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GELENEKSEL URFA PEYNIRINDE YER ALAN LAKTIK ASIT
BAKTERILERININ iZOLASYONU, MOLEKULER KARAKTERIZASYONU VE

STARTER KULTUR OLARAK KULLANIM OLANAKLARI
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Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. H. Barbaros OZER
Y1l:2010, Sayfa: 152

Bu calismada biyokimyasal, fenotipik ve genotipik yontemler yardim ile ¢ig koyun siitiinden
geleneksel olarak tiretilen Urfa peynirlerinde hakim laktik floranin sus diizeyinde karakterizasyonunun yapilmasi
ve endiistriyel diizeyde Urfa peyniri tretiminde kullanilabilecek 6zglin starter kiiltiir ¢esidinin belirlenmesine
yonelik veri elde edilmesi amaglanmistir. Bu amagcla; Sanlurfa ilinin farkli bolgelerinde geleneksel olarak
tiretilen 20 adet taze peynir 6rnegi toplanmis ve % 14 (w/v) tuz igeren salamura igerisinde 3 ay depolandiktan
sonra mikrobiyolojik analizler gergeklestirilmistir. Farkli besiyerlerinden izole edilen (MRS, M17 ve KAA) 180
izolatin Gram boyama ve katalaz testlerinden sonra 143 izolat laktik asit bakterisi olarak tanimlanmigtir.
Fenotipik testler ve 16S rDNA sckans dizi analizi ile izolatlarin tiir ve sus diizeyinde siniflandirmalari
yapilmistir. Analiz sonuglarina gore 143 izolatin % 48.95 Enterococcus spp., % 40.55’inin Lactococcus spp., %
9.10’unun Lactobacillus spp., % 0.69’unun Streptococcus spp., % 0.69’unun ise Leuconostoc spp. tiiriine ait
oldugu belirlenmistir. En baskin tiir olarak tespit edilen enterokoklarin % 40,0’1 Enterococcus faecium, % 32.8’i
E. durans, % 18.5’1 E. faecalis; laktokolarin % 62.71’i Lactococcus lactis spp. lactis, % 30.50’si ise Lactococcus
garvieae olarak siniflandirilmistir. Laktokok grubu bakterilerin biiyiik bir ¢cogunlugu (%74.57) % 6.5 NaCl’de
gelisim gostererek laktokoklara gore atipik Ozellik gdstermistir. Izole edilen tiim suslarin kapasiteleri ve
bakteriyosin iiretime yetenekleri incelenmistir. Bu sonuglar 1s1ginda 3 laktokok izolat: (Lactococcus lactis spp.
lactis sus no:62, Lactococcus garvieae sus no:44, Lactococcus lactis spp. cremoris sus no:63) starter kiiltiir
olarak kullamlarak Urfa peyniri tiretilmistir. 90 giin olgunlastirilan peynirlerde depolama siiresince kimyasal
analizler yapilmis ve elde edilen sonuglar 6nceki ¢alismalar ile karsilastirilmigtir. Depolama siiresince deneme
peynirinin proteoliz diizeyinin belirlenmesinde iire-PAGE elektroforez, RP-HPLC peptid profilleri ve toplam
serbest amino asit analizleri yapilmistir. Depolamanin 90. giiniinde og-Kazein pargalanma iiriinlerinin agiga
¢iktigi belirlenmistir. Olgunlagsma periyodu siiresince hem hidrofilik hem de hidrofobik peptidlerin
konsantrasyonunda artis meydana geldigi belirlenmistir. Toplam serbest amino asit iceriginde de depolama
stiresince sinirli ancak diizenli bir artis oldugu saptanmustir. Elde edilen sonuglar piyasa ornekleri ile
karsilagtirlldiginda deneme peynirinde meydana gelen proteoliz diizeyinin piyasa orneklerinden daha diisiik
oldugu belirlenmistir. Deneme peynirinin ugucu maddelerin bilesen profilinde olgunlasma siiresince meydana
gelen degisimler SPME GC-MS teknigi ile izlenmis ve buna gore 66 farkli ugucu aroma bileseni tespit
edilmistir.

Anahtar kelimeler: Urfa peyniri, laktik flora, genotipik testler, 16S rDNA, proteoliz, starter kiiltiir
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ISOLATION, MOLECULAR CHARACTERIZATION OF LACTIC ACID BACTERIA IN
TRADITIONAL URFA CHEESE AND POSSIBLE USE AS A STARTER CULTURE
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Harran University
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In this study, characterization of dominant strains of lactic flora in traditional Urfa cheese made from sheep’s
milk, was done using biochemical, phenotypic and genotypic methods. Selection of promising species and
strains of lactic acid bacteria for the purpose of development of novel starter culture candidates was the prime
aim of the present study. For this purpose, 20 fresh Urfa cheese samples were collected from 4 different regions
of Sanlurfa province. The cheeses were stored in dense brine solution (14%, w/v) under controlled conditions
for a period of 3 months. Microbiological cultivation was carried out using M17, MRS and KAA mediums. In
total, 180 isolates were harvested and 143 of them were characterized as lactic acid bacteria. 143 isolates were
classified using phenotypic tests and 16S rDNA sequence analysis. According to the results obtained the
percentage distributions of the lactic acid bacteria isolated were as follows: 48.95 % Enterococcus spp., 40.55 %
Lactococcus spp., 9.10 % Lactobacillus spp., 0.69 % Streptococcus spp. and 0.69 % Leuconostoc spp. Among
the Enterococcus spp., Enterococcus faecium (40.0 % of total enterococcus strains) was the most frequently
present species, followed by E. durans (32.85 %), E. faecalis (18.57 %), respectively. Lactococcus lactis spp.
lactis (62.71 % of total lactococcus species) and Lactococcus garvieae (30.50 %) were the most frequently
present lactococci species. The majority of lactococcal isolates showed an atypical phenotypic behaviour since
they grew in the presence of 6.5 % NaCl. Acidification and bacteriocin production abilities were also determined
for each isolate. Three lactococcus isolates (Lactococcus lactis spp. lactis (strain no:62), Lactococcus garvieae
(strain no:44), Lactococcus lactis spp. cremoris (strain no:63) were used as candidate starter culture in the
production of Urfa cheese. During 90 days of storage, chemical analysis were carried out and the results of the
experimental cheese were compared with previous studies. To determine the level of proteolysis during ripening
period of the experimental cheese, urea-PAGE electrophoresis, RP-HPLC and total free amino acid analysis
were carried out. Urea-PAGE electrophoretograms revealed that at the end of ripening period, ag-casein
degradation products became visible. The peptide profile of the cheese sample as determined by RP-HPLC
during ripening period showed that both hydrophilic and hydrophopic peptide concentrations were increased.
Accordingly, total free amino acid content increased to a limited extend during ripening period. Results revealed
that the development of proteolysis in Urfa cheese was rather limited, compared with the market samples. A total
of 66 volatile components were identified during ripening period of cheese samples by solid-phase
microextraction by gas chromatography-mass spectrometry.

KEY WORDS: Urfa cheese, lactic flora, genotypic methods, 16S rDNA, proteolysis, starter culture
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1. GiRiS Hiiseyin Avni KIRMACI

1. GIRIS

Gerek kullanilan siit tiirii, gerekse tliretim metodundaki farkliliklardan dolay1
bugiin diinyada yiizlerce peynir ¢esidi iiretilmektedir. Bu ¢esitlerden yalnizca bir
kismu ticari anlamda 6nem tasirken, cogu peynir ¢esidi yerel olarak iiretilip, tiiketime
sunulmaktadir. Ulkemizde de bir kismi ticari anlamda &nem kazanmis ve yaygin
tilkketim alan1 bulmus, bir kismi1 ise tamamen yerel olarak bilinen ve tiiketilen bir¢ok
peynir ¢esidi bulunmaktadir. Son yillarda, yerel 6l¢ekte tiretimi gergeklestirilen siit
tiriinlerinin  endistriyel boyuta tasinmasina yonelik ¢abalarda artis meydana
gelmistir. Bu cabalarin temel ¢ikis noktalar1 hem yerel bilginin kaybinin énlenmesi
hem de siit iirlinleri pazarinda {iriin c¢esitliliginin artirilmasidir. Bu konu, AB 7.

Cergeve Programi’nin da dncelikli ¢alisma konulari arasinda yer almaktadir.

Urfa peyniri de yerel peynir cesitlerimizden olup Sanlurfa ve gevresinde
yaygin olarak tiiketilmektedir. Urfa peynirinin geleneksel iiretiminde genel olarak
Sanlurfa ili Karacadag bolgesinin giineyi ile Suriye sinir1 arasinda kalan alanda
yetistirilen Ivesi cinsi koyunlardan sagilan ¢ig siit kullanilmakla birlikte, gerektigi
durumlarda koyun ve kec¢i ile az da olsa koyun-inek siitii karigimlarindan da
yararlanilmaktadir (Ozer ve ark., 2002a, b). Urfa peyniri iiretiminde, siit sagim
sicakliginda ticari peynir mayasi ile pihtilagtirilmakta ve piht1 pargalandiktan sonra
yoresel olarak “parzin” adi verilen liggen siizme bezlerine aktarilarak siiziilmektedir.
Serum ayrilmasinin tamamen sona ermesinin ardindan ham peynirler kaba tuz
araciligl ile 1-2 giin kuru tuzlama islemine tabi tutulmakta ve sonrasinda peynir
kaliplar1 %15-17 NaCl, w/v salamura icerisinde olgunlastirilmaktadir (Ozer ve ark.,
2002a).

Cig siitin kompleks laktik mikroflorasi, Urfa peyniri gibi geleneksel olarak
¢ig siitten lretilen peynirlerin 6zglin tat ve aromasinin olusumunda etkin rol

oynamaktadir. Hijyenik {iiretim modelinin 6énemli bir basamagi olan 1sil islem
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ile dogal laktik flora inhibe/inaktive edildiginden standart tat ve aroma ile tekstiirel

Ozelliklere sahip peynir eldesi i¢in starter kiiltiir kullanim1 zorunlu hale gelmektedir.

Laktik asit bakterileri, siit ve siit lirlinleri basta olmak iizere dogada yaygin
olarak bulunmaktadir. Laktik asit bakterilerinin en ©nemli ozelligi laktozdan
tirettikleri laktik asit araciligr ile siitiin asitligini yiikseltmeleridir. Asitlik artis1 hem
kazein stabilitesini zayiflatmakta hem de rennin aktivitesini tesvik etmektedir.
Dolayisiyla, peynir iiretiminde kullanilan siitiin pihtilasmasi kolaylagsmaktadir.
Ayrica, lipolitik ve proteolitik aktivitelerinden dolayi, peynirin olgunlastiriimasi
sirasinda  karakteristik tat, aroma ve tekstlirin olusumunda da laktik asit

bakterilerinin dnemli etkileri bulunmaktadir.

Geleneksel siit tirlinlerinin endiistriyel diizeyde iiretilebilmelerini olanakli
kilmanin baslica yolu, geleneksel iirlinlin florasinin dogru tespit edilmesinden
ge¢mektedir. Ardindan, hakim floranin karakterizasyonunun yapilmasi ve starter

kiiltiir olarak tiretimin uygunlugunun test edilmesi gerekmektedir.

Laktik asit bakterilerinin tanimlanabilmesi ve karakterizasyonu amaciyla bu
bakterilerin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik oOzellikleri ile antibiyotik
duyarhiliklar1 ve faj tiplerinin belirlenmesi ve serolojik olarak tiplendirilmelerini
iceren klasik yoOntemlerden yararlanilmaktadir. Sus diizeyinde daha yiiksek
duyarhilikta tanimlamayr saglayan molekiiler tekniklerden de son yillarda
faydalanilmaktadir. Bu yontemlerden her biri bakteri izolatlarini cins, tiir, alttiir ve

sus diizeyinde siiflandirmayi, tanimlamayi ve karakterize etmeyi amaglamaktadir.

Bilindigi kadar ile Urfa peyniri tiretiminde kullanilmak {izere starter kiiltiir
gelistirilmesine yonelik bir calisma bulunmamaktadir. Bu gerekge ile, bu tez
caligmas1 kapsaminda biyokimyasal, fenotipik ve genotipik yontemler araciligi ile
¢ig koyun siitiinden iiretilen ve ii¢ ay olgunlastirilan Urfa peynirlerinde hakim laktik
floranin sus diizeyinde karakterizasyonu ve endiistriyel tiretimlerde kullanilabilecek
Ozglin starter kiiltiir ¢esidinin  belirlenmesine yonelik veri elde edilmesi

amaglanmistir. Boylece, hakim floradan segilecek sus(lar)in, deneme iiretiminde

2
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kullanilabilmesi, peynir ortamindaki davranisinin izlenebilmesi ve peynir kalitesine

etkileri saptanarak endistriyel anlamda veri aktarim olanag saglanacaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri genel olarak; Gram-pozitif, spor olusturmayan, katalaz-
negatif, morfolojik olarak kok veya ¢ubuk seklinde, karbonhidrat fermentasyonu
sonucu son riin olarak laktik asit iireten bakteriler olarak tanimlanirlar. Laktik asit
bakterileri; siit, et ve sebze gibi besin igerigi bakimindan zengin olan gidalarda
yaygin olarak bulunmaktadir. Laktik asit bakterileri gidanin bozulmasina neden olan
mikroorganizmalar ile patojen mikroorganizmalar tizerinde sentezledikleri organik
asitler, hidrojen peroksit, laktoperoksidaz, diasetil ve bakteriyosinler araciligi ile
antagonistik etki yaratmaktadir. Bu nedenle, bu mikroorganizmalar kullanilarak
tiretilen gidalar, insan sagligi agisindan “giivenli gidalar” olarak, bu tip bakteriler de
‘giivenli bakteriler’ olarak tanimlanmaktadir. Laktik asit bakterileri, karbonhidratlar
homofermentatif ya da heterofermentatif yolla fermente edebilmekte ve laktik asit
basta olmak tlizere asetik asit, formik asit, etanol ve CO, iiretebilmektedir. Farkli
tirlerdeki laktik asit bakterileri morfolojik 6zellikleri, glikozu fermente edebilme
yetenekleri, farkli sicaklik ve tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme ve asit ve alkali
ortamlara kars1 direngliliklerine gore siniflandirilabilmektedir. Son yillarda, gelismis
molekiiler tiplendirme teknikleri yardimi ile laktik asit bakterileri, fenotipik
Ozellikleri esas alinarak yapilan gruplandirma ile daha dogru bir sekilde
siiflandirilabilmektedir. Toplam 12 adet laktik asit bakterisi cinsi bulunmaktadir.
Bunlar: Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus ve Weisella. Bu cinsler igerisinde yalmizca 5 tanesi (Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve Streptococcus) siit iiriinlerinin

tiretiminde starter kiltiir olarak kullanilmaktadir (Klein ve ark., 1998).
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2.1.1. Lactobacillus spp.

Lactobacillus cinsi bakteriler, Gram-pozitif, spor olusturmayan, DNA’larinda
genellikle % 50°den daha az Guanin+Sitozin (G+C) igeren ¢ubuk ya da
kokobasillerdir. Glikozu karbon kaynagi olarak kullanan lactobacillus cinsi
bakteriler ya homofermentatif (% 85’den fazla laktik asit iiretirler) ya da
heterofermentatiftirler [esit molar oranlarda laktik asit, karbondioksit ve etanol
ve/veya asetik asit tretirler]. Lactobacillus cinsi bakteriler gastrointestinal sistem
disinda fermente gidalarda da bulunmaktadir. Lactobacillus cinsi bakteriler starter
ve/veya destek kiiltiir (adjunct culture) ya da starter olmayan mikroflora (non-starter
lactic acid bacteria, NSLAB) olarak peynir olgunlagsmasi ve aroma gelisimine etki
etmektedirler. Lactobacillus cinsi bakterilerin sitrat metabolizmasi sonucu olusan
asetat, etanol, asealdehit ve diasetil gibi karbonil bilesikleri ve alkoller peynirin tat ve
aroma gelisimine katki yapmaktadir (Rea ve Cogan, 2003). Lactobacillus cinsi
bakterilerin sitrat metobolizmasi sustan susa farklilik gostermektedir. Bu baglamda,
peynir mikroflorasinda bulunan bir ¢ok Lactobacillus tiir/alt tiirii peynirin aroma ve
lezzetine katkida bulunan gesitli bilesenlerin tireticileri olarak goriilmektedir (Mama
ve ark., 2002). Lactobacillus paracasei subsp., paracasei, L. acidophilus, L.
plantarum, L. delbrueckii subsp. lactis’e ait suslar peynir iiretiminde kiiltiir ya da
destek kiiltiir olarak kullanilabilmektedir (Giraffa ve Rosetti, 2004).

2.1.2. Lactococcus spp.

N streptekok Lancefield grubunda yer alan mikroorganizmalarin biiytik bir
cogunlugu Lactococcus olarak tanimlanmaktadir. Lactococcus cinsi bakteriler;
homofermentatif, mikroaerofilik, Gram-pozitif bakterilerdir. Bu bakteri cinsinin
tiyeleri 10 °C’de gelisebilirken 45 °C’de gelisim gosteremezler ve glukozdan L(+)
laktik asit olusturma yetenegine sahiptirler. Morfolojik olarak sarmal ve oval zincir
hiicreler seklinde karakterize edilirler. Enterococcus, Streptococcus, ve Leuconostoc
cinsi bakteriler ile benzer morfolojik 6zellik gosterdigi i¢in bu bakterileri morfolojik
olarak birbirinden ayirt etmek olduk¢a zordur. Lactococcus grubu bakteriler

Lactococcus garvieae, Lc. piscium, Lc. plantarum, Lc. raffinolactis ve Lc. lactis
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olmak tizere bes farkli tiir igermektedir. Ancak, bu tiirler arasinda yalnizca Lc. lactis
siit teknolojisinde starter kiiltlir olarak yaygin kullanim alanina sahiptir. Bu tiir, Lc.
lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris olmak {izere iki alt tiir ve Lc. lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis olmak iizere bir biovaryete igermektedir (Schleifer
ve ark., 1985; Stiles ve Holzapfel, 1997). Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis,
yiiksek diasetil retme yetenegi ile Lc. lactis subsp. lactis ve Lc. lactis subsp.
cremoris alt tiirlerinden ayirt edilmektedir (Samarzija ve ark., 2001). Lc. lactis spp.
lactis ise arjininden amonyak iiretebilmesiyle Lc. lactis subsp. cremoris alt tiiriinden

ayirt edilmektedir.

2.1.3. Enterococcus spp.

Enterococcus cinsi bakteriler hayvan ve insan bagirsak sisteminde yer
almasinin yaninda siit tiriinleri ve diger fermente gidalarda yaygin olarak bulunan
laktik asit bakterileridir. 0.5-1.0 um ¢apli oval, uzun zincir formunda bulunurlar ve
genellikle hareketsizdirler. Enterococcus faecalis, E. faecium ve E. durans siit
tiriinlerinde en sik rastlanan tiirleridir. Bu tiirler 6zellikle Akdeniz havzasinda hem
¢ig hem de pastorize siitlerden geleneksel olarak iiretilen peynirlerde yogun olarak
bulunmaktadir (Andrighetto ve ark., 2001; Giraffa, 2003; Suzzi ve ark., 2000). Tuza
ve asitlige karsi olan direnglerine de bagli olarak popiilasyonlar1 peynirlerde 5-7
kob/g diizeylerine kadar ulasabilmektedir. Sitrati metabolize edebilme
yeteneklerinden dolayr peynirin olgunlasmasina ve aroma gelisimine katkida
bulunabilmektedirler. Enterococcus cinsi bakteriler, Feta, Mozzarella ve Cebreiro
gibi farklt Avrupa tipi peynirler basta olmak iizere peynir endiistrisinde starter kiiltiir
kombinasyonunda kullanilmaktadir (Giraffa, 2003).

2.1.4. Leuconostoc spp.

Leuconostoc cinsi bakteriler de Lactococcus spp. gibi morfolojik olarak zincir
ya da grup kok seklindedirler. Leuconostoc spp. sekeri heterofermentatif olarak
fermente etmeleri, L-laktat yerine D-laktat olusturmalart gibi o&zellikleri ile

Lactococcus spp.’den ayirt edilmektedir. Leuconostoc cinsi bakteriler, siit ve siit
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tirtinlerinde yer almayan asidofilik (Leuconostoc oenos) ve asidofilik olmayan (Leu.
mesenteroides, Leu. paramesentereoides ve Leu. lactis) olmak {izere iki gruba
ayrilirlar. Bu iki grup benzer RNA tipine ancak farkli DNA/DNA homolojisine
sahiptirler. Leuconostoc cinsi bakteriler siit teknolojisinde starter kiiltiirler grubu
icerisinde yer alirlar ve sitrat metabolizmalar1 sonucunda diasetil olusturmalar

nedeniyle aroma olusumunda 6nemli role sahiptirler.

2.1.5. Streptococcus spp.

Streptococcus cinsine ait yaklasik 50 tiir ve alttiir bulunmaktadir. Gram-
pozitif olan bu tiir ve alttiirler yuvarlak sekilli ve zincir formunda (0,2—0,5 pm
capinda) bulunurlar (Cogan, 1995). Streptococcus spp.’lerin en tipik 6zellikleri kalin
bir hiicre duvarina sahip olmalar1 ve glukozu aerobik yolla metabolize etmeleridir.
Streptococcus cinsine ait bazi tiirler patojenik karakter tasirken bazi tiirler ise hastalik
etmeni olmayan saprofit karakterlidir. Streptococcus cinsine ait 50 tiir ve alttiir
arasinda yalnizca Streptococcus thermophilus starter kiiltiir olarak kullanilmaktadr.
Str. thermophilus’un en yaygin kullanildig: siit iiriinleri yogurt ve bazi Italyan ve
Isvigre tipi peynirlerdir (Limsowtin ve ark., 2002). Str. thermophilus termofilik bir
bakteri olup fakiiltatif aerobiktir. Bu bakteri tiirii hareketsizdir ve spor olusturmaz.
Optimum gelisim sicaklig1 40-45 °C olup en diisiik ve en yliksek gelisim sicakliklari
sirastyla 20-25 °C ve 47-50 °C’dir. Isil islem uygulamalarina nispeten direngli olan
Str. thermophilus 60 °C’de 30 dakikalik 1s1l isleme karst canliligim
koruyabilmektedir. Str. thermophilus’un laktoz fermentasyonunun hakim son
triinleri laktik asit, asetaldehit ve diasetil, baskin laktik asit izomeri ise L (+)-
laktattir. Bu bakteri tiiriiniin bir cok susu polisakkarit materyal sentezleme yetenegine
sahiptir. Laktoz metabolizmasi ise fosfoenolpiruvat (PEP)’a bagli fosfotransferaz
(PTS) sistemi aracihigi ile gergeklesmektedir. Str. thermophilus’un galaktoz
metabolizmasi ile proteolitik ve peptidolitik etkileri Lactococcus spp.’lere oranla ¢ok
daha smirlidir (Sinha, 1991).

2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Fonksiyonel Ozellikleri
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Laktik asit bakterileri, peynir basta olmak tizere birgok siit {irliniiniin tiretimi
ve olgunlagmasinda endiistriyel diizeyde onem tasiyan mikroorganizmalardir. Peynir
teknolojisi acisindan  laktik asit bakterilerinin  teknolojik 6neme  sahip
mikroorganizmalar olarak tanimlanmasinda; bu mikrooganizmalarin aroma
gelistirme yeteneginin olmasi, bakteriyosin ve ekzopolisakkarit olusturabilmeleri,
bakteriyofajlara olan direnglilikleri, laktoz ve sitrat metabolizmalari, antibiyotik ve
agir metallere direngleri dikkate alinmaktadir (Samarzija ve ark., 2001; Aquilanti ve
ark., 2006; Morandi ve ark., 2006; Fortina ve ark., 2007)

2.2.1. Asit Uretim Yetenekleri

Fermente siit iirlinlerinin liretiminde yararlanilan starter mikroorganizmalar
enerji gereksinimlerinin 6nemli bir boliimiinii karbonhidrat metabolizmasi araciligi
ile karsilamaktadir. Karbonhidrat metabolizmasi hiicre igerisinde gercgeklestiginden
karbonhidrat molekiiliiniin hiicre igerisine taginimi fermentasyon mekanizmasinin
baslangicini olusturmaktadir. Laktik asit bakterileri karbonhidratlari hiicre icerisine
iki farkli yol ile tagimaktadir. Birinci yolda hiicre i¢i ile dis1 arasindaki proton
hareketliligi (laktoz-galaktoz antiport sistemi) ile tesvik edilen bir permeaz sistemi
etkili olmaktadir (Zourari ve ark., 1992; Poolman, 1990). Bu sistemde hiicre
icerisinde metabolize edilmeyen galaktoz hiicre digina atilirken olusan proton
farklilig1 nedeniyle hiicre disindan laktoz hiicre igerisine tasinmaktadir (de Vos,
1996). Laktozun hiicre igerisine transferinde kullanilan ikinci metabolik yol ise
fosfoenolpiruvata (PEP) bagli fosfotransferaz sistemidir (PTS). Agirlikli olarak
Lactococcus spp.’lerde yaygin olan bu sistemde glukoz hiicre igerisine transfer
edilirken aym1 anda PTS tarafindan fosforilize edilerek glukoz-6-fosfata
dontismektedir. Hangi mekanizma ile hiicre igerisine alinirsa alinsin laktozun
katabolizmas1 oncesinde laktozu olusturan monosakkaritlerin (glukoz ve galaktoz)
bir seri metabolik doniisiime daha ugramasi zorunludur. Glukoz hiicre igerisinde
piruvat ve ardindan laktik asite kadar metabolize olurken galaktoz, permeaz
sistemine sahip birgok sus tarafindan kullanilamamaktadir. Genel olarak, starter
bakteriler tarafindan karbonhidratlarin metabolik iirlinlere doniisiimii sirasinda agiga

cikan enerji bakteriler tarafindan yasamsal enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir.
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Homolaktik fermentasyonda glukozun %90’ indan fazlasi laktik aside dontigmektedir.
Anaerobik kosullar altinda gerceklesen heterolaktik fermentasyonda ise esit molar
konsantrasyonlarda laktik asit, etanol ve CO; olusumu da sdz konusudur (Ozer,
2007D).

Laktik asit bakterileri fermentatif olarak karbonhidrati kullanarak laktik asit
tiretmeleri sonucu pH’da azalmaya neden olurlar. Laktoz fermentasyonu nedeni ile
pH’da meydana gelen diisiis siitte pihtilasmaya neden olmasindan dolay1 6nem teskil
etmektedir. Asitlikte meydana gelen artis, iirliniin tat, aroma ve tekstiir 6zelliklerinde

onemli degisimlere neden olmaktadir (Ross ve ark., 2000).

2.2.2. Aroma Olusumu

Stit trtinlerinin karakteristik tat ve aromasi, agirlikli olarak mezofilik ve
termofilik starter bakteriler tarafindan sentezlenen laktik asit, asetik asit, formik asit,
biitirik, piruvik, oksalik ve siiksinik asit gibi ugucu ya da ugucu olmayan organik
asitler ile asetaldehit, diasetil, aseton gibi karbonil bilesiklerinden kaynaklanmaktadir
(Tamime ve Robinson, 2007). Ayrica, bircok laktik asit bakterisi amino asitlerden
aroma bilesenleri sentezleme yetenegine sahiptirler. Ornegin, Lc. lactis spp. lactic,
Lc. lactis spp. cremoris, Lactobacillus lactis, L. helveticus, L. delbrueckii spp.
bulgaricus ve L. casei metiyoninden metanetiyol, dimetilsiilfid ve dimetiltrisiilfid
olusturma yetenegine sahiptir. Peynir teknolojisi acisindan aroma olusumunu
destekleyen en Onemli metabolik yol sitrat metabolizmasidir. Laktik asit
bakterilerinin sitrat metabolizmas: zayif olmakla birlikte 6zellikle bazi mezofilik
starter laktik asit bakterilerinin sitrat metabolizmast siit {irlinlerinde tat/aroma
olusumunda birincil &neme sahiptir (Ozer, 2007a). Sitrat, agirlikli olarak
Lactococcus spp. ve Leuconostoc spp. gibi mezofilik bakteriler tarafindan metabolize
edilirken, termofilik starter kiiltlirler sitrat metabolizmasinda rol oynayan enzim
sistemine sahip degildir. Cit(+) Lc. lactis subsp. lactis ve Leuconostoc spp.’lerin
sitratt metabolize etme yetenekleri sitrat permeaz enzimine sahip olmalarindan

kaynaklanmaktadir. Sitrat permeaz’in optimum c¢aligma pH’s1t 5.0-6.0’dir ve bu
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enzimin aktivitesi biiyiik Ol¢lide pH’ya bagimlilik gostermektedir. Sitrat

metabolizmasinda etkili bir diger parametre ise sicakliktir.

2.2.3. Antimikrobiyel Ozellikleri

Laktik asit bakterilerinin patojen ya da patojen olmayan mikroorganizmalar
tizerindeki inhibisyon etkisi agirlikli olarak iiretmis olduklar1 laktik asitten
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, fermente siit {riinlerinin iiretiminde starter
kiiltir olarak kullanilan bakterilerin  bazi1 suslar1 tarafindan sentezlenen
bakteriyosinler de Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler lizerinde inhibisyon etkisi
yaratmaktadir (Gonzales ve ark., 2007). Bakteriyosinler, protein yapisinda ve
biyolojik olarak aktif bilesiklerdir. Baz1 istisnalar disinda bakteriyosinler 1s1ya karsi
direnglidirler. Ulkemizde iiretilen siit iiriinlerinden izole edilen ve starter bakteriler
tarafindan sentezlenen bakteriyosin benzeri maddelerin 100 °C’de 10-20 dakikalik
1s1l isleme direng gosterdigi ve Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica ve
Eschericia coli gibi patojenik bakterilere karsi bakterisidal etkiye sahip olduklari
bulunmustur (Aslim ve ark., 2005). Molekiil agirliklarma gore bakteriyosinler 3
siifa ayrilmaktadir (Nes ve ark., 1996). Bunlar; Class | (lantibiyotikler), Class Il ve
Class 111 bakteriyosinleridir.

Nisin bilinen en 6nemli lantibiyotik bakteriyosindir. Baz1 Lc.lactis suslari
tarafindan {tretilen nisin 50’den fazla iilkede, patojen bakteriler ve sporlarinin
gelisimini kontrol ederek gidalarin korunmasinda ticari olarak kullanilmaktadir
(McAuliffe ve ark., 2001). Son yillarda; o6zellikle peynir ve yogurt iiretiminde
kullanilan starter kiiltlirlerin nisin liretme yetenekleri, starter kiiltiir se¢iminde bir
kriter olarak degerlendirilmeye baslanmistir. Bu tip kiiltiirlere “koruyucu kiiltiir’ adi
verilmektedir. Bunun yaninda, bakteriyosinler peynir olgunlagsmasi sirasinda starter
hiicrelerin peynir matriksi igerisinde otolizini hizlandirmakta ve bu yolla aroma
gelisiminin hiz kazanmasina neden olmaktadir (Ross ve ark., 1999).

2.3. Peynir Uretiminde Starter Olarak Kullamlan Laktik Kiiltiirler
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Birgok peynir ¢esidinin {iiretiminde, pihtilagtirici enzim ilavesinin hemen
oncesinde secilmis bazi laktik asit bakteri suslar1 peynire islenecek siite
katilmaktadir. Laktik starterlerin baslica fonksiyonu laktik asit ile asetik asit,
asetaldehit ve diasetil basta olmak iizere aroma maddesi iiretmektir. Bunun disinda
tiretilen, laktik asit hem rennet aktivitesini hizlandirmakta, hem de peyniralti
suyunun ayrilmasini (sinerez) kolaylastirmaktadir. Ayni1 zamanda, istenmeyen
mikroorganizmalar iizerinde inhibisyon etkisi yaratmaktadir. Starter kiiltiir olarak da
adlandirilan bu laktik asit bakterileri 6zellikle 1s1l islem uygulanan siitlerden tiretilen
peynirlerde standart bir tat ve aroma gelisiminin saglanmasi agisindan Onem
tagimaktadir. Glintimiizde, siit tiriinlerinin birgogunun iiretiminde kullanilan siit yasal
ya da teknolojik zorunluluklar nedeniyle 1s1l isleme tabi tutulurken peynir ayricalikli
grubu olusturmaktadir. Hem teknolojik olarak siitiin peynire doniisiimii siirecinde 1s1l
islemin zorunlu olmamast hem de olgunlagsma siirecinde ortaya ¢ikan metabolitlerin
ve olgunlagma siirecinde kullanilan tuzun istenmeyen mikroorganizmalar {izerindeki
inhibisyon etkisi nedeniyle 1s1l islem peynir teknolojisinde gida giivenligi agisindan

birincil ncelikli teknolojik islem olmaktan ¢ikmaktadir.

