapilan molekiiler filogenetik analizler, tiirlerin
evrimsel iligkilerini, canlilar arasindaki genom benzerliklerini veya farkliliklari
hakkinda bilgi vermektedir. Bu bilgiler 1s181inda filogenetik agaclar iiretilir. Bu tez
kapsaminda izole ettigimiz bakterilerin filogenetik analizi MEGA 7.0 paket
programinda yapilip filogenetik aga¢ olusturulmustur. Bu baglamda filogenetik
agaclar 1000 tekrarhi 6zyiikleme ile neighbour-joining (NJ) metodu kullanilarak
olusturulmustur (Saitou ve Nei, 1987).

3.2.7 Homopolimerik ve heteropolimerik eps iiretimi icin gerekli gtf / ftf ve p-gtf
genlerinin tespiti

Tulum peynirinden izole edilerek tanimlanmis olan LAB tiirlerinde EPS {tiretiminin

arastirilmast amactyla bu tiirlerde mevcut olabilecek gtf/ftf ve p-gtf genleri PCR ile

tespit edilmistir. Genel olarak LAB tiirlerinden bu genlerin tespit edilmesi amaciyla

kullanilmis primerler ve PCR sartlar1 Cizelge 3.1 de verilmistir. Kullanilan PCR

sartlar1 gerekli goriildiiglinde degistirilmistir.

3.2.8 EPS genleri tespit edilen tiirlerden EPS izolasyonu ve saflagtirilmasi
3.2.8.1 Siit ortaminda gelistirilen tiirlerden EPS izolasyonu ve saflastirilmasi

EPS iiretim genlerine sahip oldugu tespit edilen suslar %40’lik gliserol kullanilarak
hazirlanan -80°C’de muhafaza edilen kiiltiir stoklarindan canlandirma amaci ile %3
laktoz iceren 10 ml MRS besiyerine %1 oraninda ekilmis ve 37°C de 24 saat 6n
gelistirme yapilmistir. Gelisen kiiltiirler 250 ml pastorize siit icerisine %1 oraninda
ekilerek 37°C de 2 giin gelistirilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiiriin gelistigi ortam
igerisine %80’lik TCA ¢ozeltisinden son hacmi %10 olacak sekilde ilave edilip iyice

calkalanmistir. Elde edilen kiiltir ve TCA karisimi, hiicreleri ve proteinleri
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uzaklastirmak i¢in 4°C’de 30 dakika boyunca 4000xg de santrifiijlenmistir. Elde
edilen ham EPS igeren siipernata X2 kat soguk etanol ilave edilerek ham EPS’nin
¢okmesi i¢in +4°C'de 2 giin bekletilmistir. Coken ham EPS 4000xg de 15 dk santrifiij
islemi ile elde edilmistir ve slipernatan uzaklastirilarak ham EPS 20 ml distile su
icerisinde ¢oziindiriilmiistiir. Tamamen ¢o6ziindiiriilen EPS -80°C’de dondurulduktan
sonra liyofilizatorde kurutulmustur. Elde edilen EPS kurutulduktan sonra

monosakkarit kompozisyonunun belirlenmesi i¢in sonraki analizlerde kullanilmistir.

3.2.8.2 %3 Laktozlu MRS ortaminda gelistirilen tiirlerden EPS izolasyonu ve
saflastirilmasi

EPS iiretim genlerine sahip oldugu tespit edilen suslar %40°lik gliserol kullanilarak
hazirlanan -80°C’de muhafaza edilen kiiltiir stoklarindan canlandirma amaci ile 10 ml
MRS broth’a %1 oraninda ekilmis ve 37°C de 24 saat 6n gelistirme yapilmistir.
Gelisen kiiltiirler %3 laktoz iceren 250 ml MRS brotha %1 oraninda ekilerek 37°C de
2 giin gelistirilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiiriin gelistigi ortam igerisine %100 liik
TCA ¢ozeltisinden son hacmi %10 olacak sekilde ilave edilip 4-5 saat rocker yardimi
ile calkalanmistir. Islemi takiben bakteri ve TCA soliisyonu 4000xg de 10 dk
santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminin sonunda silipernatan kismi alinarak temiz bir
kaba aktarilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen bakteri pelleti saf suda ¢oziindiiriiliip
20 dk sonikasyon islemine tabi tutulup ardindan 4000xg de 10 dk santrifiijlenmistir ve
siipernatant kismi almarak ilk siipernatanta katilmistir. Toplamda elde edilen
siipernatanta X2 kat soguk etanol ilave edilip 4°C de 1 gece bekletilmistir. Olusan
cokelti santrifiij araciligr ile 4000xg de 10 dk santrifiijlenerek bir araya toplanmistir.
Stipernatant kism1 uzaklastirilarak elde edilen pellet saf suda ¢oziindiiriiliip X2 kat
soguk etanol ilave edilerek 4°C de 1 gece bekletilmistir. Olusan ¢okelti 4000xg de 10
dk santrifiijlenerek bir araya toplanmistir ve siipernatant kismi uzaklastirilarak saf eps

elde edilmistir (Dertli vd, 2016).

Elde edilen saf eps distile suda ¢oziindiiriiliip kurutulmadan 6nce feneol siilfirik asit
testinde, -80°C’de dondurulup ardindan liyofilizatérde kurutulduktan sonra

monosakkarit kompozisyonunun belirlenmesi i¢in sonraki analizlerde kullanilmistir.
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3.2.9 Fenol-siilfirik asit testi ile EPS iiretim miktar1 analizi

EPS izolasyonunu takiben iiretilen EPS miktarin1 belirlemek amaciyla fenol-siilfirik
asit testi uygulanmistir (Dubois vd, 1956). Bu amagla glikoz kullanilarak standart
seyreltiler ile (0’dan 0,2 mg.ml™*’ye kadar) kalibrasyon egrisi hazirlanmistir (Sekil
3.4). Daha sonra 200 pul 6rnek spektro kiivetine konmus ve tizerine 600 pl %98’lik
stilfirik asitten ilave edildikten sonra 120 pl %5°lik fenol ilave edilmis ve renk gelisimi
i¢cin 5 dakika beklenmistir. Ardindan ilgili kiivetlerdeki ODago nm 06l¢iilmiis ve glikoz

egrisi kullanilarak 6rneklerin EPS miktar1 belirlenmistir.

Fenol siilfiirik 01052015

0.4 |
0,35 4 y=0,0013x+ 0,079

0D 490 nm

0 20 100 150 20

png.ml!

Sekil 3.4 Fenol siilfirik asit testinde kullanilan standart egri

3.2.10 Ekzopolisakkaritlerin monosakkarit kompozisyonunun belirlenmesi

Tulum peynirinden izole edilen LAB’leri tarafindan iiretilen EPS’te yer alan seker
gruplarinin tespiti amacityla HPLC analizi uygulanmistir. Bu kapsamda agzi kapakl
tiiplere yaklasik 1 g EPS 6rnegi tartilmis ve 6rnekler 0,5 M 25 ml siilfirik asit ilavesiyle
95°C sicaklikta tam 12 saat siireyle hidrolizasyona ugratilmistir. Islem sonunda
ornekler oda sicakliginda sogumaya birakilmigs ve daha sonra 4 M NaOH ile
notralizeedildikten sonra hacimleri 30 ml’ye tamamlanmustir. Islem sonunda tiipler
1600xg hizinda 10 dakika siire ile santrifiij edilmis ve siipernatantlar 0,45 um siringa
filtrelerden gecirilerek safsizliklardan arindirilmistir. Bu sekilde hazirlanan 6rnekler
refraktif indeks dedektoriine sahip yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC-RID,

Shimadzu) sistemine enjekte edilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pl olarak belirlenmis ve
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kolon olarak CARBOsep CHO-682 Pb Column kolon kullanilmistir. Kolon sicakligt
25°C°de sabit tutulmus ve hareketli faz olarak su kullanilmistir. Orneklerin glukoz ve
galaktoz igerikleri, ayn1 sistem ve ¢0zlicii kullanilarak her bir seker i¢in daha 6nceden
olusturulmus kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanmistir. Bu kapsamda glukoz ve
galaktoz i¢in farkli konsantrasyonlar hazirlanmis ve her bir konsantrasyona karsilik

HPLC kromatogramindan elde edilen alan belirlenmistir.