Cig siitten tiretilen peynirler 6zellikle Akdeniz seridi boyunca yaygindir. Bu
tip peynirlerde tat ve aroma ile tekstiir gelisimi tamamen dogal laktik floraya
baghdir. Bu peynir ¢esitlerinin liretiminde yararlanilan dogal laktik floraya starter
olmayan laktik asit bakterileri (non-starter lactic acid bacteria, NSLAB) adi
verilmektedir. NSLAB’1n flora kompozisyonu siitiin elde edildigi bolgenin faunasi
ile yakindan iligkilidir ve geleneksel iiretim bolgelerinin disinda {retimi
gerceklestirilen peynir cesitlerinde karakteristik tat, aroma ve tekstiirel 6zelliklerin
elde edilmesi oldukga giigtiir. Bu gerekge ile geleneksel olarak ¢ig siitten iiretilen
peynirlerin cografi orijinlerine uygunluk belgesi almalarina yonelik ¢abalar énem

kazanmustir.

Starter kiiltiirler genel olarak mezofilik (optimum gelisim sicakligi ~30 °C) ve
termofilik (optimum gelisim sicakligi ~42 °C) Kkiiltiirler olarak iki grup altinda
siniflandirilmaktadir. Peynir ¢esitlerinin biiyiik ¢ogunlugunun iiretiminde mezofilik

kiiltiirlerden yararlanilirken, termofilik kiiltiirler tiretim sirasinda yiiksek 1s1l islem
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uygulanan peynirlerin iretiminde kullanilmaktadir. Bunun yaninda, Mozzaralla
(Limsowtin ve ark., 1996; Parente ve ark., 1997) ve Cheddar (Beresford ve ark.,
2001) peynirlerinde hem termofilik hem de mezofilik kiiltiirler kullanilabilmektedir.
Cizelge 2.1’ de bazi yabanci tip peynirlerin liretiminde kullanilan starter kdiltiir

kombinasyonlari verilmistir.

Cizelge 2.1. Bazi spesifik peynir gesitlerinde kullanilan starter bakteriler (Cogan ve ark., 1997;
Hayaloglu ve ark., 2002)

Peynir Cesidi Laktik Asit Bakteri Tiirii
1 Parmesan, Romano Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve Streptococcus
thermophilus karisimi
2 Cheddar Lc. lactis subsp. lactis; Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. lactis
subsp. lactis var. diacetylactis.
3 Isvigre tipi Emmental L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
Str. thermophilus, Propionibacterium shermanii
Provolone Istya dayanikli Lactobacillus ve Str. thermophilus
5 Blue,Gorgonzola, Lc. lactis spp. lactis + Penicillium roqueforti
Roquefort, Stilton
Camembert Lactococcus spp.+ Penicillium camemberti
7 Brick,Limburger Str. thermophilus+ Lc. lactis subsp. cremoris;

L. delbrueckii subsp. bulgaricus + Str. thermophilus;
Lc. lactis subsp. lactis+ Str. thermophilus

8 Muenster Str. thermophilus +Lactobacillus tiirleri

9 Gouda ve Edam Lc.  lactis  subsp. lactis; Lc.  lactis  subsp.
cremoris+Leuconostoc spp.

10 Mozzeralla Istya dayanikli Lactobacillus ve Str. thermophilus

11 Cottage peyniri ve krem | Lc. lactis subsp. lactis; Lc. lactis subsp. cremoris; Lc. lactis

peyniri subsp. lactis+ Lc. lactis subsp. cremoris + Cit(+)Lc. lactis

subsp. lactis var. diacetylactis

12 Beyaz peynir Lc. lactis subsp. lactis+ Lc. lactis subsp. cremoris+L.

helveticus; Lc. lactis subsp. lactis+L. plantarum

2.4. Laktik Asit Bakterilerinin Siniflandirilmasi

2.4.1. Fenotipik ve Biyokimyasal Yontemlere Dayal Siniflandirma

Laktik asit bakteri tiirlerinin izolasyonu ve sayimi segici/ayirict ortamlar
araciligr ile gerceklestirilmektedir. Uygun besiyerlerinden saf kiiltiirler olarak izole
edilen bakterilerin daha sonra klasik yontemlerle Gram reaksiyonu, mikroskobik
morfolojisi ve katalaz aktiviteleri belirlenmektedir. Yapilan testler sonucunda
sporsuz ¢ubuk veya kok seklinde, Gram-pozitif ve katalaz-negatif olarak
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degerlendirilen izolatlar laktik asit bakterisi olarak ayrilmaktadir (Schillinger ve
Liicke, 1987). Bakteri suslarinin cins diizeyinde tanimlanmasinda, bakterilerin farkli
sicaklik ve pH degerlerinde ve farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisebilmeleri,
karbonhidratlar1 fermente edebilme durumlari, oksijene karsi toleransi, besinsel
gereksinimleri, antibiyotiklere kars1 duyarliliklari, morfolojisi ve boya maddeleri ile
verdigi reaksiyonlar gibi fizikokimyasal ve biyokimyasal 0zelliklerinden
yararlanilmaktadir. Tuz, pH, sicaklik direngliligi fenotipik testler; katalaz reaksiyonu,
oksidaz aktivitesi ve seker fermentasyonu gibi testler ise biyokimyasal testler
igerisinde yer almaktadir. Fenotipik ve biyokimyasal testler cogu zaman bakterilerin
siiflandirmasinda karigikliga neden olmalarindan dolayr bakterilerin alttiir ve sus
diizeyinde net olarak tanimlanmalarinda yeterli goriilmemektedir. Bunun yaninda
antibiyotik direngligi, faj igerigi, hiicre duvari kompozisyonlarinin tanimlanmast,
toplam hiicre proteinlerinin molekiil agirliklarinin  (SDS) PAGE teknigi ile
karsilastirilmasi, laktat dehidrogenaz gibi (LDH) enzimlerin elektroforetik teknikler
ile belirlenmesi, fenotipik testlere dahil olup serolojik tiplendirme gibi yontemlerden

daha kesin sonuclar vermektedirler.

Bunun yani sira, mikroorganizmalarin genel grup profillerine gore
hazirlanmis ¢esitli sayida klasik biyokimyasal testten olusan, hazir APl 50 CH, LRA
Zym ve APl AZM gibi enzimatik kitler, saf kiiltiirlerin karbonhidratlar1 fermente
edebilme oOzelliklerinden faydalanilarak ¢ig siit, fermente siit liriinleri ve peynirde
bulunan laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Test kitinden alinan sonuglar, bilgisayar programinin veri tabaninda yer alan bakteri
tiirleri ile sinirh olarak tanimlanmaktadir (Coeuret ve ark., 2003).

2.4.2. Molekiiler Tam1 Metotlar:

Laktik asit bakterilerinin tanilanmasi ve smiflandirilmasinda kullanilan
biyokimyasal ve fenotipik metotlar hem uzun siirmekte hem de ¢ogu zaman
siniflandirmada yetersiz kalmaktadir. Siniflandirmanin esas amaci tiirlerin alt
gruplarimi ya da klonlarim tekrar iiretilebilir uygun belirtecler (marker) kullanarak
tanimlamaktir. Son yillarda gelistirilen baz1 molekiiler tekniklerin bakteri tiirlerinin

smiflandirilmasinda kullanilabilecegi belirlenmistir (Giraffa ve Rossetti, 2004). Ayn1
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tiire ait farkli suslarin birbirlerinden ayristirilmasi ve tanilanmasinda SDS-PAGE,
spesifik problar ile DNA hibritlemesi, Randomly Amplified Polymorphic-PCR
(RAPD-PCR), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis (DGGE), Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE),
cogaltilmig parga uzunluk polimorfizmi (AFLP) ve 16S-23S rDNA sekans dizi
analizi gibi modern molekiiler tekniklerden yararlanilmaktadir (Giraffa ve ark.,
2000). Bu yontemlerin her biri bakteri izolatlarini cins, tiir, alt tiir ve sus diizeyinde
ve yiiksek duyarlilikta siniflandirmaya, tanimlamaya ve karakterize edebilmektedir.
Her yontemin uygulama kolayligi, tekrar edilebilirlik, ekipman gereksinimi ve
¢oziime ulagmadaki kesinlik diizeyleri agisindan avantajlart ve dezavantajlar

bulunmaktadir.

Bir bakteri susu eger ayni kosullar altinda gelisimini siirdiiriirse her zaman
ayni tipte proteinler tiretmektedir. Tam-hiicre (whole-cell) proteinlerinin SDS-PAGE
yontemiyle ayrigtirilmasi, tanilamada kullanilan protein parmak izi analizi
tekniklerinden biridir. Bu teknik basit ve ucuz olmasi nedeni ile laktik asit
bakterilerinin siniflandirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (de Angelis ve
ark., 2001; Hebert ve ark., 2000). PCR (Polymerase Chain Reaction), klasik
tanimlama yOntemlerinin yani sira bakterilerin molekiiler diizeyde tanimlanmasi
amactyla yaygin olarak bagvurulan bir tekniktir. PCR teknigi, bir mikroorganizmaya
ait genomik DNA’daki 06zgiil bolgelerin primerler aracilifi ile g¢ogaltilmasini
(amplifikasyon) saglayan basit ama ¢ok basarili bir in vitro DNA sentezi yontemidir.
RAPD-PCR teknigi laktik asit bakterilerinin smiflandirilmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Baruzzi ve ark., 2002; Berthier ve ark., 2001; Bouton ve ark.,
2002). RAPD-PCR tekniginde genellikle 10 niikleotid uzunlugunda ve rastgele
secilmis primerler kullanilmaktadir. Tir/alt tiir ve suslar arasindaki genetik
farkliliklarin ortaya konulabildigi bir yontem olan RAPD-PCR’da ¢ogaltilan gen
bolgeleri hakkinda bir bilgiye sahip olunmasina gerek bulunmamaktadir. AFLP
genetik marker teknikleri icerisinde genetik karakterizasyon c¢alismalar1 igin
gelistirilmis ¢oklu lokus parmak izi analizi tekniklerinden biridir. Fenotipik ve
genotipik metotlarin  bakterilerin siniflandirilmasindaki etkileri Cizelge 2.2°de

karsilastirmali olarak verilmistir.
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Cizelge 2.2. Fenotipik ve genotipik metotlarin bakterilerin siniflandirilmasindaki etkileri

Metot Prensip Diizey Sonu¢
Fenotipik Metotlar

Morfolojik analiz Mikroskobik gozlem Cins ++
Fizyolojik analiz Ureme karakteristikleri Cins +
Biyokimyasal testler Fermentasyon 6zellikleri/ API Kit Cins-Tiir ++
Protein profilleri Poliakrilamid jel Tiir +++

Genotipik Metotlar

Spesifik Primer PCR Primere +++
Gore Degismektedir

Sekans 16S rDNA Cins-Tiir +++
RFLP Restriksiyon enzim Tiir-Sus +++
RAPD-PCR Rastgele PCR Tiir-Sus ++

AFLP RFLP+PCR Tiir-Sus +++
PFGE Vuruslu alan jel elektroforezi Sus +++
Ribotiplendirme Oligoniikleotid problar Tiir-Sus +++
Hibridizasyon DNA-DNA hibridizasyonu Cins-Tiir +++

( +: disiik, ++: orta, +++: yiiksek)

Pek ¢ok molekiiler karakteristik, filogenetik iliskilerin anlasilmasina olanak
saglamaktadir. 16S RNA dizilislerinin analizi, evrim sirasinda molekiiliin farkli
kisimlar1 {izerinde de fonksiyonel baskinin farkli derecelerini yansitan yiiksek
derecede korunmus boélgelerde bu molekiiliin bulundugunu ortaya koymustur.
3000°den fazla bakteri tiirtinden izole edilen 16S ribozomal RNA’larin sekanslarinin
karsilastirilmasindan sonra 16S rRNA, filogenetik siniflandirmanin temelini
olusturan en Onemli faktor olarak kabul edilmistir (Tunail, 2009). 16S rRNA
analizleri ile miroorganizmalar arasinda bilinmeyen iliskiler (akrabaliklar ve
evrimsel gelismeler) ortaya ¢ikmakta ve bilinen siniflandirmalar hizli bir degisimle
cok farkli filogenetik agaclara donlismektedir. Karsilastirmali DNA dizi analizi
mikrobiyel tanimlamada kullanilan en iyi genotipik yontemdir. En yaygin olan
yaklasim 16S rRNA genin farkli boyuttaki baz giftlerinin (500-900 baz) bir

boliimiiniin veya hepsinin PCR ile ¢ogaltilmasi ve DNA dizi analizinin yapilmasidir.
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Daha sonra elde edilen veriler onaylanmis mikrobiyel dizileri iceren veri

tabanlarindaki diziler ile karsilastirilmaktadir.

2.5. Geleneksel Peynirlerdeki Dogal Laktik Flora ve Onemi

Farki tiirdeki ¢ig siitlerden geleneksel olarak iiretilen peynirlerin kompleks
biyokimyasal yapilart ve degisken duyusal Ozellikleri peynirlerin mikrobiyel
cesitliklerinden kaynaklanmaktadir. Mikrobiyel floranin peynir kalitesi iizerinde
kesin etkilerini belirleyebilmek i¢in mikrobiyel ekosistemin tiir ve sus diizeyinde
tanimlanmast ve tanimlanan suslarin biyokimyasal Ozelliklerinin belirlenmesi

gerekmektedir (Callon ve ark., 2004).

Ulkemizde iiretilen yoresel peynirlerin cesitliligi 6zellikle kendine &zgii
tatlara sahip olmalar1t ve koyden kente gocen aileler tarafindan talep gormesi
nedeniyle, bu tip peynirlerin orjinlerine uygun sekilde, endiistriyel boyutta
tiretimlerinin ekonomik acidan dnemli katkilar saglayacagi diisiiniilmektedir. Son
yillarda birgok iilkede friin g¢esitliligini artirmak, bolge ekonomisine katkida
bulunmak ve {riin giivenligini gelistirmek icin birgok geleneksel {iriinlin iiretim
yonteminin orta ve kiiglik Olcekli sanayiye aktarilmasi konusunda c¢aligmalar
yapilmaktadir (Benkerroum ve Tamime, 2004). Ozellikle son yillarda, Avrupa Birligi
tilkelerinde, geleneksel iirlinleri korumak, geleneksel {iriinlerin bulunduklar
cografyada firetilmesini saglamak amaciyla ‘‘orijine uygunluk’ sistemleri
gelistirilmistir. Ornegin; Ispanya’da ‘‘Cabrales’’, Portekiz’de ‘‘Picante’’, Italya’da
““Pecorino del Poro’’, ‘‘Canestrato Pugliese’’, Fransa’da ‘“‘Comte’’ peynirleri bu
sistem dahilinde tiretimleri kontrol altina alinarak tescil edilmistir. Yurt i¢i ve yurt
dis1 pazarlarda rekabet sans1 yakalayabilmek ve gilivenilir liriin ¢esitliligini artirmak
amaciyla, bu {rlinlerin Ozelliklerinin ortaya c¢ikarilmasi ve {iiretim asamalarinin
standardize edilerek siit teknolojisine kazandirilmasi ve endiistriyel olarak iiretilen
peynir ¢esitliliginin arttirilmast  gerekmektedir. Geleneksel peynirlerden izole
edilerek tanimlanan suslarin spesifik kiiltiirler olarak peynir liretiminde tek baslarina

ya da diger klasik peynir kiiltiirleri ile birlikte kullanilmasiyla var olan peynir
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tiretiminin orta ve kiicik igletmelerde orjinine uygun olarak iiretimlerinin
artirillabilecegi diisiintilmektedir.

Bir¢ok Akdeniz iilkesinde pihtisi haslanan ya da haslanmayan yari sert/sert
peynirler farkli isimler adinda ¢ig siitlerden geleneksel olarak iiretilmektedir. Bu tip
peynirler PDO (Protected Designation of Origin) peynirleri olarak da
adlandirilmaktadir. PDO peynirlerde 6zgiin tat ve aroma ile tekstiir gelisimi ¢ig siitiin
dogal laktik mikroflorasi araciligi ile sekillenmektedir. Ayrica, siit hayvaninin 1rki,
beslenme rejimi, dogal flora ve fauna da bu siiregte etkili rol oynamaktadir (Albenzio
ve ark., 2001, Poznanski ve ark., 2004). Tavaria ve Malcata (2000), farkl1 bolgelerde
tiretilen ‘“Serra da Estrela’” (PDO) peynirlerinde laktik asit bakterilerinin dagiliminin
istatistiksel olarak farklilik gosterdigini belirlemislerdir. Bir baska arastirmada
Corroler ve ark. (1998) ‘‘Camembert’” (PDO) peynirinden izole edilen Lc. lactis
subsp. lactis susunun tipik Ozelligi bolgesel orijinden ¢ok siiri orijini ile
iligkilendirmislerdir. Diger bir arastirmada Berthier ve ark. (2001), farkli ciftliklerde
iretilen ‘‘Comte’” (PDO) peynirlerinden izole edilen suslar arasinda biiylik ¢esitlilik
bulundugunu belirlemistir. Duthoit ve ark. (2003)’da “Salers” (PDO) peynirlerindeki
mikrobiyel cesitliligin, peynir ireticilerinin farkli iretim tekniklerinden

kaynaklandigini belirlemislerdir.

Son yillarda herhangi bir starter kiiltiir ilave edilmeden ¢ig siitlerden geleneksel
olarak iretilen peynirlerden izole edilen izolatlar (wild-type) iizerine fenotipik ve
genotipik arastirmalar hizla artmaktadir (Cogan, 1995; Baruzzi ve ark., 2000; Suzzi
ve ark., 2000; Coppola ve ark., 2001; Fortina ve ark., 2003). Birgok geleneksel
peynir ¢esidine farkli iiretim ve depolama teknikleri uygulanmasi, farkli hammadde
(inek, koyun, keci, manda ve/veya bunlarin karigimi) kullanilmasi ve ozellikle de
cografi orijine 6zgii mikrofloranin etkisiyle, peynirlerde laktik asit bakterilerinin
dagilimmin farklilik gosterdigi belirlenmistir. Geleneksel yontemler ile inek, keci
veya manda siitleri ile bu siitlerin karistmi kullamlarak fiiretilen Italyan tipi
peynirlerden izole edilen 124 adet Enterococcus susunun RAPD-PCR ve SDS-PAGE
yontemiyle analiz edilmesi sonucunda 82 susun E. faecalis, 27 susun E. faecium, 9
susun E. durans, 4 susun E. gallinarum ve 2 susun da E. hirae oldugu belirlenmistir

(Andrighetto ve ark., 2001). Benzer sonuglar, Kuzeybati Italya’da iiretilen geleneksel
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peynirlerde hakim florayt RAPD-PCR yoOntemiyle tanimlayan Morandi ve ark.
(2006) tarafindan da bulunmustur (68 Enterococcus susundan 35°i E. faecalis, 27’si
E. faecium 6’s1 ise E. durans). Bir baska arastirmada Kuzey Italya’da ¢ig inek
stitlerinden izole edilen laktik asit bakterilerini 16S rRNA sekans dizi analizi ile
simiflandirmalar1 sonucunda izolatlardan %94’iiniin Enterococcus spp., Lactococcus
spp. ve Streptococcus spp., oldugu, bu tiirler icerisinde baskin olan alt tiirlerin ise E.
fecalis, E. durans, Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris, L. garviaeae,
Str. thermophilus ve Str. macedonicus oldugu belirlenmistir. Bir diger ¢alismada;
Ouadghiri ve ark. (2005), Fas’ta gelencksel olarak iiretilen Moroccan peynirinde
hakim olan laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi amaciyla toplam 164 izolat1, hiicre
protein-profil analizi ve rep-PCR yontemi ile siniflandirmis ve bunun sonucunda
izolatlarin %34 tintin Lactobacillus, %27’sinin Lactococcus, %27’sinin Leuconostoc
ve %10’unun Enterococcus oldugunu tespit etmislerdir. Geleneksel olarak ¢ig siitten
tiretilen bazi peynir ¢esitlerinde hakim olan laktik asit bakterilerinin dagilimi Cizelge

2.3°de gosterilmistir.

Cig siitten iiretilen peynirlerde olgunlasma, dogal laktik flora ve dogal siit
enzimleri tarafindan yiiriitilen biyokimyasal reaksiyonlar sonucu meydana gelen
kompleks bir siiregtir. Peynirde yer alan laktik asit bakterilerinin komposizyonu
olgunlagsma siiresince dalgalanmalar gostermektedir. Olgunlagma mekanizmasinda
iiretim metodu ve cografi orijin de belirleyici olmaktadir (Gobbetti ve ark., 2002).
Olgunlasma periyodu boyunca laktik asit bakterilerinin dagilimi iizerine yapilan bir
aragtirmada geleneksel bir Sirp peyniri olan ve ¢ig inek siitiinden iiretilen yar1 sert
““Zlatar’> peynirinde (PDO) olgunlasmanin baglangicinda Lactococcus spp.’lerin
baskin oldugu, 30 giinliik olgunlasma periyodunda ise mezofilik Lactobacillus cinsi
bakterilerin sayisinda artis meydana geldigi belirlenmistir. 45 ve 60 giinliik depolama
periyodunda Enterococcus spp.’lerin sayisinin artmaya basladigi ve bu durumun
enterekoklarin diisiik pH, yiiksek tuz konsantrasyonu ve diisiik sicakliga karsi
direncli olmalarindan kaynaklandig: ifade edilmistir. Tiiketiciler tarafindan duyusal
olarak degerlendirilen olgun peynirlerin oldukca aci bir tada sahip oldugu ve bu
durumun olgunlagsma siireci boyunca Enterococcus ssp.’lerin ortamda baskin flora

olmasindan kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir (Velijovic ve ark., 2007).
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Cizelge 2.3. Farkl: tiirde siitlerden geleneksel olarak iiretilen peynirlerde laktik asit bakterilerinin dagilima.

Peynir Cesidi
Zlatar

Pecorino

Fiore Sardo

Genestoso

Caciocavallo

Raschera

Pecorino
Siciliano

Domiati

Ozellikleri/Siit kaynagy/Orijin/

Yari-sert

Inek-koyun-kegi siitii

Sirbistan

Sert-olgunlagmis
Koyun siitii
Italya
Sert-olgunlasmis
Koyun siitii
(Italya-Sardunya)
Yari-sert

Kegi siitii
(Ispanya)

Yumusak;
Koyun-inek siitii;
Italya-Balkanlar

Yari-yumusak
Inek siitii

Italya

Sert

Koyun siiti
(Italya-Sicilya)
Yumusak
Inek-Manda siitii
Misir

Hakim flora

9% 53.9 Lactobacillus (L. paracasei subsp. paracasei)

9% 35.9 Enterococcus (E. faecium, E. faecalis)
% 9.3 Lactococcus (Lc. lactis subsp lactis)

% 41.0 Enterococcus (E. faceium, E. faecalis)
% 18.7 Lactococcus (Lc. lactis)
% 8.9 Lactobacillus (L. plantarum)

% 42.3 Lactobacillus (L. plantarum)
% 30.0 Lactococcus (Lc. lactis subsp. lactis)
% 24.1 Enterococcus (E. faecium)

% 34.6 Lactobacillus (L. paracasei )

% 31.6 Lactococcsus (Lc. lactis subsp. lactis)
% 18.9 Enterococcus (E. faecalis)

% 14.6 Leuconostoc (Leu. pseumesenteroides)

% 59.9 Lactobacillus (L. paracasei)
% 20.0 Lactococcus (Lc. lactis subsp. lactis)
% 7.4 Enterococcus (E. faecalis)

% 65.0 Lactobacillus (L. paracasei)

% 75.0 Lactococcus (Lc. lactis subsp. lactis,, Lc.

garvieae)

% 47.2 Enterococcus (E. faecalis)
% 32.4 Lactobacillus (L. paracasei)
% 12.6 Lactococcus (Lc. lactis subsp. lactis)

Leu. mesenteroides
Lc. garvieae
Lc. lactis spp. lactis
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Tam Yontemi

16S rDNA

16S r RNA-
RAPD

APl 50 CHB-
API ID 32C

APl CHL 50-
16S rDNA

SDS-PAGE

Biyokimyasal
testler

16S rRNA dizi
analizi

PCR - PFGE

16S r DNA

Kaynak

Terzic-Vidojevic
(2007)

Agquilanti ve ark. (2007)

ve

Pisano ve ark. (2006)

Gonzalez ve ark. (2007)

Piraino ve ark. (2005)

Coppola ve ark. (2003)

Dolci ve ark. (2008)

Vernile ve ark. (2008)

El-Baradei ve ark. (2007)

ark.
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Cabrales Sert-olgunlagmis % 34.6 Lactococcus (Lc. lactis subsp. lactis) 16S r DNA Florez ve ark. (2006)
Inek-koyun-kegi % 25.5 Leuconostoc (Leu. mesentereoides)
Ispanya % 18.2 Lactobacillus (L. plantarum)

% 8.2 Entercoccus (E. faecium)

Pecorino del | Yari-sert/olgunlagmig % 35.2 Enterococcus (E. durans) APl CHL 50- Caridi (2003)
Poro Koyun siitii 9% 25.4 Lactobacillus (L. paracasei)
Italya % 19.6 Leuconostoc
Moroccan Yumusak % 34.0 Lactobacillus spp. SDS-PAGE ve | Ouadghiri ve ark. (2005)
Kegi siitii % 27.0 Lactococcus spp. rep-PCR
Fas % 27.0 Leuconostoc spp.
% 10.0 Enterococcus spp.
Fresco Yumusak-kremamsi-taze Lactococcus (Lc.lactis spp. lactis, Lc. garvieae) Enzimatik Kit | Torres-Llanez ve ark. (2006)
Inek siitii Enterecoccus (E. faecium) BBL
Meksika Lactobacillus (L. casei) CRYSTAL
Canestrato Sert/yari-sert-olgunlasmis % 81.1 Enterococcus (E. faecium, E. faecalis) RFLP- Aquilanti ve ark. (2006)
Koyun siitii % 12.0 Lactobacillus (L. plantarum) 16S rRNA
Ispanya % 6.28 Lactococcus (Lc. lactis subsp. lactis),
Beyaz peynir Yari-yumusak % 62.33 Enterococcus (E. hirae, E. faecium) SDS-PAGE Durlu-Ozkaya ve  ark.
Inek-koyun-kegi siitii % 22.07 Lactobacillus (L. paracasei) (2001)
Tirkiye % 15.5 Lactococcus (Lc. lactis spp.lactis)
Valdeon Kremamsi % 42.2 Lactococcus (Lc. lactis subsp. lactis) APl CHL 50- | Lopez-Diaz ve ark., (2000)
Kegi-inek siitii % 40.0 Enterococcus (E. faecalis) API 20 STREP
Ispanya % 10.8 Lactobacillus (L. plantarum)
% 8.9Leuconostoc  (Leu. mesenteroides  subsp.
dextranicum)
Toma Yari-sert/olgunlagmis % 67.0 Lactococcus (Lc. garvieae, Lc. lactis) 16S r DNA Fortina ve ark. (2003)
piemontese Inek siitii % 16.0 Enterococcus (E. faecium)
Italya
Ibores Yari-sert % 47.5 Lactococcus (Lc. lactis spp. lactis) APl CHL 50- | Mas ve ark. (2002)
Koyun-keci siitii % 22.1 Leuconostoc (L. mesenteroides subsp. | APl 20 STREP
Ispanya dextranicum)

% 21.5 Enterococcus (E. faecium)
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Penamellera

El-Klila

Savak tulum

peyniri

Scamorza
Altamurana

Cheddar

Qula

Tulum

Yari-sert
Inek-koyun-kegi siitii
Ispanya
Sert-olgunlasmis
Inek-koyun siitii
Cezayir
Yari-sert/olgunlasmis
Koyun siitii

Tirkiye

Yari-sert

Inek siitii

Italya
Yari-sert/olgunlagmig
Inek siitii

Ingiltere

Yari-sert

Yak siitii

Tibet

Koyun
Yari1-sert

9% 8.7 Lactobacillus (L. casei)

% 74.7 Lactococcus (Lc. lactis spp. lactis)
% 11.0 Enterecoccus spp.

% 89.9 Enterecoccus spp. (E. faecalis)

% 34.0 Enterococcus (E. faecium)
% 30.0 Lactobacillus (L. paracasei)

Str. thermophilus

L. fermentum

L. helveticus

% 64.0 Lactobacillus (L. Paracasei)

% 32.0 Str. thermpohilus

% 4.0 Lactococcus

% 78.0 Leuconostoc (Leu. Mesenteroides)
% 15.0 Lactobacillus (L. Plantarum)

% 7.0 Enterococcus (E. faecium)

Enteroccocus, Lactobacillus, Pediococcus
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Biyokimyasal
testler

Biyokimyasal
testler

Biyokimyasal
testler

16S r DNA
-RAPD

TAP-PCR

16S r RNA-
DNA-DNA
hibridizasyon

MIS

Estepar ve ark. (1999)

Boubekri ve Ohta (1996)

Oksiiztepe ve ark. (2005)

Baruzzi ve ark. (2002)

Swearingen ve ark. (2001)

Duan ve ark. (2008)

Cakmakgr ve ark.,(2008)
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Bir baska arastirmada Pisano ve ark. (2006), geleneksel olarak koyun siitlerinden
iretilen ‘‘Fiore Sardo (PDO)’’ peynirlerinde laktik asit bakterilenin dagilimini
incelemistir. 30 giin siire ile olgunlastirilmis peynir Orneklerinde Lactococcus
spp.’lerin baskin oldugu, bir aydan daha olgun peynirlerde ise laktik floranin farklilik
gosterdigini ve Lactobacillus ve Enterococcus tiirii bakterilerin baskin hale geldigini
belirlemiglerdir. Benzer sekilde; Vernile ve ark. (2008), taze ‘‘Peccorino Siciliano™’
peynir orneklerinde Lactococcus ve Enterococcus tiirii bakterileri baskin tiirler olarak
belirlemislerdir. Depolama boyunca Lactococcus cinsi bakterilerinin oraninda
belirgin bir azalma oldugunu, 6zellikle de 90. giinde Lactococcus spp. oraninin
%1’in altina indigini, buna karsin Lactobacillus cinsi bakterilerin (1. giin % 8.1- 90.

giin % 32.4) oraninda belirgin bir artig oldugunu saptamislardir.

Siit endistrisinde kullanilan starter kiiltiir ¢esitliliginin  smirli  oldugu
bilinmektedir. Ozelikle peynir kalitesini artirmak igin peynir iireticilerinin farkl
(yeni) tip laktik suslarin iiretilmesine yonelik talepleri giin gectikce artmaktadir. Bu
durumdan hareket ile gelencksel peynirlerden izole edilen ve tanimlanmasi yapilan
suslarin teknolojik 6zellikleri dikkate alinarak starter kiiltlir olarak kullanilabilmeleri
lizerine birgok arastirma yapilmaktadir. Bu tip suslarin asitlik iiretim kapasiteleri,
proteolitik aktiviteleri, enzimatik aktiviteleri, antibiyotik direngliligi ve bakteriyosin
tretimi gibi teknolojik oOzelliklerinin incelenmesi gerekmektedir. Yapilan bir
aragtirmada; Morea ve ark. (1999), Mozzarella peynirlerinden izole ettikleri suslar
igerisinden en yiiksek asit tiretimini Lc. lactis subsp. lactis ile Str. thermophilus’un
degisik suslarinin gosterdigini belirlemislerdir. Bir diger arastirmada Coppola ve ark.
(2003), geleneksel olarak ¢ig siitten iretilen Caciocavallo peynirlerinden izole
ettikleri suslarin % 80’inin siit pH’sim1 3.5 ile 4.5 arasina kadar diistirdiigiini
belirlemislerdir. Bir baska c¢alismada; Gonzales ve ark. (2007) ‘‘Genestoso’
peynirlerinden izole ettikleri ve smiflandirdiklart Enterecoccus cinsi bakterilerin
%62’sinin, Lactococcus cinsi bakterilerin  %10.4’lin{in, Lactobacillus cinsi
bakterilerin %2.1’inin, Leuconostoc cinsi bakteriler % 5.1’sinin indikator suslara
kars1 antimikrobiyel etki gosterdigini saptamislardir. Bir diger arastirmada; Perez ve
ark. (2003), ‘“Tenerife’’ peynirlerinden izole edilen toplam 130 laktik asit bakterisini

(Lactococcus, Lactobacillus ve Leuconostoc) teknolojik olarak karakterize etmeleri
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sonucunda Lactobacillus cinsi bakterilerin %98.3’{inlin sitratt tamamen metabolize
ettigini; Lactococcus cinsi bakterilerinin, 6zellikle de Lc. lactis subsp. lactis’in
yiiksek oranda asit liretme yetenegi gosterdigini; Lactobacillus ve Leuconostoc tiirii
suslarin zayif asit tireticileri oldugunu belirlemislerdir. Bununla birlikte; Lactococcus
cinsi bakterilerin yiiksek oranda proteolitik aktiviteye sahip olduklarini,
Lactobacillus cinsi bakterilerde ise aminopeptidaz aktivitesinin yiiksek oldugunu

saptamislardir.
2.6. Geleneksel Urfa Peyniri

Urfa peyniri liretiminde genel olarak koyun siitii kullanilmakla birlikte,
gerektigi durumlarda koyun-inek siitii ya da koyun-kegi siitii karisimlarindan da
yararlanilmaktadir. Uretimde, siit sagim sicakliginda ticari peynir mayasi ile
pihtilagtirilmakta ve piht1 kiigiik pargalara pargalandiktan sonra yoresel olarak parzin
ad1 verilen tiggen siizme bezlerine aktarilarak siiziilmektedir. Yeterli serum ayrilmasi
saglandiktan sonra Ham peynirler kaba tuz araciligi ile 2-3 giin kuru tuzlama
islemine tabi tutulmakta ve ardindan peynir bloklar1 konsantre salamura igerisinde
depolanmaktadir. Cizelge 2.4 ve Cizelge 2.5°de geleneksel Urfa peynirinin kimyasal
ve mikrobiyolojik 0Ozellikleri {iizerine yapilan g¢esitli arastirmalarin sonuglar

verilmistir.

Cizelge 2.4. Geleneksel olarak iiretilen Urfa peynirinde TAMB sayilari (log kob/g)

Depolama Siiresi | Toplam  aerobik  mezofilik
bakteri (TAMB) (log kob/g)

Geleneksel Urfa 1 9.54
Peyniri o 15 9.07
(Koyun siitii) 30 8.88
60 8.36
90 8.04
Geleneksel Urfa 1 9.78
Peyniri 15 9.32
(Inek siitii) 30 3.83
60 8.11
90 8.11
Geleneksel Urfa Bilinmiyor 6.36-7.34

Peyniri®
Kaynaklar: 'Ozer ve ark., (2002a), “Ozer ve ark., (2002b), }(Atasoy ve ark.2003)
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Cizelge 2.5. Farkli arastiricilar tarafindan geleneksel olarak iiretilen Urfa peynirlerinin kimyasal bilesimlerinde meydana gelen degisimler.
D.S.

Geleneksel
Urfa Peyniri
(Koyun
siitii)*

Geleneksel
Urfa Peyniri
(inek siitii)*

Pastorize
Urfa Peyniri
(Koyun
siitii)

Pastorize
Urfa Peyniri
(inek siitii)°

Geleneksel
Urfa Peyniri
(inek siitii)"*

Geleneksel
UrfaPeyniri’

1

15
30
60
90

15
30
60
90

15
30
60
90

30

60

90

15

60
90

pH

5.35
5.11
5.00
5.05
5.00
5.30
5.20
5.15
5.00
5.05
5.03
4.95
5.08
5.14
5.14
541
5.15
4.90
4.83
5.10
5.00
4.92
4.87
4.94
3.98-6.25

Toplam
Asitlik (% L.A.)

0.3510
0.3915
0.405
0.45
0.4972
0.3375
0.36
0.441
0.501
0.531
1.077
0.842
0.950
0.967
0.855
0.7398
0.820
0.8775
0.9643
0.396
0.45
0.527
0.6075
0.6975
0.2198-1.2798

Toplam
Kurumadde

45.60
44.70
43.36
43.92
43.80
43.52
43.20
42.25
42.13
42.70
51.55
49.68
49.57
48.01
46.51
41.52
40.73
39.40
38.90
43.52
43.20
43.25
43.13
43.70
36.47-64.34

Kurumadede
Tuz

13.6
18.0
19.0
20.4
21.1
17.8
19.9
20.6
21.7
23.0
7.27
9.75
10.47
11.26
11.81
12.16
16.86
17.18
18.58
17.80
21.85
22.60
23.21
24.97
6.94-31.08

Kurumaddede
Yag
41.66
41.38
42.10
41.84
41.39
39.06
39.35
40.23
39.16
38.64
49.72
46.72
48.08
47.21
47.30
37.33
38.05
39.21
39.84
42.51
41.67
42.77
42.31
41.76
35-96-72.40

Toplam
Azot

3.14
2.79
2.52
2.39
2.36
2.56
2.49
2.27
2.23
2.18
3.13
3.05
2.86
2.55
2.38
2.67
2.56
2.35
2.27
2.66
2.39
2.27
2.23
2.20
1.42-4.51

Kaynaklar: L Ozer ve ark, (2002a), * Ozer ve ark. (2002b), ? Atasoy (2004), * Ozer ve ark. (2000), ° Atasoy ve Akin (2004).
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WSN

0.30
0.38
0.41
0.46
0.52
0.26
0.31
0.34
0.40
0.47
0.28
0.34
0.37
0.47
0.53
0.30
0.32
0.36
0.39
0.26
0.32
0.37
0.41
0.47
0.13-0.55

Olgunlasma
Indeksi

9.55
13.62
16.26
19.24
22.03
10.15
12.44
14.97
17.93
21.55
8.93
11.42
13.18
18.71
22.31
11.23
12.5
15.31
17.18
9.81
13.76
16.43
18.74
21.54
2.58-26.31
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Tam popiilasyonu temsil edebilmesi i¢in Sanlwurfa ilinin farkli cografi
bolgelerini temsilen Viransehir, Siverek, Birecik ilgeleri ile merkeze baglh Kisas
beldesinde 5’er adet olmak tizere ¢ig koyun siitiinden iiretilen toplam 20 adet teleme
ornegi steril kavanozlar icerisine alinip laboratuara getirilmistir. Teleme 6rnekleri
Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii Pilot Siit Isleme
Tesisinde yoresel olarak parzin adi verilen {liggen siizme bezleri igerisinde oda
sicakliginda 18 saat askida tutularak serum ayrilmasi saglanmistir. Daha sonra peynir
bloklar1 %14 NaCl iceren salamura igerinde 3 ay siire ile olgunlastirilmis ve sonra

mikrobiyolojik analizleri ger¢eklestirilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Aseptik kosullarda rendelenen 20 g peynir 6rnegi ile 180 mL %2 (w/v)’lik
sodyum sitrat ¢ozeltisi Stomacher Lab-Blender (Colworth Stomacher 400C Seward
Laboratory, Ingiltere) igerisinde homojenize edilmistir. Homojenize peynir
orneginden diliisyon tiipleri igerisinde seyreltme yapildiktan sonra uygun besiyerleri

tizerine ekim yapilmistir.

Lactobacillus spp. izolasyonu i¢cin MRS (Merck, Darmstadt, Almanya) agar
lizerine ekimler yapilarak anerobik kosullar altinda 37 °C’de 48-72 saat inkiibe
edilmistir. Lactococcus spp. i¢in M17 agar (Merck, Darmstadt, Almanya) iizerine
ekim yapilarak 30 °C’de 48-72 saat inkiibe edilmistir. Enterococcus spp.
izolasyonunda Kanamycin Esculin Agar (Merck, Darmstadt, Almanya) iizerine ekim

yapilarak ve 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Her bir 6rnek igin 9 koloni rastgele

25



3. MATERYAL ve YONTEM Hiiseyin Avni KIRMACI

secilerek ¢izme (streaking) yolu ile saflastirilmistir. izolatlar — 80°C’de 3:2 oraninda

gliserol ve MRS ve M17 broth igeren karigim igerisinde saklanmaistir.

3.2.2 Laktik Asit Bakteri Suslariin Identifikasyonu

3.2.2.1. Morfolojik, Fenotipik ve Biyokimyasal Yontemlerle Identifikasyon

Gram reaksiyonu: Norris ve ark. (1981) tarafindan olusturulan metoda gore
gerceklestirilmistir.  Uygun kosullarda 18 saat siire ile gelistirilen bakteri
siispansiyonlari, Gram boyamaya tabi tutulmus ve menekse moru olarak gozlenen

koloniler Gram-pozitif olarak degerlendirilmistir.

Morfolojik Inceleme: Gram boyamasi yapilan suslar 1sik mikroskobunda

morfolojik (kok, basil) olarak siniflandirilmistir (Sharp, 1979).

Katalaz reaksiyonu: Sivi veya kati besiyerlerinde gelistirilen bakteri
kiiltiirtine HpO, ilave edildiginde, serbest oksijenin gaz kabarciklar1 halinde
gbzlenebilmesi, hidrojen peroksit ayrigmasini, dolayistyla katalaz enziminin varligini
gostermektedir. Petri kutusundaki agarli kiiltiir yiizeyine 1 ml %3’liik H,0, ilave
edilerek gaz cikis1 olup olmadigi incelenmistir. Gaz ¢ikisi gézlenmeyen koloniler

katalaz-negatif olarak degerlendirilmistir (Whittenbury, 1964).

Glukozdan CO; iiretme: Glukoz ilave edilmis M17 broth ve MRS broth
igeren tiiplerinde CO; olusturabilme durumlar1 incelenmistir (Miiller, 1990). Sivi
besiyerleri igeren Durham tiipleri sterilize edildikten sonra aktif kiiltiirlerden
inokiilasyon yapilarak tiipler inkiibasyona birakilmistir (Lactococcus spp. igin 30
°C/48 saat, Enterococcus spp. ve Lactobacillus spp. igin 37 °C/48 saat). Inkiibasyon

sonunda gaz olusumu gozlenen tiipler pozitif olarak degerlendirilmistir (Fortina ve
ark., 2003).

Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme: Aktif kiiltiirlerden %2, % 4 ve
% 6.5 tuz igeren sivi besiyerlerine inokiilasyon yapilmis ve inkiibasyon sonunda

bulanik gortilen tiipler pozitif olarak degerlendirilmistir (Fortina ve ark., 2003).
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Farkh sicakhiklarda gelisebilme: Bir gecede gelistirilen kiiltiirlerden 50 pl
alip 5 ml s1v1 besiyerine inokiile edilerek inkiibasyon (Lactococcus spp. ve enterokok
grubu bakteriler i¢in 10 °C ve 45 °C’de 48-72 saat, laktobasil grubu bakteriler i¢in 15
°C ve 45 °C’de 48-72 saat) sonunda olusan bulaniklik dikkate alinarak

degerlendirilmistir. Bulaniklik olan tiiplerde gelisme oldugu kabul edilmistir (Fortina
ve ark., 2003).

3.2.3. Suslarin 16S rDNA Sekans Analizi ile Molekiiler Olarak

Simiflandirilmasi

3.2.3.1.Genomik DNA izolasyonu

Sivi besiyerlerinden 1’er mL almarak her bir ornek i¢in 3 ayri eppendorf
tiipiine aktarildiktan sonra tiipler 8000 rpm’de 24°C/15 dakika siire ile santrifiij
(Hettich, Universal 32R, Almanya) edilmistir. Santrifiij sonrasinda st faz
uzaklastirilarak elde edilen pellet iizerine 0.5 mL steril saf su ilave edildikten sonra
pelletler birbirine aktarilarak bir araya getirilmis ve tekrar karigtirtlmigtir. Karistirma
isleminin ardindan eppendorf tiipleri 8000 rpm’de 24°C/15 dakika siire ile tekrar
santrifiij edilmistir. Elde edilen pelletler iizerine 200 ul TE (Tris-EDTA) tampon
ilave edilerek iyice karistirilmistir. Bu islemden sonra karigim igerisine 400 pl lisis
soliisyonu (Fermentas Life Sciences, Finlandiya) ilave edilerek tiipler 65 °C’de 20
dakika siire ile su banyosunda bekletilmistir. Su banyosundan c¢ikarilan Srnekler
igerisine 600 pL kloroform ilave edildikten sonra 6rnekler 4 °C’de 10000 rpm’de 2
dakika siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 iist faz alinarak farkli ependorf
tiplerine aktarilmis ve iizerlerine 800 uL presipitasyon soliisyonu [(9 birim su /1
birim presipitasyon soliisyonu) Fermentas Life Science, Finlandiya] ilave edilerek 4
°C 10000 rpm’de 2 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 iist faz
uzaklastirilarak pelletler tizerine 100 uLNaCl (Fermentas Life Science, Finlandiya)
ilave edilerek iyice karistirilmistir. Daha sonra 6rnekler tizerine -20 °C’de bekletilmis
300 pL etanol ilave edilerek -24 °C de bir gece bekletilmistir. Ertesi giin 6rnekler 4
°C 10000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij edildikten sonra sivi kisim bosaltilarak

pelletler ortam sicakliginda kurutulmuslardir. Kurutulan &rnekler igerisine 10 pL saf
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su aktarilarak iyice karistirildiktan sonra elde edilen genom DNA PCR reaksiyonu

icin hazir hale getirilmistir.

3.2.3.2. PCR

PCR ornekleri soguk buz tanki igerisinde hazirlanmistir. 2 pL. DNA 6rnegi
icerisine 48 ul PCR karigimi ilave edilmistir.

PCR Karisimi

Su 34.5ul
10x Taq S5ul
10 mm dNTP 2 ul
Primer I 1l
Primer 11 1pl
Taqg polimeraz 0.5 ul
MgCl, 4 ul

3.2.3.3. 16S rDNA PCR Parametreleri

Izole edilen suslarin genetik tamisinda, genel bakteriyel primerler kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilan 16S rDNA bolgesin homolojisinden
yararlanilmistir. Calismalarda ileri primer olarak 5-
AGAGTTTGATCCCTGGCTCAG-3> ve geri primer olarak ise 5’-
CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3’ kullanilmigtir (Beasley ve Saris, 2004). PCR
reaksiyon parametreleri 94 °C’de 1 dk, 54 °C’de 15 sn, 72 °C’de 1 dk ve 30 dongii
olacak sekilde gerceklestirilmistir. Bu reaksiyonun sonuna, son zincir uzamasi
asamasi i¢in 72 °C’de 10 dakikalik bir siire eklenmistir (Blaiotta ve ark., 2002). PCR
tiriinlerinin DNA dizi analizi REFGEN Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Ltd. Sti.
(ODTU Teknokent, Ankara) firmast tarafindan yapilmistir.

3.2.3.4. PCR Orneklerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi
28
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6% yiikleme (loading) soliisyonundan 3 pL parafilm {izerine aktarilip {izerine
PCR reaksiyonu sonucu elde edilen DNA’dan 10 pL ilave edilerek karigtirilmastr.
Toplam 13 pL karisim % 1’lik agaroz jel [10 g agaroz 1000 ml tris-asetat ve su
karistmi (20 mL tris-asetat -980 ml su) igerisinde hazirlanir] jel kuyucuklaria
yiklenmistir. 5 pl, 1kb DNA belirtecden (marker) (Fermentas Life Sciences,
Finlandiya) kuyucuga yiikleme yapilmistir. Ornekler yiiklendikten sonra 100 V
akimda yiriitme islemini gerceklestirilmistir. Daha sonra agaroz jeli flouresan bir
boya (Ethidium bromid) igerisinde 30 dakika bekletilmistir. Boya ¢ozeltisinden
cikarilan ornekler UV jel goriintiileme sisteminde (Kodak Gel Logic 200 Imaging
System, KODAK, A.B.D.) goriintiilenmistir.

Agaroz Jel Hazirlanmasi:

Tris Asetat (1x1): 20 mL tris asetat 980 ml su igerisinde ¢oziindiiriilerek

hazirlanmstir.

%1 Agaroz Jel: 1.5 gr agaroz 150 mL Tris-asetat igerisinde mikro dalga firin

yardimu ile eritilmistir.

3.2.4. izolatlarin Teknolojik Karakterizasyonu

3.2.4.1. izolatlarin Bakteriyosin Uretebilme Durumlari

Bakteriyosin iretim 0Ozelliginin tanisinda, van Belkum ve ark. (1989)
tarafindan oOnerilen yontem kullanilmistir. Test edilecek olan Lactococcus spp. ve
Enterococcus spp. suslart M17 sivi besiyerinde 30 °C’de 24 saat gelistirildikten
sontra GM17 agar ortamlarina aktarilmis ve 30 °C’de 24 saat inkiibasyona tabi
tutulmustur. Bu siire sonunda gelisen koloniler steril edilmis kiirdan aracilig: ile M17
agar ortamina nokta ekim yapilmis ve 30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmstir.
Suslarin antibakteriyel aktivitesi Micrococcus luteus indikator susu kullanilarak

tespit edilmistir. M 17 s1v1 besiyerinde 30 °C’de 18 saat gelistirilen indikator bakteri
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% 0.7 oraninda agar iceren 5 ml yumusak M17 agar ortamina inokiile edilerek, nokta
ekim yapilan GM17 agar ortamu iizerine ikinci tabaka halinde dokiilmiis ve homojen
bir sekilde yayilmistir. Daha sonra petri plakalar indikator bakterilerin gelisimi igin
37 °C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda Lactococcus spp. ve
Enterococcus spp. suslarin indikator bakterilere karsi inhibisyon zonlar1 olusturup

olusturmadiklar1 belirlenmistir (van Belkum ve ark., 1989).

Indikatdr bakteriye karst olusan zonlarin asitlik artisindan m1  yoksa
bakteriyosin etkisinden mi kaynakladigini belirlemek i¢in 30 °C’de gelistirilen
kiiltiirler 6000 rpm’de 15 dakika siire ile santrifiij edilmis ve kiiltiir tist sivilar iki
kisma ayrilarak bir kisim direkt, diger kisim ise pH’s1 nétiirlenerek (pH 7.00) 0.45
um gozenek (por) ¢apli membran filtrelerden (Sartorius AG, Almanya) gecirilip
sterilize edilmistir. Kuyu difiizyon yontemi ile pH’s1 notiirlenmis kiiltiirler ile direkt

kiiltiirlerin zon olusturabilme durumlarina gore karsilastirilmistir.

3.2.4.2. izolatlarin Asidifikasyon Kapasitesi

Suslarin asit tiretim aktivitelerinin belirlenmesinde pH 6lgtimii ve titrimetrik
metotla % laktik asit Slglimlerinden yararlanilmistir (Sarantinopoulos ve ark., 2001).
Bu kapsamda, steril tiipler icerisine konulan 10 mL UHT yagsiz siite 18 saatlik aktif
kiiltirlerden 0.1 mL (v/v) ilave edildikten sonra 30 °C (Lactococcus spp.) ve 37
°C’de (Enterococcus spp. ve Lactobacillus spp.) inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 3,
6, 9 ve 24. saatlerinde tiiplerden 2’ser mL 6rnek aseptik kosullarda alinarak asagidaki

analizlere tabi tutulmuslardir.

a. pH olciimii: pH olclimlerinde birlesik elektrodlu dijital pH metreden
(Orion model 250 A, Orion Research Inc., Boston, A.B.D.)

yararlanilmigtir.

b. Laktik Asit Uretimi: Bu yontemde, 2 mL 6rnek almarak iizerine 1-2
damla fenol fitalein indikatorii ilave edildikten sonra 0.1 N NaOH ile hafif
pembe renge kadar titre edilmistir. Titrasyonda harcanan 0.1 N NaOH

miktarina gore gerekli hesaplamalar yapilarak suslarin % laktik asit
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degerleri  hesaplanmistir.  Hesaplamada  asagidaki  formiilden

yararlanilmistir:

% L.A= MNaOH mNaQH X Fnaon X90x10 -3X100
m

V: Harcanan NaOH miktar1 (ml)
m:Siit miktar1 (ml)

F: 0.1N NaOH ¢ozeltisinin faktorii
N: NaOH Normalitesi

3.2.5.Peynir Uretimi

3.2.5.1.Materyal

Cig Sut

Urfa peyniri yapiminda Geng Siit Isletmesi’nden (Geng Siit A.S., Viransehir,

Sanliurfa) saglanan taze ¢ig koyun siitli kullanilmistir.

Kalsiyum Kloriir (CaCl,)

Isil iglem sonrast bozulan iyon dengesini yeniden kurmak amaciyla SIGMA
ALDRICH Co. D (82039 Deisenhofen, Almanya) firmasindan saglanan kalsiyum
kloriir ¢ozeltisinden yararlanilmistir. Kalsiyum klorliriin - % 40’lik  ¢Ozeltisi

hazirlanmis ve siite % 0.02 oraninda katilmistir.

Starter Kiiltiir

Kiiltiir se¢iminde ¢alisma kapsaminda Urfa peynirlerinden izole edilen toplam
143 sus igerisinden yapilan fenotipik ve genotipik degerlendirmeler sonucunda en
yaygin bulundugu tespit edilen 3 sus (Lactococcus lactis spp. lactis, Lactococcus
lactis spp. cremoris ve Lactococcus garvieae) % 1 oraninda ilave edilmistir. Karigim

kiiltiirliniin bakteri oranlar1 su sekildedir:

31



3. MATERYAL ve YONTEM Hiiseyin Avni KIRMACI

Lactococcus lactis spp. lactis IMAU10059 %0.60
Lactococcus garvieae IMAU60022 %0.30
Lactococcus lactis spp. cremoris IMAU40012 %0.10

Karisim kiiltiiriiniin bakteri oranlar1 tespit edilirken popiilasyon igerisindeki

dagilimlar dikkate alinmistir.

Peynir mayasi

Urfa peyniri {iretiminde Mayasan peynir mayalari (Mayasan A.S., Istanbul)
tarafindan saglanan 1/16 000 kuvvetindeki ticari sirden mayasindan yararlanilmistir.
Ancak iretim Oncesi maya kuvveti yeniden belirlenmis ve bu amagla su yontem

kullanilmastir.

Tuz

Salamura yapiminda ticari olarak satilan kaya tuzu kullanilmistir.

3.2.6. Yontem

3.2.6.1. Kiiltiirlerin Aktiflestirilmesi

Urfa peyniri tiretiminde kullanilacak olan starter kiiltiir i¢in seg¢ilen suslar 6n
aktiflestirmeye tabi tutulmustur. Bu amagla, 10 mL M17 sivi besiyerine inokiile
edilen suslar 24 saat inkiibe edilerek gelismeleri saglanmistir. Daha sonra steril tiipler
igerisinde santrifiij edilen (4° C’de 4000 rpm’de 5 dakika) suslar ¢oktiiriilerek
toplanmistir. Yagsiz siit tozu ile hazirlanan %12 (w/v) kurumaddeli rekonstitiiye siit
121 °C’de 2 dakika siire ile sterilize edilmistir. 3 farkli sus steril kosullar altinda 50
ml’lik rekonstitiiye siite inokiile edilerek 30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve
ilk pasaj kiiltlir elde edilmistir. Daha sonra bu pasaj kiiltiirden peynir iiretimi igin
kullanilacak olan ikinci pasaj steril siite %1 oraninda inokiilasyon yapilarak peynir

iiretiminde kullanilacak olan starter kiiltiirler elde edilmistir.

3.2.6.2. Peynir Yapim
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Peynir iiretimi Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii
AR-GE Siit Isletmesi’nde gergeklestirilmistir. Gerekli &n testlere tabi tutulan 100
litre sabah sagimi taze koyun siiti VAT teknigi ile 65 °C’de 30 dakika 1s1l isleme
tabi tutulduktan sonra 32 °C’ye kadar sogutulmus ve peynir mayalama teknesine
aktartlmistir. Ardindan, 1/16.000 kuvvetindeki ticari sirden mayasindan 25 dakika
igerisinde ilk piht1 goriilecek miktarda maya kazan basi testler ile hesaplanarak siite
katilmistir. Maya ilavesinin ardindan 5 dakika siire ile karistirilan siit daha sonra
kesim olgunluguna gelene kadar bekletilmistir. Kesim olgunluguna gelen piht1 peynir
kesme bigaklar1 araciligl ile yaklasik 1 em® lik kiipler halinde kesilerek 15 dakika
kendi halinde birakildiktan sonra yoéresel dilde “parzin” olarak adlandirilan tiggen
slizme bezlerine aktarilmis ve oda sicakliginda yaklasik 16 saat siire ile yiiksek bir
yere asilarak dogal yolla siiziilmeye terk edilmistir. Stizme isleminin sonunda peynir
bloklar1 parzinlardan ¢ikarilmis ve her bir plastik kapta 2 adet peynir bulunacak
sekilde % 12’lik salamura ¢ozeltisinden peynir agirhigmm 0.75 kat1 kadar ilave
edilmis ve 8 °C’de 3 ay siire ile olgunlasmaya terk edilmistir (Bkz. Sekil 3.1.).
Geleneksel ve laboratuvar kosullarinda Urfa peyniri {iretim agamalart Resim 1-15’de

gosterilmektedir.

Geleneksel yontemle iiretilen Urfa peyniri %14-17 salamura igerisinde
depolanmaktadir. Bir O6nceki denememizde (sus tespit calismasinda) geleneksel
olarak {iretilen Urfa peynirleri %14 salamura icerisinde depolanmistir. Ikinci
denememizde diisiik salamura (%12 NaCl) konsantrasyonunda depolanmistir.
Uretimde diisiik konsantrasyonda NaCl iceren salamura kullanilmasmin nedeni,
tretimde kullanilan siitiin pastorize edilmesi ve iriin giivenliliginin saglanmasidir.
Diger taraftan yiiksek oranda NaCl igeren salamuranin laktik asit bakterilerinin
gelisimini inhibe edebilecegi ve aroma gelisimi, peptidaz aktivitesi gibi nedenlerle
iiriin kalitesini koruyabilecek en diisiik konsantrasyonun kullanilmasinin uygun
olacag diistiniilmiistiir.

Cig Siit
(pH 6.7, 4 °C)

!

Isil islem
(65 °C/30 dakika)
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}

Sogutma (32 °C)

'

CacCl; ilavesi (% 0.02)

!

Starter kualtar ilavesi

(%1.0 diizeyinde) (Bakteri karisimi i¢in bakiniz Bkz. 3.2.5.1)

Pihtilastiric1 enzim ilavesi

(32 °C’de ilk piht1 goriilme siiresi 25 dakika olacak sekilde)

!

Parzinlara alma ve siizme

(16 saat siire ile 18°C)

|

Depolama

(%12 tuz, 8°C 90 giin siire ile olgunlastirma)

}

Analize alma

(Depolamanin 1. 15. 30. 60. ve 90. giinlerinde)

Sekil 3.1. Urfa peyniri iiretim asamalari

Geleneksel Olarak Urfa Peyniri Uretimi
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Sekil 3.2: Sagim yalan Tvesi rki koy! nlar Sekil 3.3: Sagilan siitiin kapta toplanmasi

Sekil3.4: Siitiin mayalanmast Sekil 3.5: Piht1 olusumu i¢in kabin sarilmasi

Sekil 3.6: Pihtinin kesilmesi Sekil 3.7: Pihtinin parzinlara doldurulmasi
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Sekil 3.8: Pihtinin sekillendirilmesi Sekil 3.9: Peynir toplarinin siizdiiriilmesi

Siit Isletmesinde Urfa Peyniri Uretimi

4 > )
I - _ MG 4 "
Sekil 3.10: Pastdrize edilen siitiin tekneye aktarilmasi Sekil 3.11.Peynir pihtisinin kesilmesi

Vo8,

Sekil 3.12. Peynir alt1 suyunun siiziilmesi Sekil 3.13. Teleme
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Sekil 3.14. Telemenin.parzmla‘r’a konulma51 » Sekil 3.15 Parzinlarin baglanmast

Sekil 3.16. Peynirlerin siiziilmesi

3.2.7. Peynir Denemesinde Uygulanan Analizler
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3.2.7.1. Cig Siit Analizleri

3.2.7.1.1. Kurumadde

Cig ve 1s1l islem gormiis inek siitlerinde kurumadde gravimetrik yontemle

%(w/w) olarak gerceklestirilmistir (Anonim, 2002).

3.2.7.1.2. pH

pH oOl¢iimlerinde bilesik elektrotlu dijital pH-metreden (Orion model 250 A,

Orion Research Inc., Boston, A.B.D.) yararlanilmistir.

3.2.7.1.3. Titrasyon asitligi

Siitlerde titrasyon asitligi titrimetrik olarak Soxhelet-Henkel metoduyla

belirlenmis ve % laktik asit cinsinden ifade edilmistir (Anonim, 2002).

3.2.7.1.4. Yag

Siitlerde yag icerikleri Gerber yontemiyle tespit edilmis ve sonuglar % (v/v)

olarak verilmistir (Anonim, 2002).

3.2.7.1.5. Toplam azot (TN)

Cig ve 1s1l islem gormiis koyun siitlerinde toplam azot igin 6rnek hazirlama
Gripon ve ark. (1975)’e gore yapilmistir. Buna gore 100 ml’lik 6lgli balonuna 5 ml
stit tartilarak aktarildiktan sonra, saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlanarak iyice
karistirilmistir. Seyreltilmis siitten 20 ml kjeldahl tiiplerine alinarak, mikro-kjeldahl

yontemiyle siitlerde toplam azot (%) belirlenmistir.

3.2.7.1.6. Laktoz

38



3. MATERYAL ve YONTEM Hiiseyin Avni KIRMACI

Siitlerin laktoz igerigi Funke Gerber Lactostar (Labortech 12015 Berlin,

Almanya) cihaz1 aracilif ile belirlenmistir.

3.2.7.1.7. Kiil

Siit 6rneklerinin kiil icerigi TS 9115°e gore tayin edilmistir (Anonim, 1991).

3.2.7.2. Peyniralt1 Suyu Analizleri

3.2.7.2.1. Kurumadde

Peyniralt1 sularinda (P.a.s.) kurumadde gravimetrik yontemle belirlenmistir

(Anonim, 2002).

3.2.7.2.2. pH

pH oOl¢iimlerinde bilesik elektrotlu dijital pH-metreden (Orion model 250 A,

Orion Research Inc., Boston, A.B.D.) yararlanilmistir.

3.2.7.2.3. Titrasyon asitligi

P.a.s’da titrasyon asitligi titrimetrik olarak Soxhelet-Henkel metoduyla

belirlenmis ve % laktik asit cinsinden ifade edilmistir (Anonim, 2002).

3.2.7.2.4. Yag

P.a.s.’unun yag igerikleri Gerber yontemiyle (%) tespit edilmistir (Anonim,

2002).

3.2.7.3. Peynir Analizleri

3.2.7.3.1. Kimyasal analizler
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3.2.7.3.1.1. Titrasyon asitligi

Peynir 6rneklerinin titrasyon asitlikleri (Anonim, 2005)’e gore belirlenmis ve

SH cinsinden ifade edilmistir.

3.2.7.3.1.2. pH

pH Ol¢iimlerinde bilesik elektrotlu dijital pH-metreden (Orion 420)

yararlanilmistir.

3.2.7.3.1.3. Kurumadde

Peynirlerde toplam kurumadde gravimetrik yontemle (%) saptanmistir
(Anonim, 2006).