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Tulum Peyniri Orneklerine Ait Baz1 Mikrobiyolojik Analiz Sonuclar

4.1.1 Peynir orneklerinin toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayis1
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Tulum peyniri 6rneklerinde belirlenen toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB)

sayilar1 Cizelge 4.1 de verilmistir. Cizelgenin incelenmesiyle de anlagilacagi gibi

TAMB sayis1 en disik 7,12 log kob/g ve en yiiksek 9,23 log kob/g olarak

belirlenmistir. Sonuglardan peynir orneklerindeki TAMB sayisinin oldukca yiiksek

oldugu anlasilmaktadir. Bu sonucun peynirlerin iiretiminde kullanilan siitiin 1s1l iglem

gérmemis olmasi, peynirin liretim siiresinin uzun olmasi, bu nedenden Otiirii iiretim

siiresince slitten gelen ve iiretim sirasinda bulasan mikroorganizmalarin hizla

cogalmasi, olgunlasma siiresi ve kosullarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir.

Cizelge 4.1 Peynir orneklerinin bazi mikrobiyolojik analiz sonuglari

) TAMB Maya-Kiif Laktobasil Laktokok
Ornek Kodu Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi

(log kob/g) (log kob/g) (log kob/g) (log kob/g)

1 9,00+0,29" 7,00+0,02 8,69+0,10 9,27+0,20

2 7,73+£0,03 7,60+0,02 8,03+0,20 7,81+0,20

3 7,54+0,47 3,02+009 6,00+0,20 7,04+0,20

4 7,12+0,09 5,34+0,01 6,78+0,10 7,26+0,20

5 8,33+0,12 3,85+0,09 7,89+0,20 8,10+0,10

6 8,89+0,01 5,70+0,23 8,82+0,20 8,94+0,20

7 7,87+0,08 2,15+0,21 7,32+0,10 7,89+0,10

8 9,23+0,11 5,56+0,01 8,83+0,20 9,25+0,20

9 9,00+0,12 6,12+0,15 8,33+0,20 8,79+0,10

10 8,78+0,03 4,21+0,08 7,86+0,10 8,56+0,22

11 7,234+0,18 5,53+0,07 6,60+0,20 7,71+0,20

12 8,25+0,03 6,10+0,28 7,81+£0,10 7,87+0,12

13 7,18+0,14 5,54+0,34 7,30+0,20 7,79+0,20

14 8,1340,05 5,00+0,00 8,01+0,10 7,74+0,20

15 7,89+0,25 5,45+0,21 7,40+0,20 7,79+0,20

16 7,78+0,03 5,30+0,00 7,54+0,20 7,77+0,10
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Cakir (2011), tulum peyniri 6rneklerinde TAMB sayisini en diisiik 7,44 log kob/g ve
en yiiksek 8,38 log kob/g olarak tespit etmistir. Bu sonuglar bulmus oldugumuz
degerler ile benzerlik gostermektedir. Ayrica tulum peyniri 6rneklerinde tespit edilen
TAMB sayisi, Kurt vd (1991a), Bostan (1991) ve Caglar (2001) tarafindan bildirilen
degerlerle de paraleldir. Arastirma bulgular1 arasindaki bu farkliliklar peynir
orneklerinin, tiretim teknolojileri, olgunlagsma diizeyi ve olgunlagma sartlar1 arasindaki

farkliliklardan kaynaklanmis olabilir.

4.1.2 Peynir orneklerinin maya ve kiif sayisi

Tulum peyniri 6rneklerinde belirlenen maya-kiif sayis1 Cizelge 4.1 de verilmistir.
Cizelgenin incelenmesi ile de anlasilacagi gibi maya-kiif sayis1 en diisiik 2,15 log

kob/g ve en yiiksek 7,60 log kob/g olarak belirlenmistir.

Tulum peyniri 6rneklerinde maya ve kiif sayis1 Cakir (2011) tarafindan en diistik 2,53
log kob/g ve en yiiksek 7,11 log kob/g olarak tespit edilmistir. Bu degerler bulmus

oldugumuz degerler ile benzerlik géstermektedir.

Bu arastirma sonucunda tulum peyniri 6rneklerinde belirlenen maya ve kiif sayilarinin
bliylik varyasyon gostermesi peynirlerin yapim ve muhafaza sartlarmin farkh
olmasindan, farkli ambalajlar icerisinde ve farkli siirelerde olgunlastirilmis

olmasindan kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir.

4.1.3 Peynir orneklerinde Laktokoklarin sayisi

Tulum peyniri 6rneklerinde belirlenen Laktokok sayist en diisiik 7,04 log kob/g ve en
yiiksek 9,27 log kob/g olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Bu ¢alismada Tulum peyniri 6rneklerinde tespit edilen degerler Ceylan (1998), Oner
vd (2003), Tarak¢1 vd (2005) tarafindan Tulum peynirlerinde belirlenen degerlerden
yiiksek, Caglar (2001), Cetin vd (2006) ve Cakir (2012) tarafindan belirtilen degerlere

ise benzer bulunmustur.

Arastirma sonuglar1 arasindaki farkliliklarin Tulum peynirinin ambalaj materyalinin

ozelligine bagl olarak olgunlagma siiresince meydana gelen nem kaybi1 ve nispi tuz
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orani artig1 ile hammadde olarak kullanilan siitiin bilesiminden kaynakli olabilecegi

distiniilmektedir.

4.1.4 Peynir orneklerinde Laktobasillerin sayis1

Tulum peyniri 6rneklerinde belirlenen laktobasil sayist en diisiik 6,00 log kob/g, en
yiiksek 8,83 log kob/g, ortalama 7,70 log kob/g olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1).
Sonuglar incelendiginde Orneklerde bulunan laktobasil sayilarinin birbirine yakin

oldugu goriilmektedir.

Bu ¢aligmada Tulum peyniri 6rneklerinde tespit edilen degerler Caglar (2001), Cetin
vd (2006) ve Cakir (2012) tarafindan belirtilen degerlerle benzerlik gosterirken Ceylan
(1998), Oner vd (2003) ve Tarake1 vd (2005) tarafindan belirlenen degerlerden yiiksek

bulunmustur.

Arastirma sonuglar1 arasindaki farkliliklarin Tulum peynirinin ambalaj materyalinin
Ozelligine bagl olarak olgunlagma siiresince meydana gelen nem kaybi ve nispi tuz
orani artig1 ile hammadde olarak kullanilan siitiin bilesiminden kaynakl1 olabilecegi

diistiniilmektedir.

4.2 Tulum Peyniri Orneklerinin Bazi Fiziksel ve Kimyasal Analiz Sonuglar

Erzincan Tulum peyniri 6rneklerine ait bazi kimyasal analiz sonuglar1 ve kurumadde

oranlari Cizelge 4.2°de belirtilmektedir.

Cizelge 4.2 Peynir oOrneklerinin baz1 fiziksel ve kimyasal ozelliklerine ait bazi

istatistiksel analiz sonuglari.