3.2.7.3.14. Yag

Yag icerigi, Gerber yontemine gore (%) saptanmistir (Anonim, 2006).
3.2.7.3.1.5. Tuz

Tuz igerigi Mohr titrasyon yontemi ile (%) analiz edilmistir (Anonim, 2006).
3.2.7.3.1.6. Toplam azot (TN)

Peynirlerde toplam azot Gripon ve ark. (1975)’na gore saptanmustir.
Karistiricidan gecirilerek homojen hale getirilmis peynir 6rneklerinden 100 mL’lik
behere 10 g tartilmig, ayn1 zamanda 100 mL’lik ayri bir behere 40 mL 0.5 M
trisodyum sitrat (pH 7.0) konulmustur. Trisodyum sitrat yavasca peynir 6rnegi
tizerine dokiilerek cam baget yardimiyla ezilmistir. Bu islem trisodyum sitrat

bitinceye kadar devam etmistir. 40 °C’ye ayarlanmis karistiricili su banyosunda 5

dakikalik araliklarla karigtirilarak 30 dakika tutulmustur. Karistiriciya alinan 6rnek
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30 saniye siireler ile 4 kez hizl1 devirde karistirilmistir. Her bir karigtirma arasinda 30
saniye beklenmistir. Daha sonra karisim 200 mL’lik 6l¢ii balonuna alimuistir.
Ardindan karistirict su ile yikanarak 2 kez ¢alkalanmis ve Ol¢li balonuna
aktarilmistir. Koptikler kayboluncaya kadar beklenmis ve hacim 200 mL’ye
tamamlanarak ornek hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekten 2 mL (0.1 g peynir) kjeldahl
tiplerine alinarak 3.2.7.1.5. oldugu gibi azot tayini yapilmistir. Yontemdeki tek
farklilik peynirde TN saptanmasinda 4 ml H,SO, kullanilmasidir.

3.2.7.3.1.7. Suda ¢oziinen azot (WSN)

Toplam azot i¢in hazirlanan 150 ml 6rnek Olgli silindiri yardimiyla 400
mL’lik bir behere alinmistir. Cozeltinin pH’s1 1 N HCI ile 4.40’a ayarlanmis, 200
mL’lik 6l¢ti balonuna aktarilarak hacim 200 mL’ye tamamlanmistir. Bu sekilde
hazirlanan ¢ozelti Whatman 42 filtre kagidi ile 2 defa filtre edilerek stok ornekler
hazirlanmistir. Hazirlanan stok 6rnekten 5 mL (0.1875 g peynir) alinarak analiz
edilmistir. Toplam azot (TN) tayininden farkli olarak peynirde suda ¢6ziinen azot
saptanmasinda 5 ml H,SO, kullanilmis ve yakma asamasinda berraklastiktan sonra 5

dakika daha ayn1 sicaklikta tutulmustur.

3.2.7.3.1.8. Suda coziinen azotlarin ayristirilmasi

Kuchroo ve Fox (1982)’de belirtilen yonteme gore suda ¢oziinen azotlu
maddelerin ayrilmasi saglanmistir. Bu amagla, 20 g peynir 6rnegi 40 ml su ile
karistirtlip Ultra Turrax blender (Ultra Turrax T25 Basic, UCA, Almanya)
kullanilarak 2 dakika homojenize edilmistir. pH, 1 M HCI araciligi ile 4.6’ya
ayarlanmgtir. Karisim 40 °C’deki su banyosunda 1 saat tutulmus ve ardindan 3000 x
g’de ve +4 °C’de 30 dakika santrifiij edilmistir (MSE, Mistral 1000, London, UK).
Santrifiij sonrasi, list kisimdaki yag tabakasi bir spatiil ile uzaklastirildiktan sonra,
stvi kisim Whatman No.113 filtre kagidindan siiziilmiistir. Kalan filtrat diger

analizler i¢in kullanilmak iizere ayrilmistir.

3.2.7.3.1.9. Toplam serbest amino asit konsantrasyonu
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Analiz, Doi ve ark. (1981)’de belirtilen metodun, Folkertsma ve Fox (1992)
tarafindan uygulandig: sekliyle yapilmigtir. Cd—Ninhydrin ¢dzeltisi (0.8 g ninhydrin,
80 ml etanol ve 10 ml buzlu asetik asit karisiminda ¢oziindiiriildiikten sonra elde
edilen karistma 1 ml su ve ¢oziindiiriilmiis CdCl, ilave edilmistir) ile hazirlanan
ornegin absorbansi 507 nm’de 6l¢iilmiistiir. Bu amagla, suda ¢dziinen azot analizinde
(3.2.7.3.1.8.) elde edilen ekstrakttan 10-100 ul (beklenen serbest amino asit
miktaria gore) alinmis ve saf su ile 1 ml’ye tamamlanip iizerine 2 ml Cd-ninhydrin
cozeltisi eklenmistir. Karisim 84 °C’de 5 dakika tutulduktan sonra sogutulmus ve
507 nm’deki absorbansi UV-spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1700, Kyoto,
Japonya) okunmustur.

3.2.7.3.1.10. SPME GC-MS ile ucucu maddelerin analizi

Peynir oOrnekleri rendelenmis ve cam tliplere alinarak -20 °C’de
dondurulmustur. Daha sonra buradan 3.0 g 6rnek (0.001 g duyarhilik ile) 15 ml’lik
viale alinarak 40 "C’de 30 dakika bekletilmistir. Ugucu maddelerin ekstraksiyonunda
cozlicisiiz teknik kullanilmistir.  Ekstraksiyon islemi, 75 pum carboxen-
polydimethylsiloxane fiber vial enjeksiyonu ile gergeklestirilmistir ve 40 °C’de 30
dakika tepe bosluguna (headspace) tutulmustur. Her bir islemde fiber 3 pozisyonda
tutulmustur. Ekstrakte edilecek ugucu bilesenlerin desorbsiyonu GC-MS sisteminde
yapilmustir. Desorbsiyon sirasinda fiber 3 pozisyonunda 250 °C’de 2 dakika siire ile
tutulmustur. Tasiyict gaz olarak He kullanilmis ve akis hizi 1 ml/dk olarak
secilmistir. Bilesenler DB-Wax (60 m, 0.25 mm, 0.25 um) kolondan ayrigtiritlmistir.
Firm sicakligi 40 °C’de 2 dakika tutulduktan sonra (desorpsiyon periyodu) dakikada
5 °C artigla sicaklik 70 °C’ye yliikseltilerek bu sicaklikta 1 dakika bekletilmistir.
Daha sonra sicaklik dakikada 10 °C artigla 240 °C’ye ¢ikarilmis ve bu sicaklikta 30
dakika tutulmustur. Kiitle spektrometresi 33—450 amu arasi sabitlenmis (esik degeri
1000) ve ornekleme hizi dakikada 1.11 tarama olarak ayarlanmustir. Peynirlerdeki
ugucu aroma bilesiklerinin belirlenmesinde Shimadzu GC-2010 gaz kromatografisi

sistemi ve buna bagli Shimadzu QP-2010 kiitle spektrometresi sistemi kullanilmistir.

3.2.7.4. Elektroforetik Analizler

3.2.7.4.1. Ekstraksiyon ve Fraksiyonasyon
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3.2.7.4.1.1. pH 4.6’da ekstraksiyon

20 g rendelenmis peynir 6rne8i 40 ml saf su ile Colworth Stomacher 400
(Seward Laboratory, Londra, Ingiltere) kullanilarak 5 dakika siire ile homojenize
edilmistir. Homojenatin pH’s1t 1M HCI kullanilarak pH 4.6’ ya getirilmis ve oda
sicakliginda (21 °C) 30 dakika bekletildikten sonra pH tekrar kontrol edilerek ayni
diizeye getirilmistir. Elde edilen homojenat 40 °C’deki su banyosunda 1 saat
tutulmustur. Bu siire sonunda pH 4.6’da ¢6ziinen ve ¢Ozlinmeyen fraksiyonlar
sogutmali (+4°C) santrifiijjde (Hettich, Universal 32R, Almanya) 3000 x g’de 30
dakika ile santrifiij edilmistir. Daha sonra, pH 4.6’da ¢dziinen kisim Whatman
No:113 filtre kagidindan gecirilmis ve siiziintii dondurucu kurutucuda kurutulmustur.
Elde edilen toz o6rnekler peptid ve aminoasit analizleri i¢in kullanilmistir. pH 4.6’da
¢oziinmeyen fraksiyonlar (pellet) Urea-PAGE (Urea-Polyacrylamide Gel

Elecrophoresis) analizi i¢in dondurularak kurutulmustur.

3.2.7.4.1.2. % 70 Etanol ile alt fraksiyonlara ayirma

20 ml pH 4.6 ‘da c¢oziinen fraksiyon ile 46.7 ml susuz etanol ile
kanistirnlmistir. Béylece, pH 4.6’da ¢oziinen fraksiyon etanolde ¢ozlinen (daha kiiciik
molekiil agirlikli ve hidrofilik peptidler) ve etanolde ¢oziinmeyen (daha biiyiik
molekiil agirlikli ve hidrofobik peptidler) alt fraksiyonlara ayrilmasi saglanmistir.
Karisim oda sicakliginda (21 °C) 30 dakika tutulduktan sonra 3000 x g’de 20 °C’de
30 dakika siire ile santrifiij edilmistir (Hettich, Universal 32R, Almanya). Elde edilen
filtrat (etanolde ¢6ziinen peptitleri iceren fraksiyonlar) Whatman No:1 filtre kagidi
kullanilarak siiziilmiis ve karisimdaki etanol bir rotary evaporator (Bibby Sterelin
Ltd., Stone, Ingiltere) kullanilarak vakum altinda 30 °C’de uzaklastirilmistir. Pellet
(etanolde ¢oziilmeyen fraksiyonlar1 iceren fraksiyonlar) suda disperse edildikten

sonra peptid analizi i¢in dondurularak kurutulmustur.

3.2.7.4.2. Ure-poliakrilamid jel elektoroforez (Urea-PAGE) ile kazein

fraksiyonlarmin belirlenmesi

43



3. MATERYAL ve YONTEM Hiiseyin Avni KIRMACI

Peynir 6rneklerinin pH 4.6’da %70 etoanolde ¢oziinmeyen fraksiyonlar: tire
PAGE (%12.5 C, %4.4 T, pH 9.8) yontemi ile analiz edilmistir. Ure PAGE, Andrews
(1983)’in onerdigi ve Shalabi ve Fox (1987) tarafindan kismi olarak modifiye
edildigi sekilde gergeklestirilmistir. Elektroforez Biorad Mini-protean 11 elektroforez
(Bio-Rad Laboratories Ltd. Watford, ingiltere) aleti kullanilarak yapilmis ve elde
edilen jeller Blakesley ve Boezi (1977)’de belirtildigi gibi Coomassie Brilliant Blue
G250 ile boyanmustir. Jelin hazirlanisi ve elektroforezin uygulanmasi asagida

belirtilen sekilde yapilmstir:

a) Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

AKkrilamid c¢ozeltisi: % 40°lik hazir ¢ozeltisi kullanilmistir (Merck, Darmstadt,
Almanya).

Yogunlastirici (Stacking) jel tamponu: 4.15 g tris (hydroxymethyl) aminomethane,
150 g iire, 2,2 mL konsantre HCl saf suda ¢oziilmiis ve hacmi 500 mL’ye

tamamlanmistir. Cozeltisinin pH’s1 HCl ile 8.9’a ayarlanmustir.

Ayirial (Seperating) jel tamponu: 32.15 g tris (hydroxymethyl) aminomethane,
192.85 g iire, 2.86 ml konsantre HCI saf suda ¢oziinmiis ve hacmi 500 mL’ye

tamamlanmigtir. Cozeltinin pH’s1 HCI ile 8.9°a ayarlanmuigtir.

Elektrot tamponu: 15 g tris (hydroxymethyl) aminomethane, 73 g glycine saf suda

¢oOziilmiis ve hacmi 5 L’ye tamamlanmustir.

Ornek tamponu: 0.75 g tris (hydroxymethyl) aminomethane, 49 g iire 0.4 mL
konsantre HCI, 0.7 mL 2-mercaptoethanol, 0.15 g bromophenol blue saf suda

¢oziilmiis ve hacmi 100 mL’ye tamamlanmustir.
Amonyum persulfat: Saf suda % 10(w/v) konsantrasyonunda hazirlanmis ve 1’er

ml ependorf tiiplerine konulmustur ve daha sonra kullanilmak {izere -20°C’deki derin

dondurucuda tutulmustur.
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Boyama cozeltisi: Coomassie Brilliant Blue G250 % 0.2 (w/v) konsatrasyonunda
hazirlanmis ve esit hacimde 1M H,;SO, ile karistirildiktan sonra bir gece
bekletilmistir. Ardindan ¢ozelti Whatman No.1 filtre kagidindan siiziilmiis ve 9:1
oraninda 10 M KOH ile kanistinlmistir. Daha sonra ¢ozeltiye % 12 oraninda

trikloroasetik asit ilave edilmistir.

b) Jel Cozeltilerini Hazirlanmasi

Yogunlastiric1 (Stacking) Jel Cozeltisi: 5 mL akrilamid c¢ozeltisi, 45 mL
yogunlastirict jel tamponu, 0.1 g N,N,N’N’- metilen bis-akrilamid karistirilmis ve
Whatman No.113 filtre kagidindan siiziilmiistir. Elde edilen filtrata 25 pL
N,N,N’,N’-tetramethyleethylene diamine (TEMED) ilave edilmistir.

Ayirici (Seperating) jel ¢ozeltisi: 22.5 mL akrilamid ¢ozeltisi, 52.5 mL ayiric1 jel
tamponu 0.375 g N,N,N’,N’-metilen bis-akrilamid karigtirilmis ve Whatman No.113
filtre kagidindan siiziilmistliir. Elde edilen filtrata 37.5 pL  N,N,N’,N’-
tetramethyleethylene diamine (TEMED) ilave edilmistir.

d) Ornegin hazirlanmasi: Dondurularak kurutulmus 6rnekten 10 mg almarak 1 mL

ornek tamponunda ¢ozilmiistiir.

e) Elektroforezin Uygulanmasi: Elektroforeze baglamadan hemen 6nce baglangig
polimerizasyonunu saglamak i¢in ayirict (seperating) jel ¢ozeltisine 282 uL
amonyum persiilfat ilave edilmistir. Ayirict jel ¢ozeltisi, her iki jel iinitesine
dokiilmiis ve jel seviyesi, jel taraklari yerlestirildiginde taraklarin u¢ kismindan
yaklasik 1 cm altta olacak sekilde ayarlanmistir. Jelin {izerine saf su ilave edilmis ve
jel tamamen polimerize oluncaya kadar beklenilmistir (~45 dakika). Polimerizasyon
sonrasinda kurumay1 6nlemek i¢in ilave edilen su uzaklastirilarak 300 pul amonyum
persiilfat ilave edilmis yogunlastirici (stacking) jel ¢cozeltisi jel tinitesine dokiilmis ve
taraklar uygun pozisyonda yerlestirilmistir. C6zeltinin polimerize olmasi igin yeterli
slire beklenilmistir (~45-60 dakika). Polimerizasyondan sonra, taraklar ¢ikarilmis ve
jeller iginde yeterli miktarda elektrot tamponu bulunan jel {initesi yerlestirilmistir.
Elektroforez sistemi soguk su ile sirkiile edilerek sogutulmustur. Jellere 30 dakika

stire ile 280 V elektrik akimi uygulandiktan sonra peynir drneklerinin pH 4.6’da
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¢oziinmeyen ekstraktlar1 jel kuyucuklarmma enjekte edilmistir. Ornekler, 6nce
yogunlastirict jel tamponu boyunca 280 V’de, ayirict jel tamponu boyunca 300 V’de
yiiriitiilmiistiir. Orneklerin jelde yiiriitiilmesi, boya izinin jel {initesinin dip kismina

gelinceye kadar devam etmistir.

f) Jelin Boyanmasi: Elde edilen jeller, Blakesley ve Boezi (1977) nin 6nerdigi
yonteme gore hazirlanan jel boyama ¢ozeltisi igerisinde bir gece bekletilmistir. Bu
sirede jelde bulunan proteinlerin yogunluklarma goére boya ile kompleks
olusturmalar1 saglanmistir. Ardindan, jeller saf suya daldirilarak bant disinda kalan

kisimlardaki boyanin giderilmesi saglanmstir.

3.2.7.5. RP-HPLC ile peptit profili analizi

pH 4.6’da ¢oziinen fraksiyonlarin peptid analizleri LC 20AD Prominence
model Shimadzu HPLC sistemi (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya)
kullanilarak belirlenmistir. Sistemi olusturan birimler ve 06zellikleri asagida
verilmistir:
_ Otomatik 6rnek alic1 (autosampler, model SIL-20A HT)
_ 4 pompal1 ¢6ziicli dagitim sistemi (solvent delivery system, model 20AD)
_ Bir PC sistemine bagli dedektdr (Diod Array Detector, model SPD-M20A
prominence )
_ Inertsil RP C8 kolon (GL Sciences Inc, Tokyo, Japan) kullanilmistir. Kolon
ozellikleri 250 x 4 mm, 5 pm patikul boyutu, 300 A’dur.

a) Kullanilan Cozeltiler;
(A): % 0.1 (v/v) trifloroasetik asit (TFA, sequencing grade; Sigma St Louis, A.B.D.)
deiyonize HPLC kalitesindeki suda (Milli-Q system, Waters Corp., Molsheim,

Fransa) hazirlanmastir.
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(B): % 0.1 (v/v) TFA asetonitril (HPLC grade, Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)
icerisinde hazirlanmistir ve ¢Ozeltinin akis hizi 0.75 ml/dakika olacak sekilde

ayarlanmigtir.

b) Orneklerin Analizi

Dondurularak kurutulmus pH 4.6’da ¢6ziinen faksiyonlardan 10 mg tartilmis
ve 1 ml (A) ¢oziiciisiinde ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra, 0.45 um seliiloz asetat
filtreden (Sartorius GmbH, Géttingen, Almanya) gegirilmis ve bu filtrattan 40 pl
ornek sisteme enjekte edilmistir. Ornekler baslangigta 5 dakika siire ile % 100 (A)
¢ozilicisii ile gecirilmis ve daha sonra 55 dakika % 0-50 (B) ¢ozicisi ile
gecirildikten sonra 6 dakika siire ile % 50 (B) ¢oziiciisiinde tutulmustur. Ardindan 4
dakika siire ile % 50-60 (B), ve son olarak 3 dakika % 60 (B) ¢oziiciisiinden
gecirilmistir. Kolon 5 dakika siire ile % 95 (B) ¢oziiciisii ile yikandiktan sonra bir
sonraki enjeksiyon i¢in % 100 (A) ile kalibre edilmistir. Kromatografik ayrim 214
nm’de gerceklestirilmistir (Hayaloglu ve ark., 2004).

2.2.7.6. Duyusal Analizler

Urfa peynirlerine 6zgii bir duyusal degerlendirme formu bulunmamaktadir.
Peynir 0Ozellikleri ve duyusal degerlendirme formlari dikkate alinarak Urfa
peynirlerine 6zgii bir duyusal degerlendirme formu olusturulmustur (Bkz. Cizelge
3.1). Duyusal degerlendirmede siit ve siit lrlinleri konusunda uzman 10 kisiden

olusan panel grubu kullanilmistir.

Her duyusal degerlendirme 6ncesinde geleneksel olarak {iiretilmis olgun Urfa
peynirleri (piyasa Ornekleri) kontrol Orne8i olarak kullanilmistir. Duyusal
degerlendirmeler Barcenas ve ark. (1999) tarafindan gelistirilen teknige gore
gerceklestirilmistir. Panelistler, 6rnekleri duyusal olarak degerlendirmenin yani sira

tilketilebilir/tiikketilemez ifadeleri ile de ayrica degerlendirmislerdir
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2.3.7.7. Istatistiksel Analizler

Peynir denemesi iki tekrarlamali olarak yapilmis ve istatistiksel analizler,
SPSS version 9.0 paket programi kullanilarak gergeklestirilmistir (SPSS Inc.,
Chicago, IL, A.B.D.). Depolama siiresince peynir ornekleri arasindaki farklilig
belirlemek amaciyla tek yonlii varyans analizine (one-way ANOVA)
basvurulmustur. ANOVA sonucunda 6nemli veriler Duncan ¢oklu karsilagtirma
testine gore en az pP<0.05 Onem diizeyinde test edilmis ve peynir Ornekleri

gruplandirilmstir.
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Cizelge 3.1. Urfa Peyniri Duyusal Degerlendirme Formu

Ornek Kodu: Tarih: | PEYNIR
Panelistin Ad1 ve Soyadi: ORNEKLERI
PEYNIR OZELLIKLERI PUAN | A1 | A2 Bl | B2
RENK VE GORUNUS(20)

-Kendine 6zgii parlak beyaz, 20
homojen ve prizmatik goriiniimli,
bozulmamis kalip 15
-Mat, soluk beyaz renk 10
-Esmerimsi renk 0
-Anormal renk 15
-Kesit ylizeyinde birkag delik ve 10
gozenek 10
-Homojen olmayan goriiniim 5
-Kiiflii goriiniim 10
-Fazla sayida delik ve gozenek 10
-Yarik ve catlak olusumu

-Diizgiin olmayan prizmatik 5
goriiniim, bozulmamus kalip
-Parcalanmis kalip

KITLE ve YAPI(35)

-Diizgiin piiriizsiiz, lekesiz, 35
homojen kesit, fazla sert veya fazla
yumusak olmayan 25
-Lekeli kesit 25
-Kuru, sert yap1 20
-Kaygan yap1 10
-Kumlu yap1 10
-Kesitte yarik ve catlak olusumu 10
-Dagilabilen yap1 10
-Elastiki yap1 5
-Yumusak ve 1slak yap1 5
-Erimis yap1

KOKU(10)

-Kendine 6zgii koku 10
-Mayams1 koku 8
-Eksimsi koku 6
-Kiifiimsii koku 4
-Hayvansal koku 2
-Yem veya ot kokusu 2
-Yabanci koku 0
TAT(35)

-Kendine 6zgii tat 35
-Maya tadi 25
-Pismis tat 25
-Eksi tat 20
-Tatlims1 tat 20
-Tuzlu tat 20
-Yavan tat 20
-Metalik tat 15
-Kiiflii tat 10
-Act tat 5
-Yabanci tat 5

Ornekleri begendiginiz siraya gore numaralandirimz. 1....2....3...
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Arastirmada Sanlrfa ilinin 4 farkli bolgesinden (Viransehir, Siverek, Birecik
ilgeleri ve Kisas beldesi) toplanan 20 adet taze Urfa peynir 6rneginin her biri % 14
(W/v) tuz igeren pastorize salamura igerisinde 8 °C’de 3 ay olgunlastirildiktan sonra
analize alinmistir. Farkli besiyerlerinde (MRS, M17 ve KAA) gelistirilen 90 giinliik
peynirlere ait laktik asit bakterileri sayilar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir. Cizelgeden de
goriilecegi gibi farkli bolgelerde tretilen peynirlerde laktik asit bakterilerinin
dagilimi degiskenlik gostermis ve bu degisim istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(P<0.05). Bu farkliligin Urfa peyniri iiretim kosularindaki bolgesel farkliliklar ile siit
hayvaninin beslenme rejimi farkliligindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Yapilan
birgok arastirmada farkli bolgelerde geleneksel olarak tiretilen peynirlerde laktik asit
bakterilerinin dagiliminin farklilik gdsterdigi belirlenmistir. Akdeniz havzasinda ¢ig
stitten geleneksel olarak firetilen bir¢ok peynir ¢esidinde laktik asit bakterilerinin
sayist 4 ile 9 log kob/g arasinda degistigi belirlenmistir (Paola ve ark., 2007;
Sanchez ve ark., 2005; Piraino ve ark., 2005; Coppola ve ark., 2003; Bouton ve ark.,
1998).

Farkl1 bolgelerden toplanan 20 adet peynir 6rneginden her besiyeri (MRS,
M17 ve KAA) icin 3’er adet olmak {izere toplam 180 adet izolat alinmistir. Isik
mikroskobunda incelenen bakterilerin morfolojileri (kok, basil ve ¢cubuk), dizilisleri
(mono-diplo-tetra kok, balya ve zincir), Gram boyama ve katalaz testleri sonucunda
MRS agardan izole edilen 60 izolattan 47’sinin, M17 agardan izole edilen 60
izolattan 58 izolat, KAA agardan izole edilen 60 izolattan 38’inin muhtelif laktik

asit bakterisi oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1. Ug ay olgunlastirilmis 20 adet peynir 6rnegine ait mikrobiyel sayim sonuglar

(log kob/g).
Besiyeri Virangehir Siverek Birecik Kisas
MRS agar | 7.05+(0.31)° 8.03+(0.16)" 5.99+(0.12)? 5.946+(0.22)
M17 agar 6.89(0.30)* 9.68+(0.24)° 7.31£(0.50)? 6.815+(0.34)?

KAA agar | 5.93+(0.14)* 7.04+(0.25)° 5.10+(0.13)? 4.785+(0.33)?

* Aym satirda farkh harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik p<0.05 diizeyinde énemlidir.

Kok ve basil seklindeki laktik asit bakterilerinin morfolojik 6zellikleri, Gram
reaksiyon ve katalaz test sonuglar1 Cizelge 4.2 ve 4.3’de verilmistir. Buna gore izole

edilen 143 izolattan 13’{iniin basil ve 130’unun da kok formda oldugu belirlenmistir.

4.2 Fizyolojik ve Biyokimyasal Testler

Kok ve basil seklindeki izolatlarin fizyolojik ve biyokimyasal test sonuglari
Cizelge 4.2 ve 4.3°de verilmistir. Cizelgelerden de goriilecegi gibi kok seklindeki
izolatlardan yalnizca bir adedi (26 nolu sus) glikozdan gaz iiretirken diger izolatlarda
glikozdan gaz olusumu goézlenmemistir. Bu sonuglar dogrultusunda bu izolatlarin

stitte homofermentatif 6zellik gosterdikleri belirlenmistir.

10 °C ve 45 °C ile % 2, % 4 ve % 6.5 NaCl konsantrasyonunda gelisimlerine
gore kok seklindeki suslarin fenotipik ozellikleri karsilagtirilmigtir. Bu gibi testler
Lactococcus cinsi bakterilerin, basta Enterococcus ve diger Streptococcus cinsi
bakterilerin ayristirilmasinda kullanilmaktadir (Carr ve ark., 2002; Schleifer ve Balz,
1984). 10 °C, 45 °C’de ve % 6.5 NaCl’de gelisebilen suslar enterekok olarak
tanimlanmistir. 45 °C ve % 6.5 NaCl’de gelisim durumlarina gore 130 kok izolatin
115’1 entorokok grubu bakteriler, diger 15 izolat ise fenotipik Ozelliklerine gore
Lactococcus spp. grubu bakteriler, olarak kabul edilmistir. Morfolojik olarak basil
oldugu belirlenen 13 izolatin tamami 15 °C’de gelisim gosterdigi i¢in mezofilik

karakterli suslar olarak degerlendirilmistir.

51



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hiiseyin Avni KIRMACI

Cizelge 4.2. Tanimlamasi yapilan Lactococcus spp. ve Enterococcus spp. izolatlarinin bazi morfolojik ve fenotipik 6zellikleri

Sus Gram Morfoloji | Katalaz Glikozdan 10 °C’de 45 °C’de % 2 NaCl’de | % 4 NaCl’de @ %6.5
No reaksiyonu Reaksiyonu Gaz Uretme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme NaCl’de
Gelisme
1 + Kok - - + + + + +
2 + Kok - - + + + + +
3 + Kok - - + + + + +
4 + Kok - - + + + + +
5 + Kok - - + + + + +
6 + Kok - - + + + + +
7 + Kok - - + + + + +
8 + Kok - - + + + + +
10 + Kok - - + + + + +
12 + Kok - - + + + + +
14 + Kok - - + + + + +
15 + Kok - - + + + + +
16 + Kok - - + + + + +
17 + Kok - - + + + + +
18 + Kok - - + + + + +
19 + Kok - - + + + + +
21 + Kok - - + + + + +
22 + Kok - - + + + + +
23 + Kok - - + + + + +
24 + Kok - - + + + + +
26 + Kok - + + - + + +
27 + Kok - - + - + + +
29 + Kok - - + + + + +

w1
N
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I En

91

| Kok

692 | +
93
94
95

96
97

98
99

| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok

100 | +

101 | +

102 | +

103 | +

104 | +

105 | +

106 | +

107 | +

108 | +

109 | +

110 | +

111 | +

112 | +

113 | +

114 | +

115 | +

116 | +

117 | +

118 | +

55



Hiiseyin Avni KIRMACI

4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok

119 | +

120 | +

121 | +

122 | +

123 | +

124 | +

| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok
| Kok

125 | +

127 | +

128 | +

129 | +

130 | +

131 | +

132 |+

133 | +

134 | +

135 | +

136 | +

137 | +

138 | +

139 | +

140 | +

141 | +

142 | +

143 | +
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Cizelge 4.3. Tanimlamasi yapilan Lactobacillus spp. izolatlarinin bazi morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Sus Gram Katalaz Glikozdan 15°C’de 45°C’de % 6.5NaCl’de
No reaksiyonu | reaksiyonu Gaz Gelisme Gelisme Gelisme
Uretme

9 + - - + + +

11 + - - + + +

13 + - - + + +

19 + - - + + +

25 + - - + + +

28 + - - + + +

33 + - - + + +

38 + - - + + +

41 + - - + + +

42 + - - + + +

46 + - - + + +

47 + - - + + +

126 + - - + + +
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4.3. 16S rDNA Sekans Dizi Analizi ile izolatlarn Molekiiler Olarak
Karakterizasyonu

Farkli besiyerinde gelistirilen 143 izolatin molekiiler tiplendirilmesi 16S
rDNA sekans dizi analizi ile gergeklestirilmistir. 16S rRNA kodlayan 900 bazlik
DNA fragmanimin PCR jel goriintiileri Sekil 4.1°de gosterilmistir. BLAST programi
kullanilarak elde edilen 16S rDNA dizi analizi sekans sonuglari da Cizelge 4.4’te

verilmigtir.

i i ——— 900bp

M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 M

e N e e e W W S W ot Sl St G—
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M 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 N M

900 bp
M 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 N M
900 bp
M N 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83
—
o= 900 bp
C—
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M N 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100

900 bp

—
—
o—
—
-
o
—
—
> -
. .
Secmat
- -
-

M N 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114

d“—-—-—d‘ﬂ——— SRS 900bp

COU R

M N 115 116 117 118 119 120

900 bp
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M N 121122 123 124 125126127 128 129 130 131132 133 134 135136 137

900 bp

M N 137 138 139 140 141 142 143

B teead —> 900 bp

Sekil 4.1. Urfa peynirlerinden izole edilen toplam 143 izolata ait Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
bantlari. M: Marker, N: Negatif
Sus no: a: 1-11, b: 12-31, c: 32-49, d:50-67, €:68-83, f: 84-100, 9:101-114, h: 115-120,
i: 121-137, j:138-143.
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Cizelge 4.4. 16S rDNA dizi analizi sekans sonuglaria goére bakteri gruplarinin alt tiirlere gore
siiflandirilmasi ve yakinlik dereceleri.