Ozellik Endisik  En yiiksek Ortalama S;Zggqa;t
Kurumadde (%) 61,43 73,52 68,61 5,24
Protein (%) 19,80 2511 22,73 2,20
Tuz (%) 2,81 4,56 3,67 0,73
Yag (%) 35,00 40,00 38,80 217
Asitlik (%) 1,10 1,76 1,52 0,25

pH 5,10 5,50 5,32 0,15
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Incelenen tulum peyniri drneklerinde kurumadde miktar1 en diisiik %61,43 ve en
yiiksek %73,52 olarak tespit edilmistir. Elde edilen degerler Akyiiz (1981)’{in tulum
peynirlerinde bulmus oldugu degerler ile benzerlik gosterirken, Aricit ve Simsek
(1991) tarafindan belirlenen degerlerden yiiksektir. Sonuglar arasindaki farkliliklarin
tiretimde kullanilan hammadde siitiin, isleme metodlarinin, tuz oraninin, ambalaj
materyalinin ¢esidi, bliylikliigii ve gecirgenligi ile olgunlasma siire ve sicakliginin

farkli olmasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tiirk Standartlarinda (TS 3001) tulum peynirinin kurumadde oraninin %60’dan az
olamayacagi hiikkmii yer almaktadir (Anonim, 2006). Bu durumda kurumadde
yoniinden analizi yapilan 6rnekler Tulum Peyniri Standardina (TS 3001) gore uygun

bulunmustur.

Toplanan Tulum peyniri 6rneklerinin yag orani en diisiik %35,00 ve en yiiksek %40,00
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Cakir (2011), inceledigi 20 tulum peyniri
orneginde yag oranini en diisiik %26,00 ve en yiiksek %33,00 olarak tespit etmistir.

Bu degerler, elde ettigimiz aragtirma bulgularindan diistiktiir.

Bu durum peynir yapiminda kullanilan siitiin bilesiminden ve tulum peyniri
orneklerinin farkli kurumadde oranlarindan kaynaklanabilir. Ayni zamanda Erzincan
Tulum peyniri yapiminda genellikle koyun siitii kullanilmaktadir ve koyun siitiiniin
yag orani inek siitliniin yag oranindan daha yiiksektir. Bu nedenle sadece inek siitii ile
yapilan veya inek ve koyun siitii karistirilarak yapilan tulum peynirlerinin yag

oranlarinin daha diisiik olabilecegi diisiiniilmektedir.

Peynirlerin yapisal ozellikleri ve kendine 06zgii lezzeti ile olgunlagma siiresince
mikrobiyal stabilitenin saglanmasinda 6nemli olan tuz miktar1 (Kinik vd, 1999) en az
%2,81, en ¢ok %4,56 ve ortalama %3,67 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2). Akyiiz
(1981), Tulum peynirlerinin tuz oranlarini en az %3,44 ve en ¢ok %7,37 olarak tespit
etmistir. Tuz oranlar arasinda goriilen farkliliklarin tiretimde kullanilan tuz miktari,
peynir iiretim metodu, olgunlasma siiresince ambalaj materyali ve olgunlasma
sartlarina bagl olarak peynir 6rneklerinde meydana gelen nem kaybina baglh olarak

degisebilecegi disiiniilmektedir. Ayrica peynire katilan tuz miktarinin {ireticinin
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aligkanligindan ve tulum peynirinin standart bir {iretiminin olmayisindan kaynakli

olabilecegi diisliniilmektedir.

Incelenen tulum peyniri &rneklerinin titrasyon asitligi degerine (% laktik asit
cinsinden) ait istatistiksel veriler Cizelge 4.2‘de verilmistir. Orneklerin titrasyon
asitligi degeri en diisiik %1,10 ve en yiiksek %1,76 olarak bulunmustur. Bu sonuglar,
Akytiz (1981)’ilin en az %0,90 ve en ¢ok %3,10 olarak buldugu degerlerden diistiktiir.
Sonuglar arindaki farkliliklarin peynirin iiretimimi sirasinda peynir biinyesinde kalan
laktoz miktar1, mikroorganizma faaliyeti ve {iriiniin olgunlasma siiresi ve sartlarina

bagli olarak farklilik gostermis olabilecegi diistiniilmektedir.

Incelenen tulum peyniri drneklerinin pH degerleri en diisiik 5,10 ve en yiiksek 5,50
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Cakir (2011), Tulum peynirlerinin pH degerlerini
en diisiik 4,39 ve en yiiksek 5,28 olarak tespit etmistir. Bu degerler elde ettigimiz

degerler ile paralellik gostermektedir.

Incelenen peynir drneklerinin protein oranlar1 Cizelge 4.2’nin incelenmesi ile de
anlagilacagi gibi en diisiik %19,80 ve en yiiksek %25,11 ve olarak bulunmustur. Bu
sonuglar, Kurt vd (1991b)’nin buldugu degerlerden (en az %12,75, en ¢ok %24,67)
yiiksek bulunmustur. Protein oranin yiliksek olmasi incelenen tulum peynirlerinde
kurumadde oraninin yiiksek olmasina baglanabilir. Ayrica incelenen tulum peyniri
orneklerinin yapiminda inek siitinden (% protein 3,4) ziyade koyun siitiiniin (%
protein 5,5) kullanilmig olabilecegi diisiiniinlemktedir. Arastirma bulgular1 arasindaki
farkliliklarin ~ peynirin  iretiminde kullanilan siitiin, olgunlastirma siire ve

sicakliklarinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.3 Peynir Orneklerinden Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu

Toplanan 16 tulum peyniri 6rneginden MRS, M17 ve BHI besiyerlerine ekim

yapilarak toplamda farkli olabilecegi diisiiniilen 272 koloni izole edilmistir.

Cizelge 4.3 Tulum peynirinden elde edilen izolat sayilar1

Ornek Izolat Sayisi
No  MRSagar M17agar BHI agar
1 2 7 6
2 6 10 10
3 1 6 4
4 2 3 3
5 2 7 3
6 4 6 7
7 i 6 7
8 3 4 4
9 7 4 4
10 2 4 5
11 3 3 6
12 7 4 6
13 5 6 8
14 8 7 8
15 6 8 8
16 16 9 12

4.4 izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi

4.4.1 Laktik Asit Bakterilerinin fenotipik tanimlanmasi

Izole edilen bakterilerde fenotipik tanimlama amaci ile yapilan morfolojik ve
biyokimyasal analizler sonucunda Gram pozitif ve katalaz negatif suslar segilerek
genotipik karakterizasyon islemine tabi tutulmustur. Sekil 4.1’de gram boyama
esnasinda 151k mikroskobu ile gériintiilenen Gram pozitif ve Gram negatif suslara ait

gorintii yer almaktadir.
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Sekil 4.1 Izole edilen bakterilerin gram boyama gériintiisii

Gram boyama yapilan izolatlarin 6nemli bir kisminin Gram negatif ¢ikmasindan
dolay1 orneklerde bulunan gram negatif bakterilerden de secilerek genotipik

karakterizasyon yapilmistir.

4.4.2 RAPD-PCR analizi ile genotipik karakterizasyon

Tulum peyniri Orneklerinden izole edilen LAB tiirlerinin genotipik ayriminin
gerceklestirilmesi amaciyla RAPD-PCR analizi gergeklestirilmistir. Genotipik
karakterizasyon metodu olarak secilen bu islemde M13 primeri kullanilmistir. Sekil
4.2-4.4 tulum peyniri izolatlarinin RAPD-PCR igleminin ardindan elde edilen PCR
triinlerinin %1’lik agaroz jelde yliriitilmesi ile elde edilmis bazi goriintiileri
gostermektedir. Literatiire bakildiginda genel olarak elektroforez isleminin 4°C’lerde
1 gece kadar diislik voltajda gerceklestirilmesi gerektigini vurgulamaktadir. Ancak bu
calismada jeller genel olarak 50 V’da 3-4 saat kadar yiiriitiilmiis ve gerekli ayrimin
rahatlikla gerceklestirilebilecegi jel goriintiileri elde edilmistir ve ayrica jellerde
herhangi bir erime de meydana gelmemistir. Baz1 6rneklerde 90 V’da yiirlitme iglemi
de uygulanmis ve yine benzer sonuglar gézlemlenmistir. Bu islemler neticesinde
secilen izolatlardan genotipik profili ayni/cok benzer olanlar ve farkli olanlar
belirlenmistir. Sonu¢ olarak biyokimyasal ve genotipik karakterizasyon islemleri
neticesinde 272 adet tulum peyniri izolatindan yaklasik olarak 80 tanesi 16S rRNA

genin ¢ogaltilmasi i¢in se¢ilmistir.
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L TP44

Sekil 4.2 Tulum peyniri izolatlarinin M13 profillerini gosteren agaroz (%1) jel
goruntisu

L TP49

Sekil 4.3 Tulum peyniri izolatlarinin M13 profillerini gosteren agaroz (%1) jel
goruntisu
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L DP40 DP11 DP6

Sekil 4.4 Tulum peyniri izolatlarinin M13 profillerini gosteren agaroz (%1) jel
goruntusu

4.4.3 LAB tiirlerinin 16S rRNA genlerinin tanimlanmasi

RAPD-PCR sonucu farkli oldugu diisiintilerek segilen yaklasik 80 kolonide 16S geni
ampilifiye edilmis (Sekil 4.5) ve saflastirildiktan sonra (Sure Clean ile) sekans
reaksiyonu kurulmus ve sekanslama islemi i¢in lilkemizdeki firmalara gonderilmistir.
Bazi1 6rneklerde ise herhangi bir saflastirma islemi olmaksizin ampilifiye edilen iiriin
sekans igin gonderilmistir (Ulkemizdeki ve artik Diinyadaki ¢ogu firma sekans
reaksiyonunu kendisi kurmaktadir). Sekil 4.5 16S geninin PCR ampilifikasyonunun
ardindan jelde yiiriitiilmesi sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisiinii gostermektedir.
Sekans isleminin ardindan sonuglar BLAST (http://goo.gl/lohXcq) veya Ribosomal
database project (http://goo.gl/8OILPU) veribanklarinda mevcut tiirler ile

karsilastirilarak ilgili izolatlarin hangi tiire ait oldugu bulunmustur.
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L TP44 DP40 DP11
Sekil 4.5 16S geninin ampilifikasyonunu gosteren Agaroz jel (%1) goriintiisi

4.5 Tulum Peynirinden izole Edilen LAB ve Diger Tiirler

Genotipik karakterizasyon ve takiben tanimlama islemlerinin ardindan 2 farkl
dénemde toplanan tulum peyniri 6rneklerinde starter potansiyeli olabilecek 7 farkli
LAB tiiriiniin bulundugu saptanmistir. Toplanan tulum peynirlerinden izole edilen bu
tirler; Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactococcus lactis,
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus crustorum, Lactobacillus paracasei,

Weissella paramesenteroides olarak ortaya ¢ikmustir.

Cizelge 4.4 tanimlanan tiirleri, bu tiirlerin hangi 6rneklerde bulundugunu ve bu tiirlerin
fermentasyon kabiliyetlerini gostermektedir. Genotipik ayrima bagli olarak segilen ve
sekanslama islemi gergeklestirilen izolatlarin 23 farkl: tiire ve 70 farkli susa ait oldugu

gozlenmistir.

Tulum peyniri 6rneklerinden izole edilen homofermantatif tiirler L. plantarum,
Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus Lactobacillus crustorum olarak
bulunurken heterofermantatif tiirler ise Lactobacillus paracasei, L. brevis, W.
paramesenteroides, olarak ortaya cikartilmistir (Cizelge 4.4). Bunun yani sira
Lactobacilli disinda Enterococci’de tulum peyniri 6rneklerinde bulunmustur. Cizelge
4.4’den de goriilebilecegi gibi LAB tiirleri disindaki tiirler tulum peyniri 6rneklerini

domine etmektedir.



Cizelge 4.4 Tulum peyniri izolatlarinin 6rneklerdeki dagilimi
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izole edilen LAB tiirleri izole edildigi 6rnek kodlar Sus %
sayisi oran
Homofermantatif LAB tiirleri
Lactobacillus plantarum 2-11-12-13-14-15-16 50 18.38
Lactococcus lactis 5-6-8 21 7.72
Streptococcus thermophilus 3 1 0.37
Lactobacillus crustorum 13 1.84
Heterofermantatif LAB tiirleri
Lactobacillus paracasei 12-13-16 6 2.20
Lactobacillus brevis 12-16 4 1.47
Weisella paramesenteroides 2-3 4 1.47
Diger LAB tiirleri
Lactococcus garvieae 3-10 10 3.68
Enterococcus mundtii 12 2 0.74
Enterococcus faecium 1-3-4-5-7-9-12-13-14-15-16 69 25.37
Enterococcus hirae 14 1.47
Enterobacter cloacae 2-4 1.84
Enterococcus thailandicus 6 2.20
Enterococcus faecalis 1-2-4-6-9 22 8.10
Enterococcus italicus 2-7 9 3.31
izole edilen diger tiirler
Shigella flexneri 1-2-5-10 16 5.88
Pluralibacter gergoviae 2-16 11 4.04
Shigella sonnei 6-7-9 14 5.15
Burkholderia gladioli 2 4 1.47
Raoultella ornithinolytica 8 3 1.10
Staphylococcus saprophyticus 9 2 0.74
Streptococcus porcorum 10 2 0.74
Macrococcus caseolyticus 1 2 0.74

4.6 izole Edilen Bakterilerin Filogenetik Iliskisi

Sekil 4.6 Tulum peyniri izolatlarinin 16S rRNA genlerinin filogenetik iliskisini farkl

alt gruplarin olusmasi ile gosteren Neighbour-Joining metodu ile olusturulmus

dendogram gostermektedir. MEGA?7 ile gerceklestirilen kiimesel gruplandirma analizi

tulum peyniri izolatlarinin 16S rRNA genlerinin tiir ve sus seviyesinde farkli gruplara


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439707
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321653
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252817
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252703
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878486
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219856822
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439684
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566084933
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ayrildigin1  gostermektedir. Dendograma bakildiginda Laktobasil, Laktokok,
Enterokok, Weisella tiirlerinin bir arada gruplandigi diger tiirlerinde kendi gruplar
arasinda bir araya geldikleri goriilmektedir. Farkli sus ve tiirlerin 16S genine bagh
olarak bir araya gelisi kaynaklar1 itibariylede benzerlik gosterebilecekleri anlamina
gelmekte ve bu agidan filogenetik agidan benzerlik dolayisiyla 6nem tasimaktadir.
Gelecek caligmalarda elde ettigimiz tiirler ile farkli kaynaklardan izole edilecek ayn1

tiir ve suslara ait tiirler ile benzerlik ve farklilik test edilecektir.
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Sekil 4.6 Tulum peyniri izolatlarinin 16S rRNA sekanslarina bagl olarak filogenetik
iligkisini gosteren Neighbour-Joining metodu ile olusturulmus Dendogram.
Filogenetik analiz Mega? ile gergeklestirilmistir.