Sus En yakin komsu Yiizde Niikleotid Dizi
No (nearest neighbour) Niikleotid Erisim Numaram
Benzerligi (Nucleotide
(Percentage sequence
identity) accession
number)
1 Enterococcus faecium strain Hwo5 %99 EU717959
2 Enterococcus durans strain IMAU60172 %99 FJ917726.1
3 Enterococcus faecium strain Cg05 %99 EU717959.1
4 Enterococcus faecium strain HN-F23 %97 FJ378708.2
Enterococcus faecium strain L3 %97 GQ267519.1
6 Enterococcus faecium strain ATCC 19434 %97 DQ411813.1
7 Enterococcus faecium strain M3-1 %97 EU794733
8 Enterococcus durans strain IMAU60182 %95 FJ917733.1
9 Lactobacillus fermentum strain IMAU60162 %95 FJ749876
10 Enterococcus faecium strain HN-F23 %95 FJ378708.2
11 Lactobacillus helveticus strain IMAU60201 %97 FJ915646
12 Enterococcus faecium strain HN-F23 %97 FJ378708.2
13 Lactobacillus fermentum strain IMAU60162 %97 FJ749876
14 Lactobacillus fermentum strain IMAU60162 %97 FJ749876
15 Enterococcus faecium strain IDCC 2104 %97 EU003448.1
16 Enterococcus faecium strain CSI35MX %97 FJ538584.1
17 Enterococcus durans strain IMAU60192 %98 FJ917742
18 Lactobacillales bacterium DJF_ DJF_020 %96 EU728748.1
19 Lactobacillales bacterium DJF_ DJF_020 %95 EU728748.1
20 Enterococcus faecium strain IMAU10052 %98 FJ915708
21 Enterococcus faecium strain HN-F22 %96 FJ378707
22 Enterococcus faecium strain CSI36MX %97 FJ538584.1
23 Enterococcus faecium strain HN-F23 %98 FJ378708.2
24 Enterococcus faecium strain HN-F22 %97 FJ378707
25 Lactobacillales bacterium DJF_ DJF_020 %96 EU728748.1
26 Leuconostoc lactis strain IMAU50090 %98 FJ915632
27 Lactococcus lactis strain NS32 %98 EU194346
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237638399&dopt=GenBank&RID=DXZTVPUE016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=189313861&dopt=GenBank&RID=DDJ5XDHB016&log$=nucltop&blast_rank=19
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=219109469&dopt=GenBank&RID=DDJCZT6T014&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254304997&dopt=GenBank&RID=DDJP86ZA016&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=89357459&dopt=GenBank&RID=DDJV14YR01N&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237638406&dopt=GenBank&RID=DMDNDFUM012&log$=nucltop&blast_rank=12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=219109469&dopt=GenBank&RID=DDKWP7T101N&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=219109469&dopt=GenBank&RID=DDKWP7T101N&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=152148524&dopt=GenBank&RID=DDM80A0H016&log$=nucltop&blast_rank=47
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=219882235&dopt=GenBank&RID=DDMHSTMY012&log$=nucltop&blast_rank=9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=189473844&dopt=GenBank&RID=DEAY4R8V01S&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=189473844&dopt=GenBank&RID=DEAY4R8V01S&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=219882235&dopt=GenBank&RID=DDMHSTMY012&log$=nucltop&blast_rank=9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=219109469&dopt=GenBank&RID=DDKWP7T101N&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=189473844&dopt=GenBank&RID=DEAY4R8V01S&log$=nucltop&blast_rank=8
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28 Enterococcus durans strain KLDS 6.0606 %98 EU419601.1
29 Enterococcus faecium strain SH 632 %98 EU003448.1
30 Enterococcus faecium strain IDCC 2104 %98 AY683836
31 Enterococcus faecium strain KLDS 6.0642 %99 FJ861092.1
32 Lactococcus lactis subsp. lactis strain 1B4 %99 EU337113
33 Lactobacillus helveticus strain IMAU60201 %92 FJ915646
34 Enterococcus faecium strain IMAU60134 %98 FJ749851
35 Lactococcus lactis subsp. lactis strain CICC6022 | %95 DQ171715
36 Enterococcus lactis strain CK1026 %98 DQ255948.1
37 Enterococcus faecium strain G129 %97 EF204315.1
38 Lactobacillus fermentum strain IMAU60162 %97 FJ749876
39 Lactococcus  lactis  subsp. lactis  strain | %92 FJ749540.1
IMAU50146
40 Enterococcus durans strain IMAU60192 %97 FJ917742
41 Lactobacillus bacterium DJF_ DJF_020 %95 EU728748.1
42 Enterococcus durans strain IMAU60200 %96 FJ915645.1
43 Lactococcus garvieae strain IMAU50157 %96 FJ749551.1
44 Lactococcus garvieae strain IMAU60022 %96 FJ215671
45 Lactococcus  lactis  subsp. lactis  strain | %96 FJ513847.1
IMAU50167
46 Lactobacillus bacterium %97 EU728748.1
47 Lactobacillus helveticus strain IMAU60201 %86 | %97 FJ915646
48 Streptococcus parauberis strain SAP 99 %99 AF284579
49 Lactococcus lactis subsp. lactis strain CICC6019 | %95 DQ173744.1
50 Lactococcus lactis subsp. lactis strain 1B4 %100 EU337113.1
51 Enterococcus durans strain M4-5 %94 EU794738.1
52 Lactococcus lactis strain KLDS4.0602 %99 GQ337894.1
53 Enterococcus durans strain IMAU60188 %99 FJ917738.1
54 Enterococcus durans strain IMAU60172 %99 FJ917726.1
55 Enterococcus durans strain M4-5 %97 EU794738.1
56 Enterococcus lactis strain SK12 %94 EU337116.1
57 Lactococcus lactis subsp. lactis strain 1B4 %99 EU337113.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=168208514&dopt=GenBank&RID=DXZW3ZU3016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=152148524&dopt=GenBank&RID=DXZVZNEF016&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=226815151&dopt=GenBank&RID=DXZWFB90016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=82501665&dopt=GenBank&RID=DDU8H6N8016&log$=nucltop&blast_rank=93
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=124244771&dopt=GenBank&RID=DDU8H6N8016&log$=nucltop&blast_rank=13
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029372&dopt=GenBank&RID=DDUW9SKW01S&log$=nucltop&blast_rank=90
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=189473844&dopt=GenBank&RID=DEAY4R8V01S&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237512228&dopt=GenBank&RID=DMDX7AN9016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029383&dopt=GenBank&RID=DE1DWG0J012&log$=nucltop&blast_rank=16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=223047917&dopt=GenBank&RID=DE1AHHY3012&log$=nucltop&blast_rank=55
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=189473844&dopt=GenBank&RID=DE1DWG0J012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=74145377&dopt=GenBank&RID=B8GHSZWW015&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169261956&dopt=GenBank&RID=DE2A35TM014&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=193794808&dopt=GenBank&RID=DE2URS7S014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254971988&dopt=GenBank&RID=DE2YZK6P01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237638411&dopt=GenBank&RID=DY0VSX1E01S&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237638399&dopt=GenBank&RID=DY0VWGZG014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=193794808&dopt=GenBank&RID=DE3A3940012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169261959&dopt=GenBank&RID=DE3DZ7YV014&log$=nucltop&blast_rank=26
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169261956&dopt=GenBank&RID=DE3KMEPH014&log$=nucltop&blast_rank=6
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58 Lactococcus garvieae strain IMAU50094 %99 FJ915634.1
59 Lactococcus garvieae strain IMAU60022 %99 FJ215671
60 Enterococcus lactis strain SK12 %98 EU337116.1
61 Enterococcus faecium strain IMAU60169 %94 FJ749883.1
62 Lactococcus  lactis  subsp. lactis  strain | %99 FJ915715.1
IMAU10059
63 Lactococcus lactis subsp. cremoris strain | %99 FJ749731
IMAU40012
64 Lactococcus  lactis  subsp. lactis  strain | %94 FJ749561.1
IMAU50167
65 Lactococcus garvieae strain IMAU50094 %99 FJ915634
66 Lactococcus garvieae strain IMAU50094 %99 FJ915634
67 Lactococcus garvieae strain IMAU60022 %99 FJ215671.1
68 Enterococcus durans strain KLDS6.0632 %94 FJ607288.1
69 Enterococcus durans strain IMAU10167 %92 FJ915822.1
70 Enterococcus durans strain IMAU60192 %98 FJ917742.1
71 Enterococcus faecium strain R8 %99 EU483112.1
72 Enterococcus faecium strain SH 632 %98 EU878170.1
73 Enterococcus faecalis strain KLDS0.0341 %96 GQ337884.1
74 Enterococcus durans strain IMAU10167 %94 FJ915822.1
75 Enterococcus durans strain IMAU60200 %99 FJ915645.1
76 Enterococcus durans strain M4-5 %97 EU794738.1
77 Enterococcus hirae strain SS1227 %93 GQ337029
78 Enterococcus faecalis strain IMAU10130 %99 FJ915786.1
79 Lactococcus  lactis  subsp. lactis  strain | %94 FJ749561
IMAU50167
80 Enterococcus faecalis strain XR7 %96 EU708623.1
81 Enterococcus faecalis strain IMAU40046 %99 FJ749321.1
82 Enterococcus faecalis strain IMAU10130 % 99 FJ915786.1
83 Lactococcus garvieae strain IMAU50094 %98 FJ915634.1
84 Lactococcus garvieae strain IMAU50157 %98 FJ749551.1
85 Lactococcus garvieae strain IMAU50157 %98 FJ749551.1
86 Enterococcus faecium strain HN-F22 %97 FJ378707.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237512217&dopt=GenBank&RID=DE3TM75N01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169261959&dopt=GenBank&RID=DE42DWGK012&log$=nucltop&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029714&dopt=GenBank&RID=DE45YNJU012&log$=nucltop&blast_rank=52
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237512298&dopt=GenBank&RID=DE4HZBC5014&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029393&dopt=GenBank&RID=DE4UD9JB014&log$=nucltop&blast_rank=53
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=208659546&dopt=GenBank&RID=DE5FFK9R016&log$=nucltop&blast_rank=33
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=222142486&dopt=GenBank&RID=DE5WWXJ5012&log$=nucltop&blast_rank=88
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237512405&dopt=GenBank&RID=DE62RSMN014&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237638415&dopt=GenBank&RID=DY171TUM016&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169135267&dopt=GenBank&RID=DE783GGZ014&log$=nucltop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=195423981&dopt=GenBank&RID=DE96E2K301S&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254971978&dopt=GenBank&RID=DG9A2P1C016&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237512405&dopt=GenBank&RID=DE62RSMN014&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237512228&dopt=GenBank&RID=DY1FTVEC016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=193794808&dopt=GenBank&RID=DE9P17BP014&log$=nucltop&blast_rank=31
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237512369&dopt=GenBank&RID=DE9ZYCZ0016&log$=nucltop&blast_rank=15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=189306921&dopt=GenBank&RID=DEAATVK301N&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029153&dopt=GenBank&RID=DEAHXMK801N&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237512369&dopt=GenBank&RID=DEATYS67016&log$=nucltop&blast_rank=9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237512217&dopt=GenBank&RID=DEAY4R8V01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029383&dopt=GenBank&RID=DEB3R9TC01N&log$=nucltop&blast_rank=16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029383&dopt=GenBank&RID=DG296H0D012&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=210063456&dopt=GenBank&RID=DG2EB8ES014&log$=nucltop&blast_rank=3
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87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

98
99
100

101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

Lactococcus garvieae strain IMAU50094
Lactococcus lactis strain CICC6023
Enterococcus durans strain KLDS6.
Lactococcus garvieae strain IMAU50157
Lactococcus garvieae strain IMAU60022
Lactococcus garvieae strain IMAU50147
Lactococcus lactis strain KLDS4.0601
Lactococcus lactis subsp. lactis strain Pic6
Lactococcus garvieae strain IMAU50125
Enterococcus faecium strain SH 632

Lactococcus lactis subsp. cremoris strain
IMAU60040

Lactococcus lactis subsp. lactis strain 1B4
Lactococcus lactis subsp. lactis strain 1A6

Lactococcus lactis subsp. lactis strain
IMAU50146

Enterococcus lactis strain CK1026
Enterococcus faecium strain IDCC 2103
Enterococcus faecalis strain IMAU40046
Lactococcus lactis strain KLDS 4.0319
Lactococcus lactis strain M10-4-3
Enterococcus faecium strain HN-N26
Lactococcus lactis subsp. lactis strain CICC6019
Enterococcus faecium strain HN-F22
Lactococcus lactis strain KLDS 4.0319
Lactococcus lactis isolate B20
Enterococcus durans strain KLDS6.
Lactococcus lactis strain KLDS 4.0601
Enterococcus durans strain IMAU60192
Enterococcus faecalis strain KLDS0.0341
Enterococcus hirae strain H1

Lactococcus  lactis  subsp. lactis  strain
IMAU50146

65

%99
%96
%94
%98
%97
%94
%99
%98
%94
%98

%97

%97
%98

%92

%97
%99
%98
%97
%98
%93
%98
%98
%95
%91
%94
%98
%97
%96
%93
%94

FJ915634.1
DQ212982
FJ607288.1
FJ749551.1
FJ215671
FJ749541.1
GQ337893.1
EU337109.2
FJ749519.1
EU878170.1

FJ215671

EU337113.1
EU337110.1

FJ749540.1

DQ255948.1
EU003447.1
FJ749321.1
DQ212977.1
EU195809
FJ378681.1
DQ212981.1
FJ378707.1
DQ212977.1
AY604868
FJ607288.1
GQ337893.1
FJ917742
GQ337884.1
EU887813.1
FJ749540.1


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237512217&dopt=GenBank&RID=DG2JRS6S016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=222142486&dopt=GenBank&RID=DG2XVVFZ016&log$=nucltop&blast_rank=85
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029383&dopt=GenBank&RID=DG33ZBZW016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029373&dopt=GenBank&RID=DGA02PP501N&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254971987&dopt=GenBank&RID=DG859B6B016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=227935039&dopt=GenBank&RID=DG3WN2Z801S&log$=nucltop&blast_rank=22
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029351&dopt=GenBank&RID=DGA02PP501N&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=195423981&dopt=GenBank&RID=DG434BZ3012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169261956&dopt=GenBank&RID=DG4MRR3P014&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169261953&dopt=GenBank&RID=DG4MRR3P014&log$=nucltop&blast_rank=9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029372&dopt=GenBank&RID=DG4ZUDYG012&log$=nucltop&blast_rank=90
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=82501665&dopt=GenBank&RID=DY1V2878012&log$=nucltop&blast_rank=13
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=152148523&dopt=GenBank&RID=DG5CZ73G016&log$=nucltop&blast_rank=82
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029153&dopt=GenBank&RID=DEAHXMK801N&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=77176821&dopt=GenBank&RID=DG4MRR3P014&log$=nucltop&blast_rank=28
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=210063430&dopt=GenBank&RID=DG6U4A6K012&log$=nucltop&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=77176825&dopt=GenBank&RID=DG4MRR3P014&log$=nucltop&blast_rank=25
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=210063456&dopt=GenBank&RID=DY1W057M01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=77176821&dopt=GenBank&RID=DG4MRR3P014&log$=nucltop&blast_rank=28
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=222142486&dopt=GenBank&RID=DG2XVVFZ016&log$=nucltop&blast_rank=85
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254971987&dopt=GenBank&RID=DG859B6B016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254971978&dopt=GenBank&RID=DG9A2P1C016&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=195933870&dopt=GenBank&RID=F2HUPEDG01N&log$=nucltop&blast_rank=10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029372&dopt=GenBank&RID=DG902AH7014&log$=nucltop&blast_rank=90

4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hiiseyin Avni KIRMACI

117 Enterococcus faecalis strain KLDS0.0341 %96 GQ337884.1
118 Enterococcus durans strain KLDS6. %94 FJ607288.1
119 Enterococcus faecalis strain KLDS0.0341 %96 GQ337884.1
120 Lactococcus lactis subsp. cremoris strain | %98 FJ749731.1
IMAU40012
121 Lactococcus lactis strain CICC6025 %98 DQ212981.1
122 Enterococcus faecalis strain IMAU70122 %97 GQ131238.1
123 Lactococcus garvieae strain IMAU50125 %98 FJ749519.1
124 Lactococcus  lactis  subsp. lactis  strain | %99 FJ749542
IMAU50148
125 Lactococcus lactis subsp. lactis strain Pic6 %98 EU337109
126 Lactobacillales bacterium %99 EU728748.1
127 Lactococcus lactis isolate B20 %89 AY604868.1
128 Lactococcus lactis subsp. cremoris strain | %95 FJ215673.1
IMAU60040
129 Lactococcus garvieae strain IMAU50125 %95 FJ749519.1
130 Lactococcus lactis strain CICC6018 %99 DQ171719.1
131 Lactococcus  lactis  subsp. lactis  strain | %97 FJ915749
IMAU10093
132 Lactococcus lactis strain LA35 %95 DQ523490
133 Lactococcus garvieae strain IMAU60022 %95 FJ215673.1
134 Enterococcus durans strain IMAU60188 %93 FJ917738.1
135 Enterococcus durans strain IMAU60185 %93 FJ917736.1
136 Lactococcus lactis strain D22 %92 EF204353
137 Lactococcus lactis subsp. cremoris strain | %95 FJ215673.1
IMAU60040
138 Lactococcus lactis strain D22 %92 EF204353
139 Enterococcus faecalis strain IMAU70122 %96 GQ131238.1
140 Enterococcus faecalis strain IMAU70078 %96 GQ131194.1
141 Enterococcus faecalis strain IMAU10154 %95 FJ915809.1
142 Enterococcus durans strain IMAU10167 %93 FJ915822
143 Lactococcus lactis isolate B20 %89 AY604868.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254971978&dopt=GenBank&RID=DG9A2P1C016&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=222142486&dopt=GenBank&RID=DG2XVVFZ016&log$=nucltop&blast_rank=85
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254971978&dopt=GenBank&RID=DG9A2P1C016&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029562&dopt=GenBank&RID=DG71SG2M014&log$=nucltop&blast_rank=62
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=77176825&dopt=GenBank&RID=DG4MRR3P014&log$=nucltop&blast_rank=25
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=239586088&dopt=GenBank&RID=DG9A2P1C016&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029351&dopt=GenBank&RID=DGA02PP501N&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=189473844&dopt=GenBank&RID=DEAY4R8V01S&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=47571323&dopt=GenBank&RID=DG7TD9E3016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=208659548&dopt=GenBank&RID=DGCAFHFU014&log$=nucltop&blast_rank=97
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225029351&dopt=GenBank&RID=DGA02PP501N&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=74319755&dopt=GenBank&RID=DG4MRR3P014&log$=nucltop&blast_rank=29
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=208659548&dopt=GenBank&RID=DGCAFHFU014&log$=nucltop&blast_rank=97
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237638411&dopt=GenBank&RID=DG95H92H014&log$=nucltop&blast_rank=22
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237638409&dopt=GenBank&RID=DG95H92H014&log$=nucltop&blast_rank=23
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=208659548&dopt=GenBank&RID=DGCAFHFU014&log$=nucltop&blast_rank=97
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=239586088&dopt=GenBank&RID=DG9A2P1C016&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=239586044&dopt=GenBank&RID=DG9A2P1C016&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237512392&dopt=GenBank&RID=DG9A2P1C016&log$=nucltop&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=47571323&dopt=GenBank&RID=DG7TD9E3016&log$=nucltop&blast_rank=1

4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hiiseyin Avni KIRMACI

Izole edilen suslarin molekiiler olarak smniflandirilmasi sonucunda, MRS
besiyerinden izole edilen 47 izolattan yalmizca 10 adedi Lactobacillus spp. olarak
tamimlanirken 22 adedi Enterococcus spp., 14 adedi Lactococcus spp., 1 adedi
Leuconostoc spp. olarak tanimlanmistir. M17 besiyerinden izole edilen 58 laktik asit
bakterisinden 44 izolat Lactococcus spp. olarak tanimlanirken, 10 izolat
Enterococcus spp., 3 izolat Lactobacillus spp. ve 1 izolat streptekok olarak
tanimlanmistir. KAA besiyerinden izole edilen 38 laktik asit izolatin tamaminin

Enterococcus spp. grubu bakterilerden olustugu belirlenmistir.

Lactobacillus cinsi bakterilerin izolasyonu amactyla kullanilan MRS
besiyerinde Lactobacillus spp.’den ¢ok Enterococcus spp. ve Lactococcus spp. izole
edilmesine bu besiyerinin farkl: tiirdeki koklarin gelisimine de olanak saglamasi ve
depolama sirasinda Enterococcus cinsi bakterilerin ortama hakim mikroflora
konumuna gelmesinin neden oldugu diistiniilmektedir. Benzer sonuglar geleneksel
olarak {iretilen birgok peynir ¢esidinde de gozlenmistir. Velijovic ve ark. (2007)
‘‘Zlatar’’ peynirinde olgunlagma sonunda Enterococcus spp. tiirii bakterilerin ortama
hakim oldugunu belirlemislerdir. Bir diger arastirmada, Boubekri ve Ohta (1996),
olgunlasmis ‘‘El-Klila’’ peynirlerinde Enterococcus cinsi bakterilerin baskin tiirler
oldugunu saptamislardir. Fortina ve ark. (2003), Italyan “Toma piemontese”
peynirinde nakim mikroflora iizerine yaptiklart ¢alismada MRS besiyerinden izole
edilen suslarin biiyiik bir ¢ogunlugunun Enterococcus cinsi bakterilerden olustugunu
tespit etmislerdir. Benzer sekilde, Franciosi ve ark. (2008), MRS besiyerinde
yiiksek miktarda laktik asit bakterisi bulmalarina karsin bunlardan yalnizca birkag
tanesinin Lactobacillus spp. tiiriine ait suslardan olustugunu ve Enterococcus cinsi
bakterilerin ortamda baskin oldugunu belirlemislerdir. Dolci ve ark. (2008)’da, MRS
besiyerinde Lactobacillus spp. yanmi sira Lactococcus spp. ve Streptococcus spp.
suslarin1 da izole etmislerdir. Caridi (2003), “Pecorino del Pero” peynirinde baskin
floray1 karakterize ettigi c¢alismasinda MRS besiyerinden izole edilen 90 sustan
yalnizca 41’ini Lactobacillus spp. olarak tanimlanmistir. Bir diger arastirmada ise,
Lopez-Diaz ve ark. (2000), MRS besiyerinde izole edilen suslarin % 62.7’si

Lactococcus spp., % 22’sini ise Lactobacillus spp. olarak tanimlamiglardir.
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Cizelge 4.4’de de goriildiigli gibi 16S rDNA sekans dizi analizi ile
tanimlamasi yapilan suslarin 70’i (% 48.95) Enterococcus spp., 58’1 (% 40.55)
Lactococcus spp., 13’1 (% 9.10) Lactobacillus spp., 1’1 (% 0.69) Streptococcus spp.
ve 1’1 (% 0.69) Leuconostoc spp. olarak tanimlanmistir. 70 Enterococcus spp.
izolatin 28 adedi Enterococcus faecium (% 40), 23 adedi E. durans (% 32.85), 13
adedi E. faecalis (% 18.57), 4 adedi E. lactis (% 5.71) ve 2 adedi (% 2.85) E. hirae
olarak tanimlanirken, 59 Lactococcus spp. izolatin 37 adedi (% 62.71) Lactococcus
lactis spp. lactis, 18 adedi Lactococcus garvieae (% 30.50) ve 4 adedi (% 6.77)
Lactococcus lactis spp. cremoris olarak tanimlanmustir. Lactobacillus spp. olarak
tamimlanan 13 izolatin ise 6’sinin (% 46.15) Lactobacillus spp., 4’tintin (% 30.76)
Lactobacillus fermentum ve 3’tiniin (% 23.07) Lactobacillus helveticus oldugu
bulunurken, Streptococcus spp. ve Leuconostoc spp. olarak tanimlanan suslarin ise

sirasiyla Streptococcus parauberis ve Leuconostoc lactis oldugu tespit edilmistir.

Urfa peyniri herhangi bir starter kiiltiir ilave edilmeden ¢ig siitten iiretildigi
i¢in izole edilen ve tanimlanan suslar dogal bulasilar olarak da adlandirilabilirler. Bu
sonuglar dogrultusunda, ¢ig siitten geleneksel olarak {iretilen olgunlagmis Urfa
peynirinde hakim olan florayr Enterococcus spp. (1.sirada) ve Lactococcus spp.

(2.s1rada) grubu laktik asit bakterilerinin olusturdugu belirlenmistir.

Elde edilen alt tipleme sonuglari Avrupa’da, oOzellikle de Akdeniz
havzasindaki {ilkelerde geleneksel olarak c¢ig siitten iiretilen peynirlerdeki hakim
flora dagilimi ile benzerlik gostermektedir. Farkli ozellikte ve orijinde iretilen
peynir gesitlerinden; Pecorino peyniri (Aquilanti ve ark., 2007), Raschera peyniri
(Dolci ve ark., 2008), Pecorino Siciliano peyniri (Vernile ve ark., 2008), Canestrato
peyniri (Aquilanti ve ark., 2006) ile Toma piemontese peynirinde (Fortina ve ark.,
2003) 16S rDNA seckans dizi analizi ile yapilan siniflandirmalar sonucunda da
Enterococcus ve Lactococcus cinsi bakterilerin - baskin floray1 olusturduklar
gorilmiistiir.

Geleneksel Urfa peynirinde laktik asit bakterilerinin tanimlandigi bir baska

aragtirmada Uraz ve ark. (2008) 11 adet geleneksel Urfa peynirinden izole ettikleri

68



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hiiseyin Avni KIRMACI

toplam 80 izolati API CHL 50 test kiti kullanilarak karakterize etmislerdir. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda izolatlar1 % 47 Enterococcus spp. (%33 E. faecalis,
%13 E. faecium, %1 E. hirae), % 14 Lactococcus spp. (Lc. lactis), % 14
Lactobacillus spp. (% 4 Lb. helveticus, % 4 Lb. brevis, % 6 Lb. plantarum), % 7
Leuconostoc spp. (% 3 Leu. lactis, % 4 Leu. dextranicum), % 4 Streptococcus spp.
(% 3 Streptococcus uberis,% 1  Streptococcus raffinolactis) olarak

siniflandirmislardir.

Enterococcus spp. tiirli bakterilerin olgunlasmis Urfa peynirindeki laktik asit
bakteri florasinda yiiksek miktarlarda bulunmasi, bu bakteri tiiriiniin bir¢ok susunun
diisik pH ve sicaklik ile yiiksek tuz konsantrasyonuna karsi direncli olmasindan
kaynaklanmaktadir (Aquilanti ve ark., 2006). Bilindigi gibi, Urfa peyniri yiiksek tuz
iceren salamura igerisinde (%14-20 w/v) ve <10 °C’de olgunlastirilmaktadir. Ayrica
¢ig siitlin sagim ve islenme kosullarinin olasilikla hijyenik olmamasi da bu tiir
bakterilerinin gelisimine Onciilikk ettigi disiiniilmektedir. Geleneksel olarak ¢ig
stitten iiretilen peynirlerde hem iiretim esnasinda hem de olgunlasma asamasinda
Enterococcus cinsi bakterilerin sayisal yogunluklari genellikle artis gostermektedir
(Giraffa, 2003; Andrighetto ve ark., 2001). Yapilan arastirmalarda Enterococcus
cinsi bakterilerin taze peynirlerde yiiksek oranlarda bulunmasina ¢ig siite direkt fekal
kaynakli bulagsmanin veya indirekt olarak siit¢ililiik ekipmanlari ve siit depolama
tanklarindan kaynaklanan bulagmalarin neden olarak gosterilmektedir (Giraffa,
2003). Yiiksek tuz ve diisiik pH’ya karsi olan direnglerinden dolayr Enterococcus
cinsi bakterilerin olgunlasmanin ileri evrelerinde de peynir florasinda yer almakta ve
olgunlagsma siiresine gore peynirde 6-8 logip kob/g diizeylerinde bulunabilmektedir
(Clementi ve ark., 1998). Enterococcus cinsi bakteriler, Akdeniz kusaginda hem ¢ig
stitten hem de pastorize siitten geleneksel olarak {iiretilen peynirlerde yaygin olarak
bulunmaktadir (Andrighetto ve ark., 2001; Giraffa, 2003; Suzzi ve ark., 2000). E.
faecalis, E. faeceium ve E. durans peynir florasinda en sik rastlanan Enterococcus
spp. tiirleridir ve peynirlerin yapi, tat ve aroma gelisimde Onemli roller
oynamaktadirlar (Rodriguez ve ark., 1995; Cogan ve ark., 1997; Giraffa, 2003). Bu
Ozelliklerinden dolayr bazi Avrupa peynirlerinde (Feta, Mozzarella ve Cebreiro)
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starter kiiltir kombinasyonunda kullanilmaktadir (Sarantinopoulos ve ark., 2002;
Villani ve Coppola, 1994; Mendez ve ark., 2001).

Urfa peynir 6rneklerinden izole edilen Lactococcus spp. tiirii bakteriler i¢inde
Lc. lactis subsp. Icactis (% 62.71) tiirii baskin tiir olarak belirlenirken bunu Lc.
garvieae (% 30.50) ve Lc. lactis subsp. cremoris (% 6.77) suslart izlemistir. Giiney
Avrupa iilkelerinde geleneksel olarak ¢ig koyun siitiinden iiretilen birgok peynirin
florasinda Lactococcus spp. tiiri bakteriler baskin olarak bulunmaktadir (Torres-
Llanez ve ark., 2006; Estepar ve ark., 1999; Rodriguez ve ark., 1995).

Izole edilen Lactococcus spp. suslarin % 30.50’sinin Lc. garvieae tiirii
bakterilerden olusmasi dikkat ¢ekmektedir. Lc. garvieae siit tirlinlerinde de
bulunmakla birlikte deniz iirlinlerinde yaygin bir bakteri tiiriidiir ve baliklarda 6nemli
bir hastalik etmeni olarak bilinmektedir (Eldar ve ark, 1999). Yapilan bir ¢ok
arastirmada bu tlirin geleneksel peynirlerde Lc. lactis ile birlikte dogal flora
icerisinde yer aldig1 belirlenirken peynirde de aroma gelisimi basta olmak {izere bazi
spesifik etkilere sahip oldugu diistiniilmektedir (Klijin ve ark., 1995; Morea ve ark.,
1999; Villani ve ark., 2001; Blaiotta ve ark., 2002; Fortina ve ark., 2003). Italya ve
Yunanistan’da tiretilen farkli peynirlerin mikrobiyel florasini belirlenmesine yonelik
caligmalarda, diisiik miktarda da olsa Lc. garvieae’nin hakim bakteri populasyonu
icerisinde yer aldigi goriilmiistiir. Bundan dolayi, bu tiir bakteriler fermente siit
uriinlerinde laktik asit bakteri floras1 igerisinde degerlendirilmekte ve fermente iiriin
tizerinde 6nemli etkilere sahip oldugu diisiiniilmektedir (Fortina ve ark., 2003, 2007).
Lc. garvieae, fenotipik 6zellikleri ve ekolojik konumlarina gore siit tirtinlerinden ve
deniz iirlinlerinden izole edilen tiirler olmak {izere iki ana gruba ayrilmaktadir. Siit
triinlerinden 1izole edilen suslar laktozu pargalayabilme 06zelligi gosterirken,
baliklardan izole edilen suslar bu yetenege sahip degildir (Fortina ve ark., 2003). El-
Baredei ve ark. (2007), geleneksel bir Misir peyniri olan Domiati peynirinden izole
ettikleri baz1 suslarin deniz (marine) kokenli olarak bilinen bakterilerden olustugunu
ve bu bakterilerin Domiati peynirinin olgunlasma safhasinda 6nemli etkileri
oldugunu belirlemislerdir. Bir diger arastirmada Zeppa ve ark. (2004), geleneksel

olarak Italyan Alplerinde iiretilen ‘‘Toma piemontese’” peynirlerinden izole edilen
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laktik asit bakterilerinin % 37.93’inii Lc. garvieae’nin olusturdugunu tespit

etmislerdir.

Urfa peynirinde tanimlanan Lactobacillus cinsi bakteriler (Lactobacillus spp.,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus helveticus) NSLAB (starter olmayan laktik
asit bakterileri) grubu igerisinde degerlendirilmektedir. NSLAB dogal ¢ig siit
mikroflorasinda yer almaktadir ve 6zellikle uzun siireli olgunlastirilan peynirlerde
aroma gelisimde 6nemli role sahip olduklar1 bilinmektedir (Beresford ve ark., 2001).
Fox ve ark. (1998), 3 aydan daha uzun siire olgunlastirilan peynirlerde NSLAB
sayisinin en st seviyeye ulastigini belirlemislerdir.  Zlatar peyniri gibi bazi
geleneksel peynirlerde olgunlagmanin baslangicinda diisiikk seviyelerde bulunan
Lactobacillus spp. grubu bakterilerin sayisinda olgunlasma sonuna dogru belirgin

artis gozlendigi belirlenmistir (Velijovic ve ark., 2007) .