4.7 Tulum Peyniri Izolatlarinda Homopolimerik ve Heteropolimerik eps
Genlerinin Taranmasi

Tulum peyniri izolatlarinda EPS iiretim potansiyelinin ve eps genlerinin tespiti
amactyla biitilin izolatlardan ¢izme yontemi ile ekim yapilmis ve siinme potansiyeli ve
yapigkan goriinlim baz alinarak suslar daha sonraki islemler i¢in se¢ilmistir. Stinme ve
yapiskanlik 6zelligine bagli olarak Lactobacillus plantarum DP1/TP44, Lactobacillus
paracasei DP3, Lactobacillus brevis DP6/DP40, Lactobacillus crustorum DP11,
Weissella paramesenteroides TP49, Lactococcus garvieae TP110 EPS iiretiminin ve
eps genlerinin tespit amaciyla se¢ilmistir. Sekil 4.7-4.12 Cizelge 3.1’de verilen
primerler kullanilarak gergeklestirilen PCR ampilifikasyon islemlerini gosteren agaroz

jel elektroforez islemini gdstermektedir.

LAB tiirleri genel olarak hem homopolimerik hem de heteropolimerik EPS iiretme
kabiliyetlerindedirler. Homopolimerik EPS ¢ogunlukla glukan ve fruktan tip EPS
olarak karsimiza ¢ikmakta ve bu polimerlerin iiretiminden sirasiyla gtf ve ftf olarak
literatiire gegen glikoziltransferaz/fruktoziltransferaz kodlayic1 genler sorumlu
olmaktadir. Bu baglamda segilen tiirlerde homopolimerik EPS iiretiminden sorumlu
genlerin varlig1 glikoziltransferaz/glukansiikraz genlerinin ve proteinlerinin farkl
tiirlerde korunan bolgeleri segilerek dizanyn edilmis primerler kullanilarak PCR islemi
ile taranmistir. Bu amagla daha 6nce literatiirde tanimlanmis Dexreu (gtf) ve Lev

primer ¢iftleri kullanilmistir (Cizelge 3.1).
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Bant uzunlugu (bp)

200
400
600

800
1000

R SR
- -
-——
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-
—
G——
—
H
—a
—

L NK PK TP110 | TP44 DPI11

Sekil 4.7 Secilen izolatlarda Dextran genlerinin taranmasi sonucu olugsan PCR iiriiniinii
gosteren Agaroz jel (%]1) goriintiisii (L: Ladder, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif
Kontrol, TP110: Lactococcus garvieae, TP44: Lactobacillus plantarum, DP11:
Lactobacillus crustorum).

Sekil 4.7°den de goriilecegi iizere tulum peyniri izolatlarindan Lactococcus garvieae
TP110, Lactobacillus plantarum TP44, Lactobacillus crustorum DPI11’in test
ettigimiz primler ile gtf genini tasidiklar1 gosterilmistir (Cizelge 4.5). Sekilden de
goriilecegi lizere bu primerler ile ampilifiye edilmesi beklenen yaklasik 600 bazlik
kisim gtf geninden ampilifiye edilmistir. Bununla birlikte her ne kadar bu primler ile
tespit edilmemiste olsa tulum peyniri izolatlarinda homopolimerik eps tretimini
kodlayan gtf geninin varligi ¢ok biiyiik bir ihtimaldir. Zira eksi hamur LAB suslarinda
eps genlerinin varligi iizerine yapilan bir arastirmada eksi hamur izolatlarinin
homopolimerik EPS {iretimi i¢in gerekli gtf ve heteropolimerik EPS iiretimi igin
gerekli p-gtf genlerine sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir ve genel olarak tahil-bazli
LAB tiirleri homopolimerik EPS firetimi ile iliskilendirilmistir (Tieking ve Ganzle,
2005). Ancak son ¢aligmalar eksi hamur izolatlarinin heteropolimerik EPS {irettigini

de ortaya koymustur (Galle vd, 2011).

Heteropolimerik EPS iiretimi homopolimerik EPS iiretimine gore daha kompleks bir
islemdir ve yaklasik olarak 14-20 genin bir arada fonksiyon icra ettigi bir gen kiimesi
(eps cluster) heteropolimerik EPS iiretiminden sorumludur. Literatiir kisminda

fonksiyonlar1 tartisilmis olan ve heteropolimerik eps gen kiimelerinde yer alan epsA
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(transcriptional regulator), epsB (chain length determination protein) ve p-gtf’in
(priming glycosyltransferase) tulum peyniri izolatlarinin genomlarinda varliklar ilgili
primerler (Cizelge 3.1) kullanilarak PCR ile taranmustir. Sekil 4.8 - 4.12 sirasiyla tulum
peyniri izolatlarinda epsA, epsB, epsEFG, G-x-Bact-a- ve G-Lr-Bact-a- genlerinin

bulunup bulunmadigini1 gésteren agaroz jel goriintiilerini gostermektedir.

Bant uzunlugu (bp)
200
400
600

800
1000

L NK PK  TP49 DP40 DP11

Sekil 4.8 Secilen izolatlarda epsA genlerinin taranmasi sonucu olusan PCR iiriiniinii
gosteren Agaroz jel (%]1) gortntiisii (L: Ladder, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif
Kontrol, TP49: Weissella paramesenteroides, DP40: Lactobacillus brevis, DP11:
Lactobacillus crustorum).

Daha 6nce epsA genine yonelik dizayn edilen ve yaklasik 800 bazlik bir kismi
ampilifiye etmesi beklenen primer seti ile (Low vd, 1998) epsA geninin varlig1 peynir
izolatlarinda test edilmis ve sekilden de goriilecegi tizere Weissella paramesenteroides
TP49, Lactobacillus brevis DP40 ve Lactobacillus crustorum DP11’in bu gen
acisindan pozitif olduklar1 goézlenmistir. Farkli tiirlerde ampilifiye edilen kismin
boyutunda farklilik oldugu gézlenmis bu durumda herbir tiirdeki genin yapisindaki
farkliliktan kaynaklanmis olabilecegi fikri ortaya ¢ikmustir. Bununla birlikte ilgili
primerler ile beklenen bdlgede tek bir bandin ortaya ¢ikist bu ampilifikasyonunun epsA

geninden kaynaklandigini diislindiirmektedir.
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Bant uzunlugu (bp)

L NK PK TP110 TP44 DP3

Sekil 4.9 Secilen izolatlarda epsB genlerinin taranmasi sonucu olusan PCR {iriiniinii
gosteren Agaroz jel (%]1) gortintiisii (L: Ladder, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif
Kontrol, TP110: Lactococcus garvieae, TP44: Lactobacillus plantarum, DP3:
Lactobacillus paracasei).

Benzer olarak 1150-bp’lik bir iiriin elde edilmesi beklenen PCR islemi ile epsB geninin
varligi (De Vuyst vd, 1998) peynir izolatlarinda taranmistir ve Sekil 4.9°dan da
goriilecegi tizere 3 tiirlin Lactococcus garvieae TP110, Lactobacillus plantarum TP44
ve Lactobacillus paracasei DP3’iin, bu gen agisindan pozitif oldugu gézlenmistir.
Daha 6nce yapilan bir calismada da eksi hamurdan izole edilen 11 tiiriin 3’iiniin epsB
geni agisindan pozitif oldugu gozlenmistir (Dertli vd, 2016). Bu sonuglar tiirler
bazinda karsilastirmak temel husus olmakla birlikte biyoinformatik agidan bu tip
karsilastirmalar ile benzer sonuglar gérmek anlam kazanmaktadir. Bu tiirlerde epsA,
epsB ve diger genlerin varligi heteropolimerik eps kiimesinin varligmma 151k

tutmaktadir.
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Bant uzunlugu (bp)
200
400

600

800
1000

1500

L NK PK DP3

Sekil 4.10 Secilen izolatlarda epsEFG genlerinin taranmasi sonucu olusan PCR
irtiniinii gosteren Agaroz jel (%1) gortntiisii (L: Ladder, NK: Negatif Kontrol, PK:
Pozitif Kontrol, DP3: Lactobacillus paracasei)

Bant uzunlugu (bp)

200
400

600

800
1000

1500

L NK PK TP49 TP44 DP3 DP1

Sekil 4.11 Segilen izolatlarda G-*-Bact-a-F-36/ G-*-Bact-a-R-27genlerinin taranmasi
sonucu olusan PCR {irliniinii gosteren Agaroz jel (%1) goriintiisii (L: Ladder, NK:
Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, TP49: Weissella paramesenteroides, TP44:
Lactobacillus plantarum, DP3: Lactobacillus paracasei, DP1: Lactobacillus
plantarum).
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Bant uzunlugu (bp)
200
400

600

800
1000

1500

L NK PK DP3

Sekil 4.12 Secilen izolatlarda G-Lr-Bact-a-F-26/ G-Lr-Bact-b-R-20 genlerinin
taranmasi sonucu olugan PCR iirliniinii gosteren Agaroz jel (%]1) goriintiisii (L:
Ladder, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, DP3: Lactobacillus paracasei).