Urfa peynirinde tanimlanan izolatlar arasinda bir adet Streptococcus
parauberis (48 nolu sus) ve 2 adet E. hirae (77 ve 115 nolu sus) susu izole edilmistir.
Bu suslarin peynir florasi icerisinde yer almasina hijyenik olmayan sagim ve ortam
kosullarinin neden oldugu diisiiniilmektedir. Tanimlanmasi yapilan suslar arasinda 1

adet de Leuconostoc lactis (26 nolu sus) susu izole edilmistir.

43.1. Tammmlamas1 Yapilan Laktik Asit Bakterilerinin Baz1 Fiziksel ve

Biyokimyasal Ozellikleri

10 °C ve 45 °C ile % 2, % 4 ve % 6.5 NaCl konsantrasyonlarindaki
gelisimlerine gore kok seklindeki suslarin fenotipik ozellikleri karsilastirilmistir.
Enterococcus cinsi bakterilerin tamammin 10 °C, 45 °C ve % 6.5 NaCl
konsantrasyonunda gelisim gosterdigi belirlenmistir. Lactococcus spp. grubu bakteri
igerisinde  degerlendirilen 58 susun 44’Unin (% 75.86) % 6.5 NaCl
konsantrasyonunda gelisim gosterdigi, 14’tniin (% 24.13) ise gelisemedigi
saptanmigtir. 58 Lactococcus spp. susundan 12°sinin 45 °C’de gelisme
gosteremedigi, 13 susun zayif, 33 susun ise tamamen gelisim gosterdigi tespit

edilmistir. Bunun yaninda 10 Lactococcus spp. susu % 6.5 NaCl konsantrasyonunda
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gelisim gosterirken, 45 °C’de gelisim gosteremedigi belirlenmistir. % 6.5 tuz
konsantrasyonunda ve 45 °C’de gelisim gosteren suslar Lactococcus cinsi bakterilere

gore atipik 6zellik gostermistir

Urfa peynirinde Enterococcus spp. tiiriine ait suslarin yiiksek miktarlarda
bulunmasinin nedeni peynir Orneklerinin yiiksek tuz konsantrasyonu (%14 NaCl
salamura) ve diisiik sicaklik (<10 °C) kosullarinda olgunlastirilmasina bagli olarak
bu tiire ait suslarin % 6.5 NaCl konsantrasyonu ve 10 °C ile 45 °C’de gelisim
gosterebilmesinden kaynaklanmaktadir. Urfa peynirinden izole edilen Lactococcus
cinsi bakterilerin biiyiik ¢ogunlugunun % 6.5 NaCl, 10 °C ve 45 °C’de gelisim
gosterebilmesi bu bakteri suslarinin iilkemizde geleneksel olarak yiiksek tuz
konsantrasyonunda olgunlastirilan peynirlerin iretiminde starter kiiltiir olarak

kullanilmalarini olanakli kilmasi1 muhtemeldir.

Bir ¢ok arasgtirmada da ¢ig siitten ve geleneksel peynirlerden izole edilen
Lactococcus spp. suslarinin yiliksek tuz konsantrasyonu (% 6.5) ve yiiksek sicaklikta
(45 °C) geliserek Lactococcus cinsi bakteriler igin atipik ozellikler gosterdikleri
belirlenmistir. Velijovic ve ark. (2007), Zlatar peynirinden izole edilen ve 45 °C ile
% 6.5 NaCl kosullarinda gelisebilen laktik kokenli koklarin sayisinin olgunlagma
stiresince artis gosterdigini belirlemislerdir. Bir baska ¢alismada, Fortina ve ark.
(2003), “Toma piemontese” peynirinden izole ettikleri Lactococcus spp. tiiri
bakterilerinin biiyiik ¢cogunlugunun % 6.5 NaCl konsantrasyonunda ve 10 °C’de
gelisim gostererek Lactococcus cinsi bakteriler igin atipik 6zellik gosterdigini tespit
etmislerdir. Randazzo ve ark. (2006), “Pecorino Siciliano’® peynirinin farkli
olgunlagma periyotlarindan ve ¢ig siit Orneklerinden izole ettikleri laktik asit
bakterilerinin tamamimin % 6.5 NaCl ve 45 °C gelisim gdsterdiklerini
belirlemislerdir. Bir diger arastirmada ise Fortina ve ark., (2007) Kuzey Italya’da
geleneksel olarak tretilen peynirlerden izole ettikleri Lc. garvieae’nin 10 °C, 45 °C
ve % 6.5 NaCl ortaminda gelisimlerini incelediklerinde izolatlarin sirasiyla % 58, %
88 ve % 56’sinin gelisim gosterebildiklerini belirlemislerdir. Benzer sekilde; El-
Baradei ve ark. (2007), Domiati peynirlerinden izole ettikleri Lactococcus spp. tiirii

bakterilerin tamamina yakinini tuza direngli suslar olarak karakterize etmislerdir.
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4.4. Tammlamasi Yapilan izolatlarin Teknolojik Ozellikleri

4.4.1. Asit Uretimi

Laktik asit bakterileri homofermentatif ya da heterofermentatif olarak
karbonhidrat1 metaboliz ederek laktik asit iiretmeleri sonucu pH’da azalmaya neden
olurlar. Asitlikte meydana gelen artis, peynirin tat, aroma ve tekstiir 6zelliklerinde
onemli degisimlere neden olmaktadir. Bundan dolay: laktik asit bakterilerinin asit

iiretme Ozellikleri siit endiistrisinde onem teskil etmektedir.

Tanimlanmasi yapilan 143 izolata ait pH degerleri Cizelge 4.5’de verilmistir.
30 °C’de 6 saat inkiibasyon sonunda 7 Lactococcus spp. susu (sus no: 43, 87, 92, 95,
123, 129, 133) ve 37 °C’de 6 saat inkiibasyon sonunda 1 Lactobacillus spp. susu (sus
no: 46) pH’y1 5.3’ {in altina diisiirebilmislerdir. 30 °C’de 6 saatlik inkiibasyon sonucu
yagsiz UHT siitiin pH’sin1 5.3 {in altina diistiren laktoklarin 5’1 Lc. garvieae, 2’si Lc.
lactis spp. lactis olarak tespit edilmistir. Enterococcus spp. grubu bakterilerin 37
°C’de 6 saatlik inkiibasyon sonunda asitlik gelisimleri incelendiginde UHT siitiin

pH’smin 5.4 ile 6.0 arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir.

Herreros ve ark. (2003), yaptiklar1 arastirmada 6 saat inkiibasyon sonunda >
2.5 mg/ml iizerinde laktik asit tiretebilen Lc. lactis subsp. lactis suslarinin peynir
tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilabileceklerini belirtmistir. Inkiibasyon
siiresince laktik asit iiretim miktarlarinda meydana gelen degisim Cizelge 4.6’da
verilmistir. Laktik asit iiretim degerleri incelendiginde, 6 saatlik inkiibasyon sonunda
70 Enterococcus spp. susu igerisinden 8 sus (sus no: 3, 4, 5, 8, 16, 22, 36, 119)
disindaki tiim suslar, 59 Lactococcus spp. susu icerisinden 5 sus (sus no: 35, 110,
112, 132, 135) disindaki tiim suslar ve Lactobacillus spp. olarak tanimlanan 13 sus
icerisinden 4 sus (sus no: 9, 11, 13, 126) disindaki tiim suslar 2.5 mg/ml iizerinde
laktik asit tretmislerdir. Bu sonuglar dogrultusunda, o6zellikle izole edilen 54
Lactococcus spp. susun laktik asit iiretim kapasiteleri dikkate alindiginda peynir

tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanabilme olasiliginin bulundugu belirlenmistir.
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Geleneksel peynirlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin teknolojik
ozellikleri tizerine birgok arastirma yapilmistir. Coppola ve ark. (2003), Caciocavallo
peynirlerinden izole ettikleri laktik asit bakterilerinin asit {iretebilme yeteneklerini
arastirdiklarinda izolatlarin % 80’inin MRS besiyeri ve siit pH’sin1 3.5-4.5 diizeyine
kadar disiirdiigi belirlemislerdir. Bir baska arasgtirmada, Morea ve ark. (1999),
geleneksel olarak iiretilen Mozzarella peynirlerinden izole edilen ve 16S rDNA
sekans dizi analizi ile siniflandirilmasi yapilan suslar1 teknolojik 6zelliklerine gore
karakterize ettiklerinde, en yiiksek asit tiretme yeteneginin Lactococcus lactis subsp.
lactis ve Streptococcus thermophilus suslarinin gosterdigini saptamislardir. Bir diger
arastirmada; Perez ve ark. (2003), Tenerife peynirlerinden izole edilen toplam 130
laktik asit bakterisinden Lactococcus cinsi bakteriler, 6zellikle de Lc. lactis spp.
lactis’in en yiiksek asidifikasyon ozelligini gosterdigi; Lactobacillus ve Leuconostoc

tiird suslarin ise zayif asit iireticileri olduklarini saptamislardir.
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Cizelge 4.5. izolatlarin yagsiz UHT siitte 3, 6, 9 ve 24 saatlik inkiibasyon siiresince olusan

pH degerleri.
Sus No 0 saat 3 saat 6 saat 9 saat 24 saat
1 6,56 6,42 5,68 5,20 4,64
2 6,56 6.43 5.95 5.42 4.74
3 6,56 6,47 5,95 5,35 6,65
4 6,56 6,45 5,95 5,39 4,59
5 6,56 6,44 6,01 5,42 4,74
6 6,56 6,44 5,65 5,19 4,41
7 6,56 6,41 5,73 5,18 4,52
8 6,56 6,45 5,97 5,47 4,78
9 6,56 6,47 5,99 5,52 4,61
10 6,56 6,42 5,65 5,20 4,47
11 6,56 6,46 6,12 5,72 4,92
12 6,56 6,47 5,81 5,33 4,51
13 6,56 6,51 6,01 5,46 4,85
14 6,56 6,42 5,61 5,16 4,40
15 6,56 6,46 5,66 5,39 4,53
16 6,56 6,42 5,85 5,23 4,46
17 6,56 6,42 5,69 5,30 4,53
18 6,56 6,43 5,73 5,30 4,51
19 6,56 6,41 5,72 5,31 4,53
20 6,56 6,45 5,67 5,20 4,46
21 6,56 6,44 5,62 5,24 4,61
22 6,56 6,51 6,10 5,48 4,53
23 6,56 6,38 5,61 5,22 4,46
24 6,56 6,41 5,67 5,28 4,48
25 6,56 6,36 5,62 5,23 4,44
26 6,56 6,37 5,53 5,11 4,38
27 6,56 6,40 5,63 5,25 4,46
28 6,56 6,38 5,61 5,20 4,44
29 6,56 6,40 5,66 5,29 4,60
30 6,56 6,39 5,64 5,23 4,54
31 6,56 6,38 5,64 5,19 4,49
32 6,56 6,37 5,57 5,20 4,49
33 6,56 6,35 5,60 5,19 4,49
34 6,56 6,36 5,55 5,18 4,48
35 6,56 6,42 5,92 5,59 4,96
36 6,56 6,29 5,90 5,76 5,46
37 6,56 6,24 5,54 5,20 4,63
38 6,56 6,30 5,60 5,23 4,46
39 6,56 6,33 5,57 5,16 4,36
40 6,56 6,25 5,54 5,17 4,42
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41 6,56 6,23 5,50 5,12 4,40
42 6,56 6,16 5,57 5,39 4,87
43 6,56 6,34 4,65 4,19 3,94
44 6,56 6,28 5,50 5,03 4,43
45 6,56 6,14 5,61 5,22 4,45
46 6,56 6,25 5,30 5,07 4,47
47 6,56 6.35 5.76 5.39 4.69
49 6,56 6.36 5.41 5.09 4.34
50 6,56 6,29 5,48 4,08 4,43
51 6,56 6,26 5,45 5,12 4,47
52 6,56 6.29 5.54 5.10 4.43
53 6,56 6.30 5.57 5.23 4.47
54 6,56 6,29 5,56 5,20 4,48
55 6,56 6,30 5,51 5,15 4,42
56 6,56 6,28 5,49 521 4,41
57 6,56 6,31 5,51 5,13 4,41
58 6,56 6,37 5,66 5,27 4,51
59 6,56 6,30 5,65 5,36 4,69
60 6,56 6,28 5,66 5,35 4,67
61 6,56 6,29 5,59 5,21 4,48
62 6,56 6,29 5,57 5,12 4,42
63 6,56 6,29 5,55 5,17 4,45
64 6,56 6,27 5,56 5,02 4,42
65 6,56 6,25 5,56 5,15 4,47
66 6,56 6,29 5,54 5,01 4,41
67 6,56 6,34 5,61 5,07 4,36
68 6,56 6,34 5,62 5,24 4,64
69 6,56 6,31 5,50 5,10 4,40
70 6,56 6,31 5,66 5,34 4,63
71 6,56 6,33 5,45 5,20 4,43
72 6,56 6,30 5,37 5,01 4,41
73 6,56 6,34 5,37 5,13 4,40
74 6,56 6,30 5,35 5,12 4,37
75 6,56 6,29 5,38 5,08 4,42
76 6,56 6,27 5,36 4,97 4,36
77 6,56 6,32 5,43 5,01 4,39
78 6,56 6,24 5,56 5,00 4,41
79 6,56 6,30 5,54 5,15 4,41
80 6,56 6,30 5,38 5,03 4,43
81 6,56 6,33 5,56 5,30 4,58
82 6,56 6,30 5,52 5,23 4,68
83 6,56 6,34 5,46 5,05 4,50
84 6,56 6,37 5,43 5,12 4,44
85 6,56 6,38 5,63 5,16 4,54
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86 6,56 6,37 5,50 5,20 4,54
87 6,56 6,20 4,60 4,35 4,19
88 6,56 6,35 5,58 5,25 4,55
89 6,56 6,35 5,39 5,02 4,30
90 6,56 6,36 541 5,08 4,37
91 6,56 6,35 5,40 5,08 4,26
92 6,56 6,35 5,28 4,87 4,36
93 6,56 6,35 5,64 5,26 4,55
94 6,56 6,35 5,32 4,78 4,24
95 6,56 6,34 5,22 4,53 4,15
96 6,56 6,39 5,63 5,26 4,55
97 6,56 6,38 5,46 511 4,39
98 6,56 6,34 5,50 5,07 4,42
99 6,56 6,39 5,50 5,10 4,42
100 6,56 6,42 5,60 5,15 4,42
101 6,56 6,43 5,54 5,09 4,48
102 6,56 6,36 5,51 5,18 4,55
103 6,56 6,42 5,72 5,29 4,55
104 6,56 6,42 5,64 5,36 4,66
105 6,56 6,47 5,59 5,14 4,37
106 6,56 6,40 5,71 5,46 4,83
107 6,56 6,43 5,46 4,96 4,36
108 6,56 6,46 5,51 5,20 4,50
109 6,56 6,53 5,85 5,24 4,49
110 6,56 6,48 6,07 5,57 4,59
111 6,56 6,38 5,70 5,14 4,42
112 6,56 6,48 6,02 5,70 4,76
113 6,56 6,46 5,70 5,20 4,33
114 6,56 6,48 5,79 5,36 4,46
115 6,56 6,43 5,69 5,31 4,45
116 6,56 6,44 5,61 5,28 4,40
117 6,56 6,48 5,78 5,63 5,00
118 6,56 6,46 5,61 5,22 4,45
119 6,56 6,42 6,05 5,50 4,26
120 6,56 6,47 5,65 5,26 4,39
121 6,56 6,46 5,80 5,35 4,43
122 6,56 6,41 5,63 5,23 4,36
123 6,56 6,38 5,28 4,56 4,10
124 6,56 6,44 5,76 5,35 4,49
125 6,56 6,48 5,64 5,17 4,30
126 6,56 6,33 6,19 5,59 4,45
127 6,56 6.47 5.59 5.22 4.43
128 6,56 6,44 5,77 5,42 4,58
129 6,56 6,25 4,82 4,36 4,03
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130 6,56 6,34 5,49 5,07 4,19
131 6,56 6,36 5,63 5,13 4,36
132 6,56 6,42 5,87 5,43 4,64
133 6,56 6,22 4,87 4,37 3,95
134 6,56 6,38 5,58 5,37 4,54
135 6,56 6,48 5,71 5,17 4,28
136 6,56 6,36 5,50 5,16 4,29
137 6,56 6,38 5,70 5,45 4,59
138 6,56 6,54 6,14 5,57 4,53
139 6,56 6,36 5,62 5,26 4,46
140 6,56 6,54 5,82 5,23 4,31
141 6,56 6,38 5,58 5,22 4,34
142 6,56 6,38 5,56 5,16 4,33
143 6,56 6,49 571 5,28 4,37

*Koyu renk ile igaretlenmis suglar 6 saat inkiibasyon sonunda pH’y1 5.30’un altina diistirmiistiir.
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Cizelge 4.6. izolatlarin yagsiz UHT siitte 3, 6, 9 ve 24 saatlik inkiibasyon siiresince olusan laktik asit

degerleri (% l.a).
Sus No 0 saat 3 saat 6 saat 9 saat 24 saat
% L.A. % L.A. % L.A. % L.A. % L.A.
1 0.135 0,171 0,283 0,463 0,634
2 0.135 0.171 0.264 0.456 0.613
3 0.135 0,175 0,234 0,387 0,639
4 0.135 0,157 0,234 0,400 0,535
5 0.135 0,180 0,211 0,391 0,630
6 0.135 0,180 0,279 0,481 0,670
7 0.135 0,171 0,261 0,432 0,711
8 0.135 0,171 0,229 0,364 0,513
9 0.135 0,162 0,220 0,319 0,454
10 0.135 0,157 0,265 0,450 0,612
11 0.135 0,126 0,207 0,319 0,508
12 0.135 0,153 0,261 0,405 0,639
13 0.135 0,139 0,229 0,360 0,517
14 0.135 0,157 0,288 0,441 0,634
15 0.135 0,157 0,279 0,346 0,589
16 0.135 0,166 0,229 0,427 0,621
17 0.135 0,166 0,279 0,400 0,544
18 0.135 0,148 0,279 0,378 0,553
19 0.135 0,166 0,283 0,351 0,585
20 0.135 0,153 0,283 0,418 0,616
21 0.135 0,157 0,274 0,387 0,567
22 0.135 0,153 0,229 0,346 0,630
23 0.135 0,171 0,288 0,418 0,675
24 0.135 0,157 0,274 0,405 0,625
25 0.135 0,175 0,279 0,405 0,630
26 0.135 0,166 0,279 0,472 0,657
27 0.135 0,166 0,283 0,405 0,589
28 0.135 0,171 0,288 0,418 0,621
29 0.135 0,153 0,279 0,382 0,594
30 0.135 0,157 0,288 0,405 0,625
31 0.135 0,157 0,279 0,414 0,616
32 0.135 0,171 0,283 0,409 0,616
33 0.135 0,162 0,292 0,418 0,594
34 0.135 0,171 0,297 0,427 0,612
35 0.135 0,157 0,220 0,301 0,522
36 0.135 0,180 0,238 0,274 0,423
37 0.135 0,180 0,351 0,499 0,517
38 0.135 0,184 0,346 0,472 0,715
39 0.135 0,180 0,328 0,477 0,765
40 0.135 0,189 0,360 0,477 0,702
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41
42
43
44
45
46
47
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135

0,202
0,211
0,166
0,189
0,184
0,180
0.159
0.189
0,180
0,166
0.184
0,165
0,198
0,184
0,189
0,171
0,189
0,189
0,198
0,198
0,189
0,198
0,184
0,175
0,162
0,175
0,166
0,180
0,189
0,189
0,198
0,211
0,189
0,198
0,180
0,193
0,189
0,184
0,184
0,175
0,175
0,166
0,189
0,184

0,342
0,319
0,463
0,333
0,315
0,373
0.274
0.328
0,351
0,355
0.345
0,226
0,310
0,328
0,328
0,315
0,319
0,292
0,301
0,306
0,369
0,337
0,319
0,328
0,315
0,310
0,328
0,319
0,310
0,337
0,364
0,369
0,364
0,373
0,382
0,355
0,310
0,328
0,369
0,333
0,342
0,346
0,355
0,292
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0,481
0,400
0,787
0,495
0,450
0,486
0.404
0.472
0,463
0,517
0.482
0,329
0,468
0,477
0,463
0,436
0,441
0,400
0,391
0,436
0,481
0,459
0,531
0,468
0,549
0,513
0,418
0,490
0,405
0,486
0,504
0,481
0,531
0,522
0,549
0,540
0,526
0,477
0,450
0,436
0,477
0,540
0,486
0,441

0,711
0,607
0,904
0,661
0,751
0,648
0.602
0.744
0,747
0,697
0.692
0,474
0,765
0,729
0,747
0,747
0,760
0,675
0,693
0,733
0,769
0,769
0,945
0,742
0,877
0,882
0,711
0,747
0,679
0,738
0,747
0,715
0,720
0,724
0,720
0,693
0,850
0,796
0,693
0,652
0,589
0,760
0,715
0,625
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86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129

0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135
0.135

0,171
0,202
0,175
0,189
0,180
0,189
0,189
0,171
0,180
0,193
0,180
0,193
0,184
0,184
0,193
0,180
0,180
0,175
0,180
0,171
0,180
0,184
0,090
0,162
0,171
0,184
0,174
0,175
0,171
0,184
0,162
0,175
0,175
0,162
0,162
0,171
0,162
0,162
0,175
0,175
0,157
0.173
0,148
0,175

0,315
0,630
0,310
0,391
0,373
0,369
0,405
0,306
0,382
0,387
0,306
0,364
0,346
0,342
0,319
0,346
0,360
0,333
0,306
0,337
0,319
0,364
0,324
0,265
0,225
0,265
0,180
0,265
0,256
0,265
0,270
0,292
0,301
0,238
0,252
0,252
0,265
0,355
0,261
0,292
0,244
0.250
0,261
0,418
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0,400
0,733
0,441
0,481
0,513
0,504
0,513
0,427
0,544
0,702
0,427
0,522
0,486
0,499
0,468
0,504
0,463
0,445
0,432
0,450
0,400
0,396
0,373
0,396
0,315
0,360
0,306
0,405
0,355
0,378
0,301
0,315
0,396
0,319
0,382
0,337
0,396
0,517
0,216
0,364
0,348
0.395
0,306
0,472

0,630
0,778
0,607
0,720
0,738
0,792
0,783
0,603
0,733
0,841
0,589
0,706
0,661
0,675
0,648
2,043
2,034
0,652
0,612
0,702
0,580
0,706
0,702
0,688
0,693
0,805
0,639
0,720
0,747
0,702
0,702
0,490
0,679
0,855
0,787
0,639
0,729
0,868
0,477
0,805
0,760
0.644
0,670
0,990
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130 0.135 0,175 0,310 0,391 0,814
131 0.135 0,189 0,288 0,319 0,900
132 0.135 0,175 0,238 0,351 0,612
133 0.135 0,193 0,423 0,598 0,994
134 0.135 0,171 0,306 0,351 0,675
135 0.135 0,162 0,274 0,373 0,760
136 0.135 0,189 0,301 0,391 0,720
137 0.135 0,180 0,261 0,337 0,675
138 0.135 0,166 0,216 0,306 0,711
139 0.135 0,184 0,292 0,364 0,679
140 0.135 0,166 0,243 0,396 0,738
141 0.135 0,198 0,274 0,391 0,769
142 0.135 0,189 0,315 0,387 0,801
143 0.135 0,175 0,261 0,364 0,738

*Koyu renk ile gosterilen suslar 6 saat inkiibasyon sonunda % 0.25 altinda laktik asit {iretmislerdir.

4.4.2. Bakteriyosin Uretim Ozelliginin Belirlenmesi

Bakteriyosinler, protein dogasinda antagonistik maddeler olup sinirli sayida
bakteriye, 0zellikle de bakteriyosin iireten bakteriye yakin tiirlere karsi bakterisidal
veya bakteriyostatik aktiviteye sahip bilesiklerdir (Tagg ve ark., 1976). Bu tiir
bakteriler hedef bakteriyi inaktive ya da inhibe etmektedir. Laktik asit bakterileri
tarafindan {iretilen bakteriyosinler Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi
inhibisyon etkisi gosterirler (Jack ve ark., 1995). Fermente ya da taze gidalarda
bulunan ¢ok sayida laktik asit bakterisi farkl tiirlerde bakteryosinler iiretebilmektedir
(Cleveland ve ark., 2001). Ornegin; Lactococcus lactis “‘nisin- laktisin 481-
laktokoksin G’’; Leuconostoc mesenteroides ‘‘mesenterisinY105°”; Lactobacillus
helveticus “‘helvetisin J’’; Enterococcus faecium ‘‘Enterosin P, Enterosin B,

Enterosin A’’ gibi farkl tiirlerde bakteriyosinler tiretebilmektedirler.

Arastirmamizda deneme peynirlerinden izole edilen ve tanimlamasi yapilan
suslarin yalnizca bakteriyosin iiretebilme durumlari incelenmistir. Bu amagla M17 ve
MRS agar {lizerine inokiile edilen bakterilerin indikator sus Micrococcus luteus’a
kars1 olusturduklar1 zonlar bakteriyosin aktivitesi olarak degerlendirilmistir. Izole

edilen ve tanimlanmasi yapilan suslardan toplam 14 susun (sus no: 2-3-4-5-7-8-12-
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14-19-24-25-28-39-42) M. luteus’a karsi biiyiik zonlar olusturduklar: tespit

edilmistir.

S1v1 besiyerinde bakterilerin gelisimi sirasinda olusan asit de indikator sus M.
luteus’a kars1 zon olusturabilmektedir. Bu nedenle M. luteus’a karsi olusan zonlarin
asitlikten mi yoksa bakteriyosin iiretiminden mi kaynaklandigini tespit etmek
amaciyla kuyu difiizyon yéntemi kullanilmistir. Bunun sonucunda 10 susun (sus no:
3-4-5-7-8-9-14-19-25-39) olusturdugu zonlarin asitlikten kaynaklandigi, 4 susun (sus
no: 9-24-28-42) olusturdugu zonlarin ise bakteriyosin iiretiminden kaynaklandigi
tespit edilmistir. Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4’de nokta ekim yontemi ile olusan zonlar
gosterilmistir. Sekil 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8’de bakteriyosin iireten suslarin olusturdugu
zonlar, Sekil 4.9 ve 4.10°da ise suslarin asitlik nedeni ile M. luteus’a karsi

olusturduklar zonlar gosterilmistir.

Bakteriyosin {ireticisi olarak tanimlanan suslardan 3’iintin Enterococcus
durans, 1’inin ise Enterococcus faecium oldugu belirlenmistir. Bu suslarin starter
kiiltir olarak kullanilabilmeleri i¢in 6ncelikle tiim patojenite testlerinin yapilmasi ve
potansiyel risklerinin tespit edilmesi gerekmektedir. Gonzales ve ark. (2007),
geleneksel bir Ispanyol peyniri olan Genestoso peynirinden izole ettikleri ve
tanimladiklar1 395 izolattan 24’iiniin indikator suslara karsi bakteriyosin aktivitesi
gosterdigini belirlemislerdir. Bu suslardan 13’tnii Lc. lactis subsp. lactis, 5’ini E.
faecium, 2’ser tanesini Leu. mesenteroides ve Lb. paracasei, 1’er tanesini de Leu.
pseudomesenteroides ve Lb. plantarum olarak tanimlamiglardir. Bir baska
aragtirmada; Casla ve ark. (1996), Ispanya’da geleneksel peynirlerden ve ¢ig kegi
stitlerinden izole ettikleri 203 laktik asit bakterisinin antibakteriyel aktivitelerini
aragtirmiglar ve yalmzca 2 Lactococcus lactis, 1 Enterococcus faecalis ve 1
Lactobacillus curvatus susunun bakteriyosin benzeri maddeler {irettigini

belirlemislerdir.
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2. nolu sus.

Sekil 4.3. 42. nolu susun 18 saatlik inkiibasyon sonunda olusturdugu zon
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8 nolu sus

42 nolu sus

Sekil 4.5. 42 nolu sus, D; direkt N; pH nétrlenmis
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Sekil 4.6. 24 nolu sus, D; direkt N; pH nétrlenmis

28 nolu sus

Sekil 4.7. 28 nolu sus, D; direk N; pH nétrlenmis
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2 nolu sus

Sekil 4.8. 2 nolu sus, D; direkt N; pH notrlenmis

Sekil 4.9. 8 nolu sus, D; direkt N; pH notrlenmis

87



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hiiseyin Avni KIRMACI

9 nolu sus

Sekil 4.10. 9 nolu sus, D; direkt N; pH nétrlenmis.
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4.5. Deneme Peynirine Ait Arastirma Bulgular ve Tartisma

4.5.1. Urfa Peynirine islenen Koyun Siitiiniin ve Peynir Alt1 Suyunun (PAS)
Kimyasal Komposizyonu

Urfa peyniri yapiminda kullanilan ¢ig koyun siitlerinin  kimyasal
kompozisyonuna iliskin degerler standart sapmalar1 ile birlikte Cizelge 4.7’de

verilmigtir.

Cizelge 4.7°den de goriilebilecegi gibi, denemede kullanilan ¢ig koyun
stitlerinin  kimyasal komposizyonu taze koyun siitlerinin genel kimyasal
kompozisyonuna yakin bulunmustur. Siit 6rneklerinin toplam kurumadde igerigi
ortalama % 18.73, yag igerigi % 7.12 olarak tespit edilmistir. Bu iki deger de Tiirk
Gida Kodeksi Cig ve Isil Islem Gormiis Siitler Tebligi (Anonim, 2009) ile uyum
igcerisinde bulunmustur. Benzer sekilde, ¢ig siit 6rneklerinin protein ve kiil degerleri
de normal koyun siitiiyle yakinlik gdsterirken (sirasiyla % 5.3 ve % 0.55), pH

degerlerinin normal koyun siitli degerlerine yakin oldugu saptanmistir (pH 6.54).

Cizelge 4.7.Urfa peynirine islenen ¢ig koyun siitlerinin kimyasal kompozisyonu (n=2)

Kurumadde | Protein Yag Laktoz Kiil pH Titrasyon
(%) (%) (%) (%) (%) Asitligi
(% L.A))

18.73+0.18 5.55+0.16 7.18+0.19 5.45+0.21 0.55+0.03 6.54+0.02 | 0.252+0.07

Koyun peyniri iiretimi sonucu elde edilen peynir alti sularina ait bazi

kimyasal analiz degerleri standart hatalari ile birlikte Cizelge 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4.8’ den de goriilecegi gibi peynir alti suyunun toplam kurumadde
igerigi % 6.72 yag icerigi de % 0.24 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar, ¢ig
koyun siitiinden {iretilen Urfa peynirinden elde edilen peynir alt1 suyu bilesenleriyle

yakinlik gostermektedir (Ozer ve ark., 2002a).
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Cizelge 4.8. Urfa peynirinden elde edilen PAS’1n baz1 6zellikleri (n=2)
Kurumadde (%0) Yag (%) pH Titrasyon Asitligi (% L.A.)
6.72+0.06 0.24+0.03 6.33+0.02 0.156+0.09

4.5.2. Deneme Peynirinin Kimyasal Kompozisyonu

45.2.1. Kurumadde

Deneme peynirinde ve farkli arastiricilar tarafindan geleneksel olarak iiretilen
Urfa peynirlerinde depolama boyunca meydana gelen kurumadde degisimi Cizelge
4.9°da verilmistir. Buna gore olgunlasmanin birinci giiniinde kurumadde degeri %
46.96 iken olgunlasmanin sonunda % 45.31 oldugu bulunmustur. TS 13129 Urfa
peyniri standardina gére kurumadde diizeyinin en az % 45 olmasi 6ngoriilmektedir
(Anonim, 2005). Depolama boyunca kurumaddede meydana gelen azalmanin
depolama boyunca peptit baglarinin pargalanmasiyla yeni peptit baglarinin agiga
cikmasi ve diisiik sicaklikta depolama ile bu baglarin suyu absorbe etmeleri sonucu
peynir kitlesinin nem igeriginin artmasi ile aciklanabilir. Ozer ve ark. (2002a), ¢ig
koyun siitiinden iirettikleri Urfa peynirinde toplam kurumadde degerinin depolama
stiresince azaldigini ve olgunlasma sonunda % 43.80 oldugunu belirlemislerdir. Bir
baska arastirmada Atasoy, (2004) inek, koyun ve keci siitlerinden {irettigi geleneksel
Urfa peynirlerinde depolama sonunda toplam kurumadde igeriginin sirasiyla %
43.14, % 46.51 ve % 48.42 oldugunu belirlemistir. Arastirmamizda elde edilen
kurumadde degerinin diger arastiricilarla kismen farklilik géstermesi peynir

tiretiminde kullanilan siitiin bilesiminin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

4.5.2.2. Kurumaddede Yag

Peynirlerde yag icerigi ile kurumadde diizeyi arasinda direkt bir iliski
bulundugundan en saglikli degerlendirme kurumadde igerisinde yag oraninin
saptanmasi ile yapilmaktadir. Deneme peynirinde ve farkli arastiricilar tarafindan
geleneksel olarak iiretilen Urfa peynirlerinde depolama boyunca meydana gelen
kurumadde de yag degerleri degisimi Cizelge 4.9’ da sunulmustur. Cizelgeden de

gorildiigli gibi depolama siiresi sonunda deneme peynir 6rneginin kurumaddede yag
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iceriginde azalma gdzlenmis ve bu azalma istatistiksel olarak 6nemli bulunmamigtir
(p>0.05). Bu azalmanin depolama boyunca kurumadde diizeyinde meydana gelen

azalmayla iliskili oldugu diisiintilmektedir.

Caglar ve ark. (1996) piyasa oOrnekleri iizerinde gerceklestirdikleri bir
calismada geleneksel Urfa peynirlerinin ortalama kurumadde yag iceriklerini %
47.46 olarak belirlemislerdir. Ozer ve ark. (2002a) ise koyun siitiinden iiretilen Urfa
peynirlerinde kurumadde yag degerlerinin depolama boyunca azaldigini ve
olgunlasmanin sonunda % 41.39 oldugunu saptamiglardir. Peynir Ornekleri
arasindaki farklilik tiretimde kullanilan koyun siitii bilesiminin farkli olmasindan

kaynaklandig diisiiniilmektedir.

4.5.2.3. Kurumaddede Tuz Degerleri

Deneme peynirinde ve farkli arastiricilar tarafindan geleneksel olarak ftiretilen
Urfa peynirlerinde depolama boyunca kurumaddede tuz degerlerinde meydana gelen
degisim Cizelge 4.9’ da sunulmustur. Buna gére, deneme 6rneginin kurumadde tuz
icerigi olgunlagsma siliresi boyunca artis gostermistir (p<0.05). Olgunlagsma
periyodunun baslangicinda kurumadde tuz degeri % 7.59 olarak bulunurken
depolama sonunda ise % 10.65 oldugu belirlenmistir. Tuz gegisinin olgunlasmanin
ilk giinlerinde ¢ok hizli gerceklestigi, sonrasinda ise yavagladigi belirlenmistir. T.S.
13129°da salamura Urfa peynirin kurumadde tuz iceriginin en yiliksek % 15 olmasi
ongoriilmektedir (Anonim, 2005). Arastirmamizdaki peynir 6rneginin tuz degeri 90
giinliik depolama sonunda standartlarda éngoriilen degeri asmamustir. Ozer ve ark.
(2002a) koyun siitiinden iiretilen Urfa peynirinde depolama sirasinda kurumaddede
tuz degerinin siirekli arttigin1 ve olgun peynirlerde % 21.10 oldugunu bildirmislerdir.
Bir bagka arastirmada Atasoy (2004), inek, koyun ve keg¢i siitlerinden {irettigi
geleneksel Urfa peynirlerinde depolama sonunda toplam kurumaddede tuz icerigini
sirastyla % 11.39, % 11.16 ve % 10.10 olarak bulunmustur. Arastirmamizda elde
ettigimiz kurumaddede tuz degerlerinin daha diisiik oldugu saptanmistir. Bu
durumun peynir denememizde % 12’lik salamura kullannomindan ve kurumaddenin

yiiksek olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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45.2.4. pH

Deneme peynirinde ve farkli arastiricilar tarafindan geleneksel olarak tiretilen
Urfa peynirlerinde depolama boyunca pH degerlerinde meydana gelen degisim
Cizelge 4.9° da sunulmustur. Depolama siiresi boyunca peynir Orneginde pH
degerleri dalgali bir degisim egilimi gostermistir ve depolama siirecinin pH
iizerindeki etkisi p<0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Ozer ve ark. (2002a) ¢ig
siitten iiretilen 90 giinlik Urfa peynirinin pH degerini 5.00 olarak bulmuslardir.
Benzer bir calismada, ¢ig koyun siitiinden iiretilen Urfa peynirinde depolama
boyunca pH degerinin 5.03 ile 5.14 arasinda degistigini belirtmistir (Atasoy, 2004).
Arastirmamizda ise peynir Ornegindeki pH degerlerinin 5.16 ile 5.30 arasinda
degistigi saptanmistir. Diger arastiricilarin peynir 6rneklerinin pH degerlerinin daha

diisiik  seyretmesi ¢ig siitin  kompleks mikroflorasinindan  kaynaklandig:

distiniilmektedir.

4.5.2.5. Toplam Asitlik

Deneme peynirinde ve farkli arastiricilar tarafindan geleneksel olarak firetilen
Urfa peynirlerinde depolama boyunca toplam asitlikte meydana gelen degisim
Cizelge 4.9°da verilmistir. Orneklerin toplam asitlik degerleri olgunlasma siiresince
artan ve azalan bir egilim gostermistir. Toplam asitligin depolamanin 30. giiniine
kadar artti§1 daha sonra diisiis egilimine girdigi belirlenmistir. Olgunlagsmanin ileri
asamalarinda serbest amino asit deaminasyonuna bagli olarak aciga ¢ikan amonyagin
varlif1 ve mayalarin laktik asidi katabolize etmeleri nedeniyle titrasyon asitliginde
azalma gozlenmektedir (Polychroniadou, 1994; Grappin ve Beuvier, 1997).
Depolamanin 1. giiniinde toplam asitlik degeri % 0.38 iken depolamanin 90.
giiniinde % 0.44’e kadar yiikseldigi saptanmistir. Ozer ve ark. (2002a) ¢ig koyun
stitiinden {iretilen Urfa peynirlerinde toplam asitligin depolamanin baslangicinda %
0.35 iken depolamanin 90. giinlinde % 0.49’a kadar yiikseldigini belirlemislerdir. Bir
baska arastirmada; Atasoy (2004), farkli tiir siitlerden farkli starter kiiltiir
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Cizelge 4.9. Depolama siiresince deneme peynirinin kimyasal bilesimlerinde meydana gelen degisimler.

D.S.
Deneme 1
Peyniri 15
(Koyun
siitii) 30
60
90

* Farkli harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0.05 diizeyinde farklidir.

pH

5.16+0.4%
5.2940.3%
5.24+0.3°
5.32+0.2°
5.30+0.2°

Toplam

Asitlik (% L.A))
0.3874+0.122°
0.3948+0.180°
0.4774+0.790°
0.4648+0.760™

0.44480.590°

Toplam
Kurumadde

46.96 +0.42°
46.69 + 0.75°
45.81 £0.12%
45.41+0.12°
4531+0.16"

Kurumadede
Tuz

7.59 £0.21°
8.66 +0.72"
10.55+0.23°
10.92+0.11°
10.65+0.13°
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Kurumaddede

yag

47.65+0.10%
47.49+0.41°
47.49+0.15°
47.3040.54°
47.00+0.13%

Toplam
Azot

3.2640.31°
3.07+0.20°
2.94+0.20°
2.61+0.40°
2.54+0.30°

WSN

0.25+0.02°
0.29+0.015%
0.3240.008™
0.38+0.016°
0.45+0.02°

Olgunlasma
indeksi

7.66+0.13%
9.44+0.14°
10.88+0.23°
14.55+0.18¢
17.71£0.52¢
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kombinasyonlar1 ile iiretilmis pastorize Urfa peynirlerde toplam asitlik degerlerinin
inek, koyun ve keci peynirlerinde depolama siiresince biiyiik dalgalanmalar

gosterdigini bildirmistir.

4.5.2.6. Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB) Sayisi

Depolama stiresince deneme peynirinde ve geleneksel olarak liretilen Urfa
peynirinde toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayilarinda meydana gelen
degisim Cizelge 4.10°da verilmistir. Buna gore; peynir 6rneginde depolama siiresince
TAMB sayilarinda diizenli bir azalma kaydedilmistir. Depolama siirecinin
baslangicinda peynir 6rneginin TAMB sayist 8.62 log kob/g olarak saptanirken
depolamanin 90. giiniinde 8.00 log kob/ g’a kadar diistiigii belirlenmistir. Depolama
boyunca TAMB sayilarinda meydana gelen bu azalma istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (p<0.05). Denememizde elde edilen TAMB sayim sonuglar1 onceki
calismalarda elde edilen sonugclar ile yakinlik gostermektedir. Sahan ve ark. (1998)
taze Urfa peynirlerinin mikrobiyolojik 06zelliklerinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirdikleri ¢alismalarinda TAMB sayisinin ortalama 7.88 log kob/g oldugunu
belirlemislerdir. Ozer ve ark. (2000) ¢ig ve pastdrize siitten iiretilen Urfa
peynirlerinin TAMB sayilarinin 90 giinliik depolama siiresi sonunda sirastyla 8.11
log kob/g ve 5.36 log kob/g oldugunu saptamislardir. Bir baska arastirmada koyun ve
inek siitlerinden iiretilen pastorize Urfa peynirlerinde TAMB sayilarinin depolama
siiresi sonunda sirasiyla 8.04 log kob/g ve 8.11 log kob/g diizeyinde oldugunu
bildirilmistir (Ozer ve ark., 2002b).
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Cizelge 4.10. Depolama siiresince deneme peynirindeki Toplam Aerobik Mezofilik
Bakteri(TAMB) sayilar1 (log kob/g)

Depolama Siiresi | Toplam  aerobik  mezofilik
bakteri (TAMB) (log kob/g)

Deneme Peyniri 1 8.62+0.179°
15 8.47+0.234™
30 8.27+0.115%°
60 8.14+0.221%
90 8.00+0.324°

* Farkl harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0.05 diizeyinde farklidur.

45.2.7. Proteoliz

Proteoliz; peynir olgunlasmasit sirasinda meydana gelen en karmasik
biyokimyasal olaydir ve son iiriiniin tat-aroma ve yapisal 6zelliklerinin olusmasinda
birincil 6neme sahiptir (Shiufe ve ark., 2010). Kazeinlerin birincil hidrolizasyonu,
kalint1 pthtilastirict enzimler ve diisiik diizeyde olmakla birlikte plazminler aracilig
ile gergeklesmektedir. Hidrolizasyon sonunda, biiyilkk ve orta molekiil agirligina
sahip peptidler, pihtida tutulan pihtilastirict enzimler ile starter ve starter olmayan
laktik asit bakterileri tarafindan sentezlenen enzimler araciligi ile kiig¢iik molekiil
agirlikli peptidler ve aminoasitlere kadar pargalanmaktadir (Sousa ve ark., 2001).
Peynirde proteolizin belirlenmesinde toplam azot ve azot fraksiyonlarinda meydana

gelen degisimlerin degisik analitik yontemler ile izlenmesinden yararlanilmaktadir.

4.5.2.7.1. Toplam azot (TN) degisimi

Peynirlerde toplam azot, hem protein iceriklerinin hem de proteoliz diizeyinin
belirlenmesinde yararlanilan 6nemli bir parametredir (Fox, 1989). Deneme
peynirinin toplam azot igeriginde 90 giinliik depolama siirecinde siirekli bir azalma
meydana gelmistir (p<0.05) (Cizelge 4.9). Olgunlasmanin baglangicinda (1. giin)
toplam azot igerigi % 3.26 iken, bu deger 90 giin sonunda % 2.54’e diigsmiistiir.
Depolama siirecinde peynir florasinin metabolik aktivitelerine bagl olarak toplam
azot igerigi azalmakta, buna karsin diisiik molekiil agirlikli azot fraksiyonlarinin
konsantrasyonunda artis meydana gelmektedir (Fox, 1989). Bu siiregte, baz1 azot
fraksiyonlar1 salamuraya ge¢mekte ve salamura ortaminda ¢oziinen azot

fraksiyonlarinin konsantrasyonunda artis meydana gelmektedir (Hayaloglu ve ark.,
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2002; Karakus ve Alperden, 1992). Salamurada olgunlastirilan peynirlerde (Feta,
Domiati, Beyaz peynir vb.) depolama siiresince proteoliz devam etmekte ve suda
¢oziinen azot fraksiyonlart peynirin serum fazi ile ozmotik denge halinde olan
salamuraya gegmektedir. Urfa peyniri geleneksel olarak yiiksek tuz igeren salamura
konsantrasyonunda olgunlastirildigindan toplam azot degradasyonu beyaz peynire
oranla daha yavas seyretmektedir. Bilindigi gibi, yiiksek tuz igeren salamura
peynirlerde dogal laktik flora ve/veya starter bakterilerin ozmotik dengesini
bozmakta (Fox, 1987), hem de bu mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
proteolitik enzimler {izerinde kismi inhibisyon etkisi yaratmaktadir (Banks, 1992;
Katsiari ve ark., 2000). Nitekim; Ozer ve ark. (2002b) ¢ig siitten iirettikleri Urfa
peynirlerini % 10, % 12.5, % 15 ve % 17.5 oranlarinda tuz iceren salamuralarda
olgunlastirilan ¢ig Urfa peynirlerinde, tuz konsantrasyonundaki artisa bagli olarak
toplam azot igerigindeki degisimin yavasladigini saptanmustirlar. Ozer ve ark. (2002a),
¢ig koyun siitiinden iiretilen Urfa peynirlerinde depolama siiresi boyunca toplam azot
degerlerinin azaldigini ve olgunlagmanin sonunda % 2.36’ya distiigiinii, inek
stitiinden Ttretilen Urfa peynirlerinde ise proteolizin biraz daha hizli ilerledigini
belirlemistir. Benzer sonuclar; mezofilik Lactococcus spp. kiiltiirleri kullanarak
koyun siitiinden Urfa peyniri lireten Atasoy (2004) ile Sanliurfa piyasasinda satilan
geleneksel Urfa peynirlerinin kimyasal kompozisyonunu arastiran Atasoy ve Akin
(2004) tarafindan da bulmustur. Deneme peynirlerinin toplam azot degerlerinde
meydana gelen azalma oranmin ¢ig koyun ya da inek siitlinden {liretilen peynirlere
oranla daha siirli kalmasinin, ¢ig siitiin zengin mikrobiyel florasinin olusturdugu
metabolik aktivitenin, deneme peynirlerinin liretiminde kullamilan laktik bakteri
suslarinin proteolitik aktivitesinden daha yiiksek olmasinin bir sonucu oldugu

diistiniilmektedir.

4.5.2.7.2. Suda ¢oziinen azot (WSN) degisimi

Toplam azot degerlerindeki degisime paralel olarak, deneme peynirlerinin
suda ¢6ziinen azot (WSN) degerlerinde 90 giinliik olgunlagsma siireci boyunca stirekli
bir artis gézlenmistir. Depolama siirecinin baslangicinda WSN degeri % 0.25 iken bu

deger 90 giin sonunda % 0.45’e ulagsmistir. Depolama siiresinin WSN degerleri
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tizerindeki etkisi p<0.05 diizeyinde énemli bulunmustur. Depolama siiresi boyunca
WSN degerinde meydana gelen degisimin nedeni depolama sirasinda proteinlerin bir
boliimiiniin hidrolize olarak suda eriyen bilesikler haline doniismesidir (Fox, 1989).
Ozer ve ark. (2002a) ve Ozer ve ark. (2000) ¢ig koyun ve inek siitiinden yapilan ve
haslama uygulanmayan Urfa peynirlerinde WSN degerlerinin olgunlasma siiresince
arttigin1  belirlemislerdir. Ayni arastiricilar, koyun siitlinden iretilen Urfa
peynirlerinde WSN degerlerinin depolamanin tiim evrelerinde daha yiiksek oldugunu
belirlemistir. Piyasada satilan Urfa peynirlerinin proteoliz diizeylerinin arastirildig
bir bagka arastirmada WSN degerlerinin % 0.55 ile % 1.80 gibi genis bir aralikta
degistigi saptanmustir (Caglar ve ark., 1996). Atasoy (1999) ise, 44 ticari peynir
orneginin ortalama WSN degerinin % 0.254 oldugunu belirlemistir. Deneme
peynirinin 90. giiniindeki WSN (% 0.45) degerinin diger aragtirmalardan daha diisiik
olarak bulunmasina pastdrizasyon islemi sonucu ¢ig siit florasinin inhibe olmasi ve
kullanilan starter kiiltiir tlirtiniin diisiik proteolitik aktivite gostermesi neden olarak
gosterilebilir. Ozellikle ¢ig siit florasinda baskin olarak bulunan ve bu ¢alisma
kapsaminda da en baskin tiir olarak belirledigimiz Enterococcus spp. tiirii

bakterilerin proteoliz lizerine 6nemli etkileri oldugu diisiiniilmektedir.

4.5.2.7.3. Olgunlasma katsayisi1 degisimi (WSN/Toplam N x 100)

Olgunlagsma katsayisi, peynir teknolojisinde olgunlagsmanin izlenmesinde en
yaygin olarak kullanilan parametrelerden bir tanesidir. Suda ¢6ziinen azotun toplam
azota orani olarak ifade edilen olgunlagma katsayisindan peynirlerin olgunluk
derecelerine gore siiflandirilmasinda yararlanilmaktadir. Deneme peynirine ait
olgunlasma katsayis1 degerleri diger arastiricilarin  bulgulart ile birlikte
karsilastirmali olarak Cizelge 4.9.’da verilmektedir. Buna gore; depolama siiresi
boyunca olgunlagsma katsayis1 artis gostermis ve olgunlagsmanin baslangicinda %
7.66 olan olgunlagma katsayis1 degeri, 90 giin sonunda % 17.71’e yiikselmistir. Bu
degerler; ¢ig ya da 1s1l islem gormiis siitlerden tiretilen Urfa peynirleri igin literatiirde
yer alan degerlerden biraz daha diisiik bulunmustur. Ozer ve ark. (2000) hem Urfa
peyniri tiretiminde kullanilan siite 1s1l islem uygulamasimin, hem de salamurada

depolama Oncesi geleneksel olarak uygulanan haslama isleminin olgunlagma
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katsayisin1 etkiledigini belirlemistir. Buna gore; siite uygulanan 1sil islem ile
olgunlasma katsayisi artarken (olgunlagsma daha hizli gelisirken) haslama islemi ile
olgunlagma katsayist artis1 son derece siirli ger¢eklesmektedir. Koyun siitiinden
tiretilen Urfa peynirlerinde olgunlasma katsayis1 degerleri inek siitlinden {iretilen
peynirlere oranla daha yiiksek bulunmustur (Ozer ve ark., 2002a). Piyasada satilan
Urfa peynirleri lizerine yiiriitiilen iki ayr1 ¢alismada da olgunlasma katsayilarinin %
2.26-% 9.65 (n=14) (Caglar ve ark., 1996) ve % 9.37-% 9.76 (n=30) (Yetismeyen ve
Yildiz, 2001) arasinda degistigi saptanmistir. Atasoy (1999) ise 44 adet piyasa

Orneginin ortalama olgunlagma katsayisi1 degerini % 9.55 olarak belirlemistir.

4.5.2.7.4. Deneme peynirinin elektroforetik ozellikleri

Peynir proteinleri proteolitik enzimlerin aktiviteleri sonucunda biiyiik ya da
kiicik molekiil agirligina sahip peptitler, amino asitler ve organik molekiillere
parcalanmaktadir. Bu sekilde olusan pargalanma iiriinlerinin tipi ve konsantrasyonu
peynir olgunlasmasinin diizeyi hakkinda bilgi vermektedir (Fox, 1989). Par¢alanma
tirtinlerinin izlenmesinde bir ¢ok yontem bulunmaktadir. Bu yontemler igerisinde
kazein fraksiyonlarinin konumlandigi bantlar1 en belirgin sekilde gosteren ve

fraksiyonlar arasi ayrimi saglayan tekniklerden biride iire jel elektroforez teknigidir.

Deneme peynirinde depolama siiresince proteolitik par¢alanma diizeylerini
gosteren elektroforetogramlart Sekil 4.11°de sunulmustur. Deneme peynirinin pH
4.6’da ¢oziinmeyen fraksiyonlarinin lire-PAGE elektroforetogramlari incelendiginde
60 ve 90 giinlik peynir orneginde ag kazeini (os-CN) temsil eden bantlarin
yogunlugunda sinirli bir azalmanin meydana geldigi gozlenmistir. Buna karsin o-
CN pargalanma {iriinlerini temsil eden (Mw <10.000 Dalton) bir bant dizisi ile
karsilagilmistir. as-CN’de belirlenen hidrolizasyonun B-CN’deki hidrolizasyondan
bir miktar daha yiliksek oldugu goriilmiistiir. Benzer durum; koyun siitiinden tiretilen
farkli tip peynirler i¢in de gecerlidir (Katsiari, 2000; Pavia ve ark., 2000). Bu durum,
pithtida tutulan kalinti rennet aktivitesinin plazmin aktivitesinden daha yiiksek
oldugunun isareti olarak disiiniilmiistir (Grappin ve ark., 1985; McSweeney ve

Sousa, 2000). Ozellikle yiiksek salamura tuz konsantrasyonunun plazmin aktivitesi
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tizerindeki olumsuz etkisinin f—CN yikimin1 yavaglattig diistiniilmektedir (Fallico ve
ark., 2004). Ozer ve ark. (2002b)nin geleneksel olarak iiretilen ve yiiksek tuz
konsantrasyonuna sahip salamurada (% 17.5w/v) olgunlastirilan Urfa peynirlerine ait
elektroforetogramlar deneme peyniri ile benzerlik gostermektedir. Atasoy, (2004),
yiiksek tuz varligi nedeniyle geleneksel Urfa peynirlerinde os1-CN’nin B—CN’den
daha fazla hidrolizasyona ugradigini belirlemistir. Bir bagka arastirmada ise
geleneksel olarak iiretilen ve piyasada satisa sunulan Urfa peynirlerindeki
elektroforez profilinin kismen deneme peyniri ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir

(Bkz. Sekil 4.12) (Hayaloglu, 2009).

Proteolizin derinliginin daha net anlagilabilmesi i¢in suda ¢Ozlinen azot
fraksiyonlarinin (agirliklt olarak hidrofilik aminoasitleri icermektedir) ve %70
etanolde ¢oOziinmeyen fraksiyonlarinin elektroforetik olarak analiz edilmesi
gerekmektedir. Depolama siiresince deneme peynirinde suda ¢oziinen azot
fraksiyonlarinin  iire-PAGE  elektroforetogramlar1  Sekil 4.13°de  verilmistir.
Depolama siiresince diisiik molekiil agirlikli  peptidler ve aminoasitlerin
konsantrasyonunda azalma kaydedilmistir. Ozellikle B-1-CN, as;-CN (f102-f199) ve
as1-1-CN (f24-£199)’i temsil eden bantlarda azalma dikkat ¢gekmistir. Buna karsin; y;-
CN, 12-CN ve y3-CN’i temsil eden bantlarin yogunluklarinda belirgin bir degisim
goze carpmamistir. Bu durum, peynirde plazmin aktivitesinin ¢ok sinirli oldugunu
gostermektedir. Depolama siiresince suda ¢dziinen azot fraksiyonlarin elektroforez
profillerinde meydana gelen degisim, suda ¢dziinen azot fraksiyonlariin RP-HPLC

peptid analiz sonuglar1 ile de benzerlik gostermektedir (Bkz. Bolim 4.5.2.7.5.).

%70 etanolde ¢ozlinmeyen azot fraksiyonlar1 ¢ok diisiik molekiiler agirhiga
sahip hidrofobik amino asitleri icermektedir. Depolama siiresince peynir drneginin
%70 etanolde ¢oziinmeyen azot fraksiyonlarinin iire-PAGE elektroforetogramlari
Sekil 4.14’de verilmistir. Olgunlagsma siiresince kazein fraksiyonlarinin bant
yogunlugunda azalma oldugu ancak, ileri proteolizin bir belirteci olan diisiik molekiil
agirlikli petidleri temsil eden bir bant dizisinin belirgin sekilde olusmadigi

saptanmuistir.
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Elde edilen sonuglar dogrultusunda deneme peynirimizin proteoliz diizeyinin
geleneksel olarak firetilen Urfa peyniri ile benzerlik gosterdigi; ancak klasik
salamura beyaz peynirlere oranla daha diisiik bir olgunlasma profilinin olustugu
anlasilmistir. Cig stitten tretilen Urfa peynirinin yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip
salamura igerisinde depolanmasi proteoliz diizeyinin yavaglamasina neden
olmaktadir (Ozer ve ark., 2002b). Buradan ¢ikan sonuglar dogrultusunda yiiksek

proteoliz geleneksel Urfa peynirlerinde beklenen bir sonug degildir.

Depolama giinleri
A

— —
1 15 30 60 90
y-CN
—> B—-CN
(lsl'CN
Ols1- CN
parcalanma
iirtinleri

Sekil 4.11. Depolama siiresince pH 4.6 ¢dziinmeyen azot
fraksiyonlarinin {ire-PAGE elektroforetogramlari

Peynir 6rnekleri
A
—
1 2 3 4 5

0 -

— —»y-CN
sEm=sgs
" === Y > o-CN
} (Xsl-CN
parcalanma

triinleri

Sekil 4.12. Piyasada satisa sunulmus geleneksel olgun Urfa
peynirlerine ait elektroforetogram
(Olgunlasma diizeyi bilinmemektedir) (Hayaloglu, 2009)
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Depolama giinleri

A~
— —
1 15 30 60 90
—— —— S ——

v1-CN+y,-CN+ y5-CN

G P e e ey T
' ag-CN (FL02-f199)

L ag-1-CN (f24-£199)

Sekil 4.13. Depolama siiresince deneme peynirinin suda ¢dziinen
azot fraksiyonlarinin {ire-PAGE elektroforetogramlari

Depolama giinleri

A
-~ N
1 15 30 60 90
= PESE ——— Mw
e e e 10,000 Da

4
310 Da

Sekil 4.14.Depolama siiresince deneme peynirinin % 70 etanolde
¢oziinmeyen azot fraksiyonlarinin iire-PAGE elektroforetogramlari
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4.5.2.7.5. Deneme peynirinin peptid profili

4.5.2.7.5.1. Suda ¢oziinen azot fraksiyonlarimn RP-HPLC peptid profili

Ters-faz yiiksek performans sivi kromotagrafisi (RP-HPLC), olgunlasma
esnasinda proteolitik degisimlerin o6zellikle de hidrofobik ve hidrofilik peptid
ayrismasinin belirlenmesinde siklikla kullanilan bir tekniktir (Agboola va ark.,
2004). Peynirin olgunlasma fazinda, farkli starter kiiltiir kullanimi, farkli {iretim
teknikleri, sicaklik ve enzim uygulamalari RP-HPLC peptid profillerinde 6nemli
farkliliklara neden olmaktadir (Hayaloglu ve ark., 2005). Bu farkliliktan
yararlanilarak RP-HPLC peptit profili peynir olgunlasma derecesinin belirlenmesine

olanak saglamaktadir (Moatsou ve ark., 2001; Hayaloglu ve ark., 2004,2005).

Peynir ekstraktlarinin  RP-HPLC kromatogramlarmin farkli molekiil
agirhigindaki peptidlerin dizilimini gosterdigi ve peynirlerin peptid konsantrasyonlar
arasindaki farklilig: belirgin bir sekilde ortaya koydugu bildirilmektedir (McSweeney
ve Fox, 1997). Peynirde olgunlasma siirecinde agiga ¢ikan peptidleri RP-HPLC
teknigi  ile  ayirmanin  mekanizmasi,  ¢Oziinmis  molekiillerin  ters
adsorpsiyon/desorpsiyonuna dayanmakta olup, sabit fazin hidrofobisite derecesine
gore degistiginden, daha az hidrofobik olan molekiiller ilk 6nce pik vermekte, bunlari

hidrofobisite 6zellikleri artan molekiiller izlemektedir (Pripp ve ark., 1999; Pavia ve

ark., 2000; Hayoglu ve ark., 2004; Hesari ve ark., 2006).

Deneme peynirinin depolama siiresince suda ¢oziinen fraksiyonlarmin RP-
HPLC peptid profilleri Sekil 4.15’de verilmistir. Depolama siiresince farkli alikonma
zamanlarinda beliren pikler farkli molekiil agirliklt  peptitlerin = varligim
gostermektedir. Daha erken alikonma zamaninda olusan pikler hidrofilik 6zellik
gosterirken, daha ge¢ alikonma zamaninda olusan pikler ise hidrofobik o6zellik
gosteren peptitler olarak degerlendirilmistir. Depolama siiresince peynir drneginde
ayni alikonma zamanlarinda mindr ve major pikler belirirken, olgunlagsma siiresince
piklerin konsantrasyonlarinda artma ve azalmalar gézlenmistir. 6. dakikada gelen pik

konsantrasyonunun depolama siiresince artis gosterdigi ve 90 gilinlik peynir
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orneginde maksimum seviyeye ulastigi belirlenmistir. 26. dakikada belirlenen pik
konsantrasyonunda depolama siiresince diizenli bir azalma belirlenmistir. Buna
karsin alikonma zamanmin 48. 51. ve 53. dakikalarinda belirlenen piklerde
depolama siiresince pik konsantrasyonunda diizenli bir artis meydana gelmistir.
Erken alikonma zamanlarinda gozlenen pikler amino asitleri ve kiigiik peptitleri
(molekiiler agirhigr <1.5kDa) gostermektedir (Lemieux ve Simard, 1992). Depolama
siiresince farkli alikonma zamanlarinda gozlenen piklerin konsantrasyonunda
meydana gelen degisim peynirlerde meydana gelen proteolizin ilerledigini
gostermektedir. Deneme peynirinin suda ¢oziinen azot fraksiyonlarinin, RP-HPLC
alikonma zamanlarin1 ve pik konsantrasyonlarin1 degerlendirdigimizde hem
hidrofilik hem de hidrofobik o6zellik gosteren peptidlerin oranimnin depolama
sliresince arttig1 saptanmigtir. De Llano ve ark. (1996), Afuega’l Pitu peynirlerinde
suda ¢oziinen azot fraksiyonlarmin RP-HPLC peptid profillerini incelediklerinde
hidrofilik ve hidrofobik peptidlerin olgunlasma boyunca artis gosterdigini bununla
birlikte bu artisin  olgunlasmanin  sonuna dogru hidrofilik  peptidlerin

hidrofobiklerden daha ¢ok artig gosterdigini belirlemislerdir.

Hayaloglu, (2009), geleneksel olarak piyasada satilan Urfa peynirlerinin suda
¢ozlinen fraksiyonlarinin RP-HPLC piklerini incelediginde peynir 6rnekleri (U1-U6)
arasinda belirgin farkliliklar oldugunu belirlemistir (Sekil 4.17). U1, U2, U4 ve U5
orneklerinde erken alikonma zamanlarinda (hidrofilik) belirlenen piklerin
konsantrasyonu ileri alikonma zamanlarinda (hidrofobik) belirlenen piklerin
konsantrasyonundan daha diisiik oldugunu belirlemistir. Buna karsin U3 ve U6
orneklerinde erken alikonma zamanlarinda beliren pik konsantrasyonu ileri alikonma
zamanlarinda daha yiliksek oldugunu belirlemistir. Piyasa ornekleri ile deneme
peynirimizi karsilastirdigimizda pik konsantrasyonlart arasinda benzerlik (U5, U2
ornegi) ve farklilik (U6) gosteren ornekler oldugu belirlenmistir. Geleneksel olarak
tiretilen piyasa orneklerinde gozlenen pik konsantrasyonlart deneme peynirimizden
daha yiiksek bulunmustur. Urfa peynirlerinin peptit profillerinde ve proteoliz
diizeyinde standart bir dagilimin olmadigi, bu durumun farkh tiirde ve kalitede
hammadde kullanimimi ile farkli isleme, depolama kosullar1 ve olgunlasma

stirelerinden kaynaklandig diisiiniilmektedir. Bununla birlikte 6zellikle ¢ig siittiin
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kompleks mikroflorasinin siitiin aminopeptidaz aktivitesinde artisa neden oldugu da
diisiiniilmektedir. Benzer sonuglar farkli arastiricilar tarafindan da elde edilmistir

(Garde ve ark., 2002).