Benzer olarak peynir izolatlarinda p-gtf geninin varligi 3 farkli primer seti kullanilarak
PCR taranmistir. Bu sonuglardan da anlasilacagi iizere p-gtf geni Lactobacillus
paracasei DP3, Weissella paramesenteroides TP49, Lactobacillus plantarum TP44 ve
Lactobacillus plantarum DP1 olmak iizere 4 peynir izolatinda PCR islemi ile tespit
edilmistir (Sekil 4.10-4.12).

Tulum peynirinde izole edilen LAB tiirlerinde bulunan heteropolimerik eps genlerinin
PCR taranmasi ile elde edilmis sonuglar Cizelge 4.5’te O6zetlenmistir. Hem jel
gorlintiilerinden hem de Cizelge 4.5’den anlasilacag iizere tiirler arasinda farklilik
etmek kaydiyla Lb. brevis DP6 hari¢ biitiin izolatlar homopolimerik veya
heteropolimerik eps genlerinden birini tagimaktadir. Bu sonuglar hem homopolimerik
hem de heteropolimerik eps iiretiminin peynir izolatlarinda ger¢eklesme ihtimalini

gostermektedir.
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Cizelge 4.5 Tulum peyniri izolatlarinda homopolimerik ve heteropolimerik EPS
tretiminin gtf, dexreu, lev ve epsA, epsB, epsDE ve p-gtf primelerleri ile taranmasi

2 © 4 ©
Hedef gen gtf gtf ftf p-gtf  p-gtf  p-gtf
Hedef gen boyutu (bp) 660 600 800 800 1150 1600 189 276
DP1- Lb. plantarum - - - - - - + -
DP3- Lb. paracasei - - - - + + + +
DPG6- Lb. brevis - - - - - - - -
DP11-Lb. crustorum - + - + - - - -
DP40-Lb. brevis - - - + - - - -
TP44-Lb. plantarum - + - - g - + -
TP49-W. Paramesenteroides - - = + - - + R
TP110-Lc. garvieae - + - - + - - -

* + ilgili genin bulunduguna — ise ilgili genin bulunmadigina isaret etmektedir.

Daha once yapilan c¢aligmalarda siit ve iiriinlerinde EPS iiretiminin yliksek oranda
gerceklesebildigini ortaya koymustur. Ornegin Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus yagsiz siitte gelistirildigi zaman baskin olarak glikoz ve galaktoz iceren
heteropolisakkarit iirettigi ortaya konulurken (Cerning vd, 1988), Lactobacillus
bulgaricus’un yagsiz siit ortaminda gelistirilmesi yine galaktoz, glukoz ve ramnoz
iceren heteropolisakkarit liretimi ile sonu¢landigi rapor edilmistir (Cerning vd, 1986).
Son zamanlarda yogurtlarin (De Vuyst ve Degeest, 1999; De Vuyst vd, 2001), eksi
kremanin (Duboc ve Mollet, 2001), dondurmanin (Christiansen vd, 1999) ve diisiik
yagli Mozerallanin (Broadbent vd, 2001; Low vd, 1998) iiretimi i¢in LAB tarafindan
tiretilen dogal tekstiir gelistirici ekzopolisakkaritleri in situ tiretimi arastirilmistir.
Fonksiyonel Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus veya S. thermophilus'un
ekzopolisakkarit iireten starterleri bu konuda umut verici olmustur. Benzer olarak

tulum peyniri izolatlarinin da EPS iiretme potansiyeli bu agidan son derece énemlidir.
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4.8 Fenol-Siilfirik Asit Testi ile Belirlenen EPS Uretim Miktar:

LAB tiirlerinin EPS iiretme kabiliyetleri yani sira EPS iiretim seviyeleri de bu suslarin
fonksiyonel etkilerinin ortaya ¢ikabilmesi a¢isindan 6nem arz etmektedir. Yapilan
degerlendirmeler LAB tiirlerinde EPS tiretiminin ¢ok genel bir iglem olabilecegini ve
izolatlarin daha sonraki islemler agisindan se¢imi noktasinda tiretim miktarlarinin son
derece Oonemli oldugunu ortaya koymaktadir. Bu baglamda eps genlerinin tespit
edildigi izolatlar olan Lactobacillus plantarum DP1, Lactobacillus paracasei DP3,
Lactobacillus crustorum DP11, Lactobacillus brevis DP40, Lactobacillus plantarum
TP44, Weissella paramesenteroides TP49 ve Lactococcus garvieae TP110 %3 laktoz
iceren MRS ortaminda 37°C’de aerobik sartlarda gelistirilmis ve bu tlirlerden EPS
izolasyonu gergeklestirilerek EPS iretim miktarlart belirlenmistir. Lactobacillus
brevis DP6 nin da EPS iirettigi diisliniildiigii i¢in bu tiirden de EPS izole edilmistir.
Cizelge 4.6 tulum peyniri izolatlarmin aerobik sartlarda EPS iiretim seviyelerini
gostermektedir. Tulum peyniri izolatlarinin EPS iiretim miktarlar birbirlerine oldukca

yakin bulunmustur.

Ortamin bilesimi, fizikokimyasal ve kinetik parametreler iceren birka¢ kosul LAB
tarafindan tretilen EPS miktarini etkileyebilir (Boels vd, 2003; Dupont vd, 2000).
Ornegin, EPS biyosentezi i¢in L. rhamnosus suslari benzer genetik organizasyona
sahip olmasina ragmen, dort L. rhamnosus susunda EPS iiretiminin son verimi 61-
1611 ml/l arasinda Onemli bir degiskenlik gostermektedir (Peant vd, 2005).
Fermentasyon stiresi, sicaklik ve karbon kaynagina bagl olarak farkli EPS {iretim
seviyeleri gosteren iki L. rhamnosus susunun birincil EPS yapisinda bir degisme
olmadigi rapor edilmistir (Van Calsteren vd, 2002). Tersine, sadece verim degil, ayni
zamanda L. casei CG11 tarafindan iiretilen EPS’nin komposizyonu kiiltiir ortaminda
sunulan karbon kaynagina bagl olarak degismistir (Cerning vd, 1994). Besiyeri,
tireme sartlar (sicaklik, inkiibasyon siiresi, karbon-nitrojen orani, pH, mineral tuzlar,
vitaminler) (Broadbent vd, 2003; De Vuyst ve Degeest, 1999), bazal hiicre
metabolizmada seker niikleotidlerin kullanilabilir olmasi (Boels vd, 2001; Levander
vd, 2002; Looijesteijn vd, 1999), seker yikim yolunda gen ifade diizeyi (Levander vd,
2002; Svensson vd, 2005) ve EPS iiretimi i¢in gerekli genlerin transkripsiyonel
diizeyinin yan1 sira bakteriler tarafindan kullanilan karbon kaynagi (Audy vd, 2010)

gibi i¢ ve dis faktorler liretim diizeyini etkileyebilmektedir.
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Cizelge 4.6 Aerobik kosullar altinda tulum peyniri izolatlarinin 37°C’de EPS {iretim
seviyeleri. EPS %3 laktozlu besiyerinde 1 gece ilgili sicaklikta gelistirilen izolatlardan
izole edilmistir. Sonuglar 3 tekerriirlii 3 bagimsiz 6l¢limiin ortalamasidir. Bu sartlarda
gelistirilen bakterilerin total hiicre sayis1 genel itibariyle 107 kob olarak bulunmus ve
sonuglar pg/10” kob seklinde ifade edilmistir.

Ornek Kodu EPS(E;’/elt (l;?lk?;;(tan
DP1 1766,154+75,21284
DP3 1858,462+20,82001
DP6 1694,615+44,45138

DP11 1805+34,52
DP40 1740+133,9571
TP44 1713,846+73,03713
TP49 1823,462+38,21
TP110 1763,077+123,0785

4.9 Tulum Peyniri izotlar1 Tarafindan Uretilen Ekzopolisakkaritlerin Yapisal
Karakterizasyonu

Tulum peyniri izolatlarindan Lactobacillus plantarum DP1/TP44, Lactobacillus
paracasei DP3, Lactobacillus brevis DP6/DP40, Lactobacillus crustorum DP11,
Weissella paramesenteroides TP49 ve Lactococcus garvieae TP110 hem %3 laktoz
iceren MRS besiyerinde hem de pastdrize siitte gelistirilmistir. %3 laktoz iceren MRS
besiyerinde biitiin tiirlerden EPS basarili bir sekilde izole edilirken, pastérize siitte
sadece DP1, DP3, TP44 VE TP49 tiirlerinden EPS izole edilebilmistir. izolatlarin
urettigt EPS’in icerebilecegi seker gruplarmin tespiti amaciyla HPLC islemi
uygulanmistir. HPLC analizi neticesinde hem %3 laktozlu MRS ortaminda hem de
pastorize siit ortaminda tiirlerin trettigi EPS’in igerebilecegi seker gruplara ait
kromotogramda sadece glukoz tespit edilmistir (Sekil 4.14 - 4.25). HPLC islemi
sonucunda glukozun alikonma stiresi 7,429-7,570 dk olarak bulunmustur. Sekil 4.13
ilgili tiirlerin siit ortaminda gelisimini takiben iiretilen EPS’in ekstraksiyon islemi

sonrasindaki goriintiislinii ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.13 Pastorize siit i¢erisinde gelistirilen tiirlerin tirettigi EPS’e ait goriintii.

Sekil 4.14-4.25 sirasiyla hem siit hem de %3 laktozlu MRS ortaminda Lactobacillus
plantarum DP1, Lactobacillus paracasei DP3, Lactobacillus brevis DP6,
Lactobacillus crustorum DP11, Lactobacillus brevis DP40, Lactobacillus plantarum
TP44, Weissella paramesenteroides TP49, Lactococcus garvieae TP110 izolatlarin
urettigt EPS’in igerebilecegi seker gruplarina ait HPLC kromotogramlarim
gostermektedir. Kromatogramlardan da goriilecegi iizere biitilin tiirlerde tespit edilen
tek seker tinitesi glukoz olarak bulunmustur.

Elde ettigimiz bu sonuglar test ettigimiz ortamlarda biitiin tiirlerin glukozdan olusan
homopolimerik EPS iiretme kabiliyetinde olduklarini gostermistir. LAB tiirleri
tarafindan tretilen EPS’in kimyasal yapist genel olarak stabil olabilsede ortamdaki C

kaynagina bagli olarak degisebilmektedir (Cerning vd., 1994).
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Sekil 4.14 Lactobacillus plantarum DP1 tarafindan pastorize siit ortaminda iiretilen
EPS’in HPLC kromatogrami. 7,568 dk’dan sonra glukoz tespit edilmistir.



75

mv
250 -Detector A 2
200
150
100+
o
50 @ g_
Q o
0 - S TR NS
TR T e e L T e B B e e L L B B B B R
0.0 10 20 30 40 50 6.0 70 80 9.0 100 110 120 130 140  min

Sekil 4.15 Lactobacillus paracasei DP3 tarafindan pastorize siit ortaminda iiretilen
EPS’in HPLC kromatogrami. 7,570 dk’dan sonra glukoz tespit edilmistir.
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Sekil 4.16 Lactobacillus plantarum TP44 tarafindan pastorize siit ortaminda tiretilen
EPS’in HPLC kromatogrami. 7,550 dk’dan sonra glukoz tespit edilmistir.
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Sekil 4.17 Weissella paramesenteroides TP49 tarafindan pastdrize siit ortaminda
tiretilen EPS’in HPLC kromatogrami. 7,537 dk’dan sonra glukoz tespit edilmistir.
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Sekil 4.18 Lactobacillus plantarum DP1 tarafindan %3 Laktozlu MRS ortaminda
tiretilen EPS’in HPLC kromatogrami. 7,541 dk’dan sonra glukoz tespit edilmistir.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659365130
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558508644
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Sekil 4.19 Lactobacillus paracasei DPL3 tarafindan %3 Laktozlu MRS ortaminda
tiretilen EPS’in HPLC kromatogrami. 7,529 dk’dan sonra glukoz tespit edilmistir.
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Sekil 4.20 Lactobacillus brevis DPL6 tarafindan %3 Laktozlu MRS ortaminda tiretilen
EPS’in HPLC kromatogrami. 7,516 dk’dan sonra glukoz tespit edilmistir.
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Sekil 4.21 Lactobacillus crustorum DPLI11 tarafindan %3 Laktozlu MRS ortaminda
tiretilen EPS’in HPLC kromatogrami. 7,479 dk’dan sonra glukoz tespit edilmistir.
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Sekil 4.22 Lactobacillus brevis DP40 tarafindan %3 Laktozlu MRS ortaminda iiretilen
EPS’in HPLC kromatogrami. 7,472 dk’dan sonra glukoz tespit edilmistir.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659365130
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560178
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560178
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Sekil 4.23 Lactobacillus plantarum TPL44 tarafindan %3 Laktozlu MRS ortaminda
tiretilen EPS’in HPLC kromatogrami. 7,463 dk’dan sonra glukoz tespit edilmistir.
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Sekil 4.24 Weissella paramesenteroides TPL49 tarafindan %3 Laktozlu MRS
ortaminda tiretilen EPS’in HPLC kromatogrami. 7,454 dk’dan sonra glukoz tespit
edilmistir.
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Sekil 4.25 Lactococcus garvieae TPL110 tarafindan %3 Laktozlu MRS ortaminda
tretilen EPS’in HPLC kromatogrami. 7,429 dk’dan sonra glukoz tespit edilmistir.

LAB tiirlerinde sadece glukoz birimlerinden olusan glukan iiretimi oldukca yaygin bir
islem olup simdiye kadar farkli Lactobacillus plantarum, Weissella
paramesenteroides, Lactobacillus brevis suslarinin glukan formunda EPS {irettigi
gosterilmistir (Di Cagno vd, 2006; Bounaix vd, 2009). Siit {iriinleri ve insan kaynakli
olabilen Lactobacillus paracasei suslarinda da heniiz glukan formunda olmasada EPS
tiretimi gosterilmistir (Robijn vd, 1996b). Bunun yanisira Lactobacillus crustorum’un
ozellikle eksi hamur bazli olmasi glukan tipinde EPS iiretiminin olabileceginin en
onemli gostergelerindendir ancak bu konuda literatiirde herhangi bir veriye

ulagilamamustir (Scheirlinck vd, 2007). Son olarak genel itibariyle bir balik patojeni


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558508644
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558508644
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558508644
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560178
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659365130
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olmasi miinasebetiyle dikkat ¢eken Lactococcus garvieae’de ise EPS iiretiminden
sorumlu genler ortaya konarken {liretebilecegi EPS {lizerinde heniiz bir ¢aligmaya
rastlanmamustir (Suzuki vd, 2013). Bu sonuglar bu tiirlerin tirettikleri EPS’in ortaya

konmasi agisindan oldukg¢a 6nemlidir.
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5. SONUC

Bu tez ¢ercevesinde Erzincan ili ve kdylerinden toplanan tulum peyniri 6rneklerinden
LAB tiirleri izole edilmis, genotipik olarak farkli tiir ve suslar1 ayirt edilmis, segilen
izolatlar tanimlanmis, tanimlanan LAB tiirlerinde homopolimerik ve heteropolimerik
eps genleri tespit edilmis takiben tulum peyniri izolatlarindan EPS izole edilerek EPS
iretim miktarlart tespit edilmis ve EPS kimyasal yapisi agisindan tulum peyniri
izolatlar1 incelenmistir. Bu tez c¢ercevesinde elde edilen 6nemli sonucglar ve bu

sonuclarin ortaya koyabilecegi hususlar ve gelecek beklentileri su sekilde siralanabilir:

Geleneksel olarak {iretilen tulum peyniri 6rneklerinden 50 Lactobacillus plantarum, 6
Lactobacillus paracasei , 4 Lactobacillus brevis, 4 Weissella paramesenteroides, 21
Lactococcus lactis subsp. lactis, 10 Lactococcus garvieae, 1 Streptococcus
thermophilus, 5 Lactobacillus crustorum olmak tizere toplam 101 adet LAB susu izole

edilip tanimlanmustr.

Ayrica LAB suslarina ilave olarak tulum peynirlerinden 2 Enterococcus mundtii, 69
Enterococcus faecium, 4 Enterococcus hirae, 5 Enterobacter cloacae, 6 Enterococcus
thailandicus, 22 Enterococcus faecalis, 9 Enterococcus italicus, 16 Shigella flexneri,
14 Shigella sonnei, 4 Burkholderia gladioli, 3 Raoultella ornithinolytica, 2
Staphylococcus saprophyticus, 2 Streptococcus porcorum, 2 Macrococcus
caseolyticus, 11 Pluralibacter gergoviae olmak {izere toplam 171 adet NSLAB
olabilecek ve ayni zamanda belirli tiirlerin patojen olabilecegi suslar izole edilip
tamimlanmistir. Geleneksel peynirlerimizde starter potansiyeli olan Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus brevis, Weissella
paramesenteroides, Lactococcus lactis subsp. lactis suslarmin varhig: iilkemiz gida
endiistrisi agisindan son derece 6nemlidir. Ozellikle bu tez gercevesinde EPS iiretimi
gerceklestirebilen suglarin tanimlanmis olmasi bu suslarin starter olma potansiyelleri
ile direkt olarak ilgili olabilir. Peynir iiretimi i¢in starter kiiltlirler halen biiylik oranda
yurtdist kaynaklidir. Dolayisiyla EPS iiretimini gergeklestirebilen Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus brevis, Weissella
paramesenteroides ile peynir iiretimi ve tretilen peynirlerin EPS™ ve EPS" starter
kiltiirler ile yapilacak peynirler ile karsilastirilmasi gelecek donemde gerceklestirmeyi

planladigimiz islemlerdir. Ozellikle EPS iireten bu tiirlerin peynirin tekstiirii {izerine


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659365130
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558508644
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_526641921
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202247
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439707
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321653
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252817
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252817
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252059
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252059
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252059
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439684
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566084933
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219856822
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659365130
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558508644
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558508644
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_526641921
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659365130
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558508644
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558508644
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etkileri belirlenmeye calisilacaktir. Ayni sekilde bu suslarinn histamin ve tiramin gibi

biyojenik aminleri tiretip Giretmedikleri genotipik ve fenotipik olarak belirlenecektir.

Starter olarak faaliyet gosterebilecek tiirlere ek olarak peynir iiretiminde ilave kiiltiir
seklinde kullanilabilecek Enterococcus mundtii, Enterococcus faecium, Enterococcus
hirae, Enterobacter cloacae, Enterococcus thailandicus, Enterococcus faecalis,
Enterococcus italicus suslar1 projemiz ¢ercevesinde izole edilmistir. Bu kapsamda bu
suslarin peynir iiretiminde 6zellikle peynirin tat ve aromasi iizerine etkisi ilerleyen
donemlerde belirlenmeye calisilacaktir. Benzer olarak bu tiirlerin bakteriyosin tireticisi
tiirler olup antibakteriyel ve ilave olarak antifungal aktiviteleri bu tiirler ile alakali test

edilecek parametreler arasindadir.

Bu tez gercevesinde izole edilip tanimlanan Lactobacillus plantarum DP1/TP44,
Lactobacillus paracasei DP3, Lactobacillus brevis DP6/DP40, Lactobacillus
crustorum DP11, Weissella paramesenteroides TP49, Lactococcus garvieae
TP110’da eps genleri tespit edilmis ve iirettikleri EPS’in kimyasal yapist HPLC ile
analiz edilmistir. Ayrica bu tiirlerin EPS iiretim seviyeleri birbirine olduk¢a yakin
bulunmustur. Bununla birlikte genetik ve ¢evresel faktorlerde yapilacak degisiklikler
ile bu tiirlerin daha fazla EPS iiretmesi saglanabilir. Bu tiirlerin farkli kosullarda
urettikleri EPS  miktarlar1 ile alakali ¢alismalar ilerleyen ddnemlerde

gergeklestirilebilir.

Geleneksel peynirlerimizden olan tulum peyniri 6rneklerinden EPS iireticisi starter ve
ilave kiiltiir olarak kullanilabilecek LAB tiirlerine ilaveten; Sigelloz hastaligina neden
olan dort Shigella susundan ikisi olan Shigella flexneri ve Shigella sonnei,
pastorizasyonun gerekli sekilde gergeklestirilmedigi sartlarda siit ve liriinlerinden izole
edilebilen Burkholderia gladioli, dekarboksilaz enzimini olusturarak aminoasitlerin
dekarboksilasyonunda rol alan Raoultella ornithinolytica, Novobiocin’e direngli bir
mikroorganizma olan, diski ve liretrada normal flora elemani olarak bulunan, firsat¢i
patojen olarak idrar yollar1 ve prostat enfeksiyonlarinan izole edilen Staphylococcus
saprophyticus, evcil ve yabani domuzlardan izole edilen Streptococcus porcorum, ¢ig
stitte hakim olan Macrococcus caseolyticus, Pluralibacter gergoviae tulum peyniri
orneklerinden izole edilmistir. Bu tiirlerin izolasyonu iireticilerin egitimi noktasinda

daha fazla ¢abanin sarf edilmesi gerekliligini ve iireticilere peynir liretiminde hijyen
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kurallarina uymalar ile alakali olarak daha fazla biling kazandirilmas1 gereklilgini

ortaya koymaktadir.

Sonug olarak bu proje ile tulum peyniri kaynakli orijinal LAB tiirleri tanimlanmis ve
EPS iiretimi yoniinden bu tiirler aragtirilmistir. Geleneksel tulum peyniri 6rneklerinden
hem starter hem de ilave kiiltiir olabilecek EPS iireticisi LAB tiirlerinin izolasyonu
ticari acidan da onemli olup iilkemizde son donemde gerceklestirilmeye calisilan

starter kiiltiir gelistirme ¢alismalarina da katki sunacaktir.
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