Fallico ve ark. (2006), uzun sireli olgunlagtirilan (10 ay) Enesse
peynirlerinde RP-HPLC analizi sonucu olgunlagsma periyodunun sonuna dogru
hidrofobik o6zellikteki peptit miktarinin azaldigini erken alikonma zamanlarinda
belirlenen piklerin (hidrofilik) konsantrasyonunun artifin1 belirlemistir. Yine ayni
aragtiricilar, ¢ig ve pastorize siitlerden {lretilen Enesse peynirlerinin RP-HPLC
profilleri karsilastirildiginda ¢ig siitten {iretilen peynirlerde erken alikonma
zamanlarinda gozlenen piklerin konsantrasyonunun pastorize siitten kiiltiir katilarak
iretilen peynirlerden daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Bir baska arastirmada
Albenzio ve ark. (2001), pastorize ve ¢ig siitten iiretilen Canestrato Pugliese
peynirlerinin RP-HPLC profillerinde biiyiik farkliliklarin bulundugunu belirlemistir.
Buna karsin Gomez ve ark. (1997) ve Trujillo ve ark. (2002) hem pastérize hem de
¢ig siitten iiretilen Hispanico ve yari-sert ke¢i peynirlerin suda- ¢dzlinen azot
fraksiyonlarinda hem hidrofilik hem de hidrofobik peptit konsantrasyonlarinin ayni
oldugunu belirlemislerdir. Bir diger arastirmada Lau ve ark. (1991) ve McSweeney
ve ark. (1993) pastorize ve ¢ig siitten iiretilen Cheddar peynirlerinde pastorize siitten
tiretilen peynirlerin hidrofobik peptit konsantrasyonunun hidrofilik peptitlerden daha
yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Bu farkliligin ¢ig siitiin kompleks mikrofloras: ve
starter olamayan laktik asit bakterilerinin  aminopeptidaz  aktivitesinden

kaynaklandigini bildirmislerdir.
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Sekil 4.15. Deneme peynirinin depolama siiresince suda ¢oziinen azot fraksiyonlarinin RP-HPLC (214 nm) profillerinde meydana gelen degisimler
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Sekil 4.16. Piyasada satilan geleneksel Urfa peynirlerinin suda ¢oziinen azot fraksiyonlarinin RP-HPLC ( 214 nm ) profillerinde meydana gelen degisimler (Hayaloglu,2009)
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45.2.7.5.2. % 70 etanolde coziinen ve c¢oziinmeyen fraksiyonlarin RP-

HPLC peptit profilleri

Deneme peynirinin depolama siiresince %70 etanolde ¢Oziinmeyen ve
¢ozlinen fraksiyonlarinin RP-HPLC peptid profilleri sirasiyla Sekil 4.17 ve 4.18’de
verilmistir. Depolama siiresince etanolde ¢oziinmeyen fraksiyonlarinin RP-HPLC
profilleriincelendiginde hidrofilik kisim olarak degerlendirilen erken alikonma
zamaninda olusan piklerden ozellikle 6. ve 18. dakikada gozlenen piklerin
konsantrasyonlarinda belirgin bir artis oldugu ve 90 giinlik peynir Orneginde
maksimum seviyeye ulastigi belirlenmistir. Buna karsin 30-40 dakika alikonma
zamanlarinda depolama siiresince 60 giline kadar hidrofobik karakterli peptidlerin
konsantrasyonunda artis meydana geldigioldugu, belirlenen peptit seviyelerinin
miktarlariin depolama siiresince degiskenlik gosterdigi 6zellikle, 90 giinliikk peynir
orneginde bu aralikta gozlenen piklerin konsantrasyonunun azaldigi belirlenmistir.
Bu sonuglar dogrultusunda proteolizin 90 giinliik peynir 6rneginde artmaya basladig
belirlenmistir. Benzer durum iire-PAGE jel elektroforez bantlarinda da goriilmiistiir
(Bkz. Sekil 4.13-4.14) Buna karsin 40. dakikadan sonra 1 ve 15 giinde ¢ok diisiik
konsantrasyonda oldugu belirlenen piklerin konsantrasyonunun 30, 60 ve 90 giinliik
peynir 6rneginde artmaya basladig1 6zellikle de 48. ve 53. dakikalarda belirlenen pik
konsantrasyonun 90 giinliik peynir 6rneginde en iist seviyeye ulasti1 belirlenmistir.
Bu sonuglar dogrultusunda % 70 etanolde ¢dziinmeyen azot fraksiyonlarinin RP-
HPLC profillerinde hidrofobik peptit konsantrasyonunda meydana gelen artigin
hidrofilik 6zellikteki peptitlerden ¢ok daha yliksek oldugu belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar toplam serbest amino asit igerigi ile de paralellik gostermektedir (Bkz.

Béliim 4.5.2.8.).

Sekil 4.18’de % 70 etanolde ¢Oziinen azot fraksiyonlarinin RP-HPLC
profilleri incelendiginde erken alikonma zamaninda (hidrofilik kisim) gbzlenen
piklerin konsantrasyonunun ileri alikonma zamanlarinda gozlenen piklerden c¢ok

daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte 6. ve 14. dakikalarda gozlenen
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piklerin konsantrasyonunda depolama siiresince belirgin bir artis gdzlenmistir. Daha
onceden de belirtildigi gibi etanolde ¢oziinen fraksiyonlart amino asitler ve diisiik
molekiil agirhiga sahip peptitler olusturmaktadir. Bu  sonuglar dogrultusunda
depolama siiresince toplam amino asit ve kazein parcalanma {iriinlerinin artis

gosterdigi saptanmigtir.

Champion ve Stanley (1982), uzun siireli olgunlastirilan peynirlerde
hidrofobik peptidlerin aci1 tat olusumuna neden oldugu ve olgunlasma boyunca bu
peptidlerin  miktarinin  arttigim1  belirlemislerdir.  Denememizde  duyusal
degerlendirmeler (Bkz. Bolim 4.5.2.10) sonucunda 60 ve 90 giin olgunlastiriimis
peynir drneginde panelistler tarafindan herhangi bir aci tat tespit edilememistir. Bu
durumun her ne kadar depolama siiresince hidrofobik peptit konsantrasyonunda (pik
yiiksekligi) artis meydana gelmis olsa da bu artigin siirli olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Elde edilen sonuglar deneme peynirine ait toplam serbest amino

asit igerigi ile de paralellik gostermektedir (Bkz. B6liim 4.5.2.8.).

4.5.2.8. Peynirlerin Toplam Serbest Aminoasit Konsantrasyonu Degisimi

Starter bakteri orjinli peptidazlar, kimozinin kazein iizerindeki etkisi sonucu
aciga cikan biiylik molekiil agirlikli peptidleri kullanarak peynirde serbest amino
asitlerin olusumunu saglamaktadir (Lane ve Fox, 1996). Peynirde toplam serbest
amino asit miktar1 suda ve pH-4.6’da c¢oziinen azot igerigine gore degiskenlik
gostermektedir. Depolama sliresince peynir Orneginin toplam serbest amino asit
(TSAA) miktarinda meydana gelen degisim Cizelge 4.11°de verilmistir. Toplam
serbest amino asit miktarlari, spektrofotometrik olarak 507 nm’de saptanmis ve mg

Leu/g cinsinden ifade edilmistir.

Peynir 6rneginde olgunlagma siiresince TSAA igeriginde artis meydana
gelmistir. 1lk 15 giinde meydana gelen degisim 6nemli bulunmazken (p>0.05),
depolamanin 15. giiniinden sonra TSAA miktarindaki degisim istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0.05). Depolamanin birinci gliniinde TSAA miktar1 0.38 mg

Leu/g iken, depolamanin 90. giiniinde bu miktar 0.66 mg Leu/g diizeyine kadar
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cikmigtir. Hayaloglu (2009), ticari olarak satilan geleneksel Urfa peynirlerinde
TSAA miktarmin 0.153 mg Leu/g peynir ile 2.465 mg Leu/g gibi ¢ok genis bir
aralikta degisim gosterdigini belirlemistir. Olgunlasma siiresince Idiazabal (Barcina
ve ark., 1995), Manchego (Poveda ve ark., 2004), Feta (Kandarakis ve ark., 2001),
fran beyaz peyniri (Hesari ve ark., 2006) ve Ras (Awad, 2006) peyniri gibi
salamurada olgunlastirilan peynir ¢esitlerinde de toplam serbest amino asit

miktarlarinin arttig: bildirilmektedir.

Amino asit fraksiyonlarinin komposizyonu ve Kkonsantrasyonunun peynir
aromasimin gelisiminde 6nemli etkileri olduklar1 diiginiilmektedir (Molina ve ark.,
1999). Ornek olarak metiyonin konsantrasyonundaki artis peynirde olgunlasma
derecesi ile iliskilendirilmektedir. Bazi arastiricilar peynir mayasindan (rennet)
kaynaklanan proteolizin, yiiksek molekiil agirligmma sahip kazeinleri hidrolize
ederken herhangi bir serbest amino asit olusumuna neden olmadigini belirtmislerdir
(O’Keeffe ve ark., 1978). Pritchard ve Coolbear (1993), yiiksek molekiil agirligina
sahip peptitlerde ilk ayrismanin  kimozin enziminin olusturdugu proteolitik
aktiviteden kaynaklandigini, starter proteinazin olusturdugu proteolitik aktivitenin
ise daha diisiik molekiiler agirliga sahip peptitlerin ve amino asitlerin olusumuna
neden oldugunu bildirmislerdir. Diger taraftan peynir tiretiminde starter kiiltiir olarak
laktik asit bakterisi ilave edilmesi olgunlagsma sonunda fazla miktarda kisa zincirli
peptit ve serbest amino asit olusumuna neden oldugu belirlenmistir (Lee ve
ark.,1990). Vicente ve ark. (2001) olgunlasma siiresince agiga ¢ikan toplam serbest
amino asit igerigine peynire ilave edilen starter kiiltlir tipinin 6nemli etkisinin
bulundugunu, bu etkinin peynir {retimi i¢in kullanilan rennet ¢esidi ile de

degiskenlik gosterdigini belirlemislerdir.
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Cizelge 4.11. Depolama siiresince deneme peynirinin toplam serbest amino asit (mg /100 g)
iceriginde meydana gelen degisim™.

Depolama Siiresi (giin)

1 15 30 60 90
507 nm’de absorbans degeri | 0.113 0.121 0.151 0.208 0.221
+0.01° +0.01° +0.01° +0.01° +0.04¢
mg Leu / g peynir 0.38 0.40 0.44 0.62 0.66
+£0.01° +£0.01° +0.01° +0.01° +0.04¢

* Aym satirda farkl: harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0.05 diizeyinde farklidir.

4.5.2.9. Ugucu Aroma Bilesikleri

Birgok peynir g¢esidi, benzer ugucu aroma bilesenlerini  farkl
konsantrasyonlarda icermektedir. Ugugu aroma bilesenlerinin konsantrasyonu ve
orani her bir peynir ¢esidi i¢in spesifik aromanin olugmasina etkide bulunmaktadir.
Bazi peynir ¢esitlerinin aroma profilinde belirli tiir bilesenler ¢ok daha baskin
olabilmektedir. Buna karsin; birgok aromatik bilesenin peynirde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasi tat/aroma kusurlarinin olusmasina yol acabilmektedir.
Peynirlerde yer alan ugucu aroma bilesenlerinin konsantrasyonu ¢ig siit bilesimine,
¢ig siitlin pastorize ve mikrofiltre edilmesine, iiretimde kullanilan starter kiiltiir
tiriine ve depolama sicakligina gore degisim gostermektedir (Buchin ve ark.,1999;.
Fern’andez-Garcia ve ark., 2002; Bouton ve Grappin, 1995; Oumer ve ark., 2000;
Gardiner ve ark., 1999).

Deneme peynirinin ugucu aromatik bilesen profilinde olgunlagma siiresince
meydana gelen degisimler SPME GC-MS teknigi ile belirlenmistir. Buna gore;
deneme Urfa peynirinde 15 ketonik, 14 alkolik, 13 aldehit, 12 metil ester, 3 terpen, 2
asit ve 7 gesitli bilesikler olmak {izere toplam 66 farkli ugucu aroma bilesigi tespit
edilmistir. Hayaloglu ve ark. (2007), tulum peynirinde 11 asit, 16 ester, 12 metil
keton,7 aldehit, 22 alkol, 7 siilfiir, 6 terpen, 16 diger bilesen olmak iizere toplam 100
farkli ugucu aroma bilesigi tespit etmislerdir. Yine bir bagka arastirmada Hayaloglu
ve ark. (2007), Malatya peynirinde 11 asit, 13 ester, 15 keton, 6 aldehit, 26 alkol, 2
lakton, 5 stlfiir bileseni, 5 terpen ve 19 diger bilesen olmakiizere toplam 112 farkli

ucucu aroma bilesigi tespit etmislerdir.
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45.2.9.1. Esterler

Esterler, peynirlerde yaygin olarak bulunan ugucu aroma bilesenleridir.
Esterifikasyon reaksiyonu laktoz fermantasyonu ve amino asit katabolizmasi sonucu
kisa-orta zincirli yag asitleri ile birincil ve ikincil alkolleri arasinda meydana
gelmektedir (Di Cagno ve ark., 2003). Peynirde bulunan bir ¢ok ester ¢esidi peynire
tatlims1, meyvemsi bir aroma kazandirmaktadir. Ozellikle, etil esterlerin peynirde
meyvemsi aromanin olusmasinda 6énemli rolii bulunmaktadir. Bu tip esterlerin bir
bolimiiniin duyusal olarak algilanmasi olduk¢a zordur. Bununla birlikte; bu
bilesenler amino asitler tarafindan olusan ac1 tat ile yag asitleri tarafindan olusan
keskin tadi (ransit tadi) minimize ederek peynir aromasina olumlu katkida

bulunmaktadir (Gallois ve Langlois, 1990).

Deneme peynirinde depolama siiresince belirlenen farkli ester bilesenlerinin
konsantrasyonlar1 Cizelge 4.12de verilmistir. Metil asetat, etil asetat, metil butanat,
etil butanat, metil propanat, etil dokanat ve etil oktanat depolamanin tiim evrelerinde
belirlenen ester bilesikleridir. Etil asetat, konsantrasyonu en yiiksek olan ester
bileseni olarak belirlenmis ve depolama siiresince bu bilesenin konsantrasyonunda
diizenli bir artis olmustur. Butil asetat, hekzil asetat ve etil hekzonat olgunlagsmanin
baslangicinda tespit edilemezken depolamanin ileri evrelerinde ortaya ¢ikmis ve
depolama siiresince konsantrasyonlarinda diizeli bir artis gozlenmistir. Buna karsin;
etil karbonat bir giinlik peynir 6rneklerinde tespit edilirken, depolamanin 30.
giinitinden sonra tamamen kaybolmustur. 90 giinliik peynir 6rnegindeki toplam ugucu
ester bilesenlerinin miktar1 23.04 mg/kg olarak bulunmustur. Hayaloglu (2009),
piyasada satiga sunulan Urfa peynirlerinde toplam ugucu ester miktarmi 35.37

ug/100g olarak bulmustur.
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Cizelge 4.12. Urfa peynir 6rneklerinde saptanan ester bilegikleri (1g/100g peynir)

Peynirler

RTa Ug:ucu bilesikler Rlb 1 15 30 60 90
6,418 Methyl acetate 864 & X* 0,27 | 0,32 0,44 0,34 0,45
(828) | SD* | 0,01 | 0,04 0,08 0,02 0,01
7,392 Ethyl acetate 900 | X 159 | 552 | 12,95 | 10,04 | 1341
(884) | sD | 0,23 | 1,13 3,31 | 1,02 0,70
11,982 | Butyl acetate 1072 | X ND | 0,02 0,25 0,20 0,50
(1071) | sb 0,03 0,14 0,06 0,05
18,221 | Hexyl acetate 1276 | X ND | 0,05 0,43 0,43 1,48
(1274) | sD 0,07 0,34 0,08 0,15
9,621 Methyl butanoate 984 | X 0,38 | 0,41 0,56 0,29 0,22
(985) | sD | 0,09 | 0,02 0,07 0,04 0,06
10,980 | Ethyl butanoate 1032 | X 0,03 | 0,08 0,55 0,51 0,49
(1040) | SD | 0,04 | 0,11 0,40 0,18 0,19
8,917 Ethyl propanoate 958 | X 0,07 ND 0,14 0,07 0,33
(960) | SD | 0,02 0,07 0,10 0,03
7,727 Methyl propanoate 909 | X 0,48 | 0,89 0,60 0,47 0,44
(904) | SD | 0,67 | 0,20 0,84 0,67 0,62
16,970 | Ethyl hexanoate 1235 | X ND ND 0,13 0,91 3,65
(1241) | sD 0,18 0,69 0,18
28,626 | Ethyl decanoate 1645 | X 0,12 | 0,13 0,18 0,14 0,34
(1648) | sb | 0,03 | 0,02 0,05 0,03 0,07
23,099 | Ethyl octanoate 1440 | X 0,34 | 0,48 0,78 0,77 1,73
(1435) | sb | 0,03 | 0,09 0,36 0,00 0,07
13,707 | Ethyl carbonate 1132 | X 0,03 | 0,04 ND ND ND

(1093) | SD | 0,04 | 0,05
Toplam Ester 331 | 794 | 17.01 | 1417 | 23.04

RT.: Retention time (Alikonma zamani) °RI: Retention Index degerleri (ilgili bilesigin literatiirdeki
RI degeri parantez i¢cinde verilmistir);
X, ortalama; SD, standart sapma; ND, saptanamadi.

45.2.9.2. Alkoller

Peynirde alkoller; laktoz metabolizmasi, metil ketonlarin indirgenmesi, amino
asit metabolizmas1 ve linoleik veya linolenik asidin pargalanmasi gibi farklh
metabolik yollarlarla olusabilmektedir (Molimard ve Spinnler, 1996; Collins ve ark.,
2003). Bir¢ok peynir ¢esidinde alkoller kantitatif olarak ana simnifi olusturmakta
ancak konsantrasyonlar1 depolama siiresince farklilik gdsterebilmektedir (Carnobell

ve ark., 2002).
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Deneme peynirinde depolama siiresince olusan ucucu alkol bilesenlerinin

dagilimi Cizelge 4.13°de verilmistir. 2-propanol, 1-oktanol, 2-nonanol, 2-penten-1-ol

ve 3-biiten-2-0l depolamanin baslangicinda belirlenemezken, bu Dbilesenlerin

olgunlagsmanin ileri asamalarinda agiga ¢iktig1 saptanmistir. Bununla birlikte; etanol,

3-metil-1-biitanol ve 2-metil-1-propanol 90 giinliikk peynir 6rneginde en yogun tespit

edilen alkoller olmustur.

Cizelge 4.13. Urfa peynir 6rneklerinde saptanan alkoller (ug/100g peynir)

RT® Ucucu bilesikler RI° Peynirler
1 15 30 60
8,300 2-propanol 932 | X ND ND 0,07 0,38
(935) | SD 0,11 0,15
8,386 Ethanol 940 | X 1,49 5,97 0,07 10,35
(925) | sSD 0,75 1,30 0,11 2,63
26,110 | 1-Octanol 1549 | X ND ND 0,16 0,16
(1564) | SD 0,04 0,00
17,490 | 1-Pentanol 1252 | X 1,31 191 2,73 2,57
(1255) | sSD 0,32 0,48 0,75 0,09
20,615 | 1-Hexanol 1355 | X 0,75 0,94 1,22 0,91
(1356) | SD 0,16 0,13 0,38 0,08
25,345 | 2-Nonanol 1521 | X ND 0,06 0,12 1,00
(1528) | SD 0,08 0,01 1,19
19,616 | 2-Penten 1-ol 1322 | X ND ND ND 0,06
(1324) | sSD 0,01
10,285 | 3-Buten 2-ol 1008 | X ND ND 0,09 0,07
(1022) | SD 0,02 0,02
14,636 | 1-Penten 3-ol 1160 | X 0,09 0,24 0,75 0,72
(1161) | SD 0,01 0,01 0,19 0,00
16,175 | 3-Methyl 1-butanol 1209 | X 98,09 | 104,95 | 105,32 88,27
(1209) | sSD | 20,80 14,86 28,88 5,99
12,565 | 2-Methyl 1-propanol 1091 | X 13,20 14,86 0,25 12,46
(1092) | SD 2,21 1,64 0,35 0,72
24,559 | 2-Ethyl 1-hexanol 1492 | X 0,20 0,31 0,54 0,51
(1484) | SD 0,05 0,10 0,17 0,04
13,575 | 1-Butanol, 3 methyl 1125 | X 0,47 0,31 0,30 0,16

acetate

(1126) | sD| 012 001| 015/ 005
Toplam Alkol 115.6 | 129.55 | 111.62 | 117.62

90
0,18
0,25

10,07
1,70
0,55
0,10
3,20
0,31
1,23
0,06
0,41
0,11
0,37
0,11
0,05
0,07
1,34
0,09

143,82
3,87

25,17
1,77
1,39
1,23
0,15

0,21
187.93

®RT.: Retention time (Alikonma zamani) °RI: Retention Index degerleri (ilgili bilesigin literatiirdeki

RI degeri parantez iginde verilmistir);
X, ortalama; SD, standart sapma; ND, saptanamadi.
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Dallanmuis zincir yapisindaki birincil alkoller icerisinde yer alan 3-metil-1-
biitanol, Strecker degradasyonu ile meydana gelen aminoasit-aldehit indirgenme
reaksiyonu sonucunda olusabilmektedir (Larsen, 1998; Bintsis ve Robinson, 2004).
3-metil-1-biitanol’iin Feta peynirlerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu ve bu
bilesigin bazi yumusak ve yari-sert peynirlerin hosa giden aromasiin olusumunda

etkili oldugu bildirilmektedir (Kondyli ve ark., 2002).

45.2.9. 3. Aldehitler

Dallanmis ve lineer aldehitler ¢ogunlukla amino asitlerin transaminasyonu
sonucu olusan iminlerin (monobazik asit amonyak) dekarboksilasyonu ile meydana
gelmektedir. Bununla birlikte; aldehitler amino asitlerin Strecker degradasyonu
yoluyla, lineer aldehitler ise doymamis yag asitlerinin p-oksidasyonu ile
olusabilmektedir (Collins ve ark., 2003). Asetaldehit, biitanal, 3-metil-biitanal,
pentanal, 4-pentanal, hekzanal, heptanal, oktanal, dekanal ve benzaldehit ¢esitli
peynirlerde tespit edilen Oonemli aroma bilesikleri arasindadir. Bazi aldehitlerin
duyusal algilanma esiklerinin diisiik olmasi peynir aromasi bakimindan énemlerini

arttirmaktadir (Izco ve Torre, 2000).

Deneme peynirinde depolama siiresince belirlenen aldehitler Cizelge 4.14’de
verilmistir. Propanal, biitanal, 2-metil-2-biitenal, 2-4 heptadienal, 2-hekzanal, 4-
heptanal, 2-4 hekzadienal ve 2-heptenal peynir 6rneginde depolamanin baslangicinda
(1. giin) belirlenemezken, bu bilesiklerin olgunlagsmanin ilerleyen asamalarinda
aciga c¢iktigi ve konsantrasyonlarinin artis gosterdigi belirlenmistir. Heptanal,
hekzanal ve 3-metil biitanal tiim olgunlasma periyodu boyunca peynirde en fazla
bulunan aldehitler olarak tespit edilirken, depolama siiresince konsantrasyonlarinda
artts meydana gelmistir. Kondyli ve ark. (2002), Feta peyniri iizerinde yaptiklari bir
calismada pentanal ve hekzanalin tespit edilen Oonemli aromatik bilesiklerden

oldugunu belirlemislerdir
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Cizelge 4.14. Urfa peynir 6rneklerinde saptanan aldehitler (ng/100g peynir)

Peynirler

RT® | Ucucu Bilesikler RI° 1 15 30 60 90
5,968 | Propanal 850 = X ND | ND ND | 0,89 1,93
(798) | SD 0,06 | 0,05

7,221 | Butanal 896 = X ND | 007| 031| 046 | 098
(904) | SD 010 | 001 001 0,12

13,822 | 2-Methyl 2-butenal | 1133 | X ND | 018 | 021 | 019 | 1,27
(1104) | sSD 020 | 008 026 022

25,940 | Benzaldehide 1544 | X | 062 | 1,14 088 067 | 193
(1529) | sD | 0,34 | 0,11 | 014 006 | 0721

24,957 | 2,4 Heptadienal 1507 | X ND | 004| 044| 041 1,03
(1470) | SD 006 | 011 002| 002

16,665 | 2-hexanal 1225 | X ND|' ND| 025| 027| 084
(1248) | sb 0,03 | 002 0,05

17,314 | 4-heptanal 1246 | X ND| ND| 013| 022| 058
(1252) | sb 0,03 | 000 0,00

15,560 | Heptanal 1186 | X | 024 | 046 | 154 133 | 4,60
(1188) | sD | 0,03 | 0,11 | 1,08 023 | 0,60

22,326 | 2,4 Hexadienal 1414 | X ND | ND ND | 0,02 0,20
(1398) | SD 0,03 | 0,03

12,366 | Hexanal 1084 | X | 038 | 098 | 454 717 | 1442
(1080) | sD | 0,03 | 0,03 1,16 0,77 | 011

19,972 | 2-Heptenal 1334 | X ND| ND| 027| 036 1,12
(1327) | sb 0,07 | 000 0,13

8,040 | 3-Methyl butanal 926 | X | 399 | 695 344 | 339 | 20,60
(932) | sD | 051 | 126 | 083 | 011/ 0,03

5,187 | Acetaldehyde 769 | X ND | ND ND ND | 0,47
(714) | sp 0,08

Toplam Aldehit 523 | 9.82 | 12.01 | 15.38 | 49.97

®RT.: Retention time (Alikonma zamani) °RI: Retention Index degerleri (ilgili bilesigin
literatiirdeki RI degeri parantez i¢inde verilmistir); X, ortalama; SD, standart sapma; ND,
saptanamadi.

45.2.9.4. Ketonlar

Metil ketonlar 5 karbondan biiyiik diiz zincir seklinde bilesiklerdir. Depolama
stiresince metil keton konsantrasyonunda meydana gelen artig bir ¢cok peynir ¢esidi
icin Karakteristik bir durumdur ve lipolizin bir sonucu olarak degerlendirilmektedir
(Carbonell ve ark., 2002).
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4.15’de verilmistir. 3,5- oktadien 2-1,

6-metil-5-hepten-2-1-metil

Deneme peynirinde depolama siiresince belirlenen keton bilesikleri Cizelge

ketonlara

depolamanin ilk dénemlerinde rastlanmazken, olgunlasmanin ilerleyen asamalarinda

bu bilesiklerin konsantrasyonunda artis meydana geldigi saptanmistir.

Cizelge 4.15. Urfa peynir 6rneklerinde saptanan metil ketonlar (ug/100g peynir)

RT?

6,235

7,560

9,417

29,374

18,746

14,344

11,536

9,339

25,619

15,431

20,244

18,665

21,819

27,677

19,690

Ucucu bilesikler

Acetone

2-Butanone

2-Pentanone

Acetophenone

3-hydroxy 2-butanone

2,3-Heptanedione

2,3-Pentanedione

3-methyl 2-butanone

3,5- Octadien 2 one

2-Heptanone

6-Methyl 5-hepten 2-one

2-Octanone

2-Nonanone

2-Undecanone

2-Methyl 3-octanone

Toplaml keton

RI°
858
(863)
909
(900)
974
(975)
1675
(1652)
1293
(1287)
1150
(1138)
1054
(1061)
1260
(1256)
1531
(1576)
1186
(1184)
1343
(1341)
1290
(1280)
1396
(1415)
1608
(1598)
1324
(1326)

X
SD
X
SD
X
SD
X
SD
X
SD
X
SD
X
SD
X
SD
X
SD
X
SD
X
SD
X
SD
X
SD
X
SD
X
SD

1,98
0,60
0,41
0,58
2,74
0,24
0,15
0,03
23,59
10,52
0,98
0,22
0,34
0,11
3,23
0,23
ND

0,58
0,82
ND

ND

3,87
0,82
0,05
0,07
0,04
0,05
37.96

15

1,84
0,05
3,83
0,45
3,56
0,19
0,20
0,00
26,64
5,22
0,39
0,03
1,26
0,27
3,93
0,62
ND

0,16
0,06
ND

ND

5,66
1,69
0,10
0,01
0,16
0,09
47.73

Peynirler
30

0,91
0,31
5,40
1,30
4,85
0,86
0,50
0,38
39,36
5,37
1,89
0,14
4,15
0,91
4,59
0,31
0,22
0,04
0,14
0,20
0,10
0,14
0,10
0,03
7,95
1,82
0,14
0,06
0,48
0,18
70.78

60

0,66
0,02
3,72
0,45
5,26
0,16
0,35
0,02
38,22
3,63
1,70
0,07
4,11
0,84
4,97
0,08
0,21
0,03
0,23
0,02
0,07
0,02
ND

9,00
0,33
0,15
0,02
0,17
0,01
68.82

90

1,09
0,07
3,13
0,91
10,40
0,23
0,73
0,15
179,35
1,43
2,92
0,05
6,25
0,31
24,48
1,24
0,39
0,00
1,12
0,12
0,23
0,03
ND

22,11
5,16
0,29
0,04
0,50
0,06

252.99

*RT.: Retention time (Alikonma zamani1) °RI: Retention Index degerleri (ilgili bilesigin literatiirdeki
RI degeri parantez iginde verilmistir); SD, standart sapma, ND, saptanamadi.
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Bununla beraber; 2-oktanone depolamanin yalnizca 30. giinlinde belirlenmistir. 3-
hidroksi  2-biitanone, 3-metil-2-biitanone, 2-nonanone, 2-pentanone ve 2,3-
pentanedione depolama boyunca konsantrasyonu en fazla olan metil ketonlar olarak
tespit edilmis, bunlarin konsantrasyonunda depolama siiresince bir artis
gozlenmistir. Aseton ve 2-biitanone konsantrasyonlarinda ise depolama siiresince

artis ve azalmalar oldugu saptanmuistir.

4.5.2.9.5. Terpenler

Terpenler 6zellikle Alp bolgesinde geleneksel olarak iiretilen peynirlerde sik
bulunan 6nemli ugucu bilesiklerdir (Bugaud ve ark., 2001). Bu bilesenlerin kaynagi
farkl tlirdeki otlar ve bitkilerdir (Mariaca ve ark., 1997). Bu bilesenler hayvanlarin
otlamasiyla siite ve dolayisiyla peynire gectigi Dbildirilmektedir (Viallon ve
ark.,2000). Bununla birlikte Berger (1999), baz1 terpen bilesenlerinin peynirdeki

mikroorganizmalarin aktiviteleri sonucu aciga ¢iktigini belirtmistir.

Deneme peynirinde belirlenen terpen bilesiklerini Cizelge 4.16°da verilmistir.
o-Pinene, limonen ve f-cymene deneme peynir Orneginde belirlenen terpen
bilesenleridir. Bu terpen bilesikleri igerisinde 3-cymene, konsantrasyonu en yiiksek
terpen bileseni olarak tespit edilmistir. Viallon ve ark. (2000) Saint-Nectaire tipi
peynirlerde 15 farkli terpen bileseni tespit etmislerdir. Sardunya’da daglik bolgelerde
tiretilen Fiore Sardo peynirlerinde yiiksek konsantrasyonlarda a-pinene bileseni
tespit edilirken ayni peynirin daha yiiksek rakimli bolgelerde iiretilen g¢esitlerinde bu
bilesene rastlanmamistir (Di Cagno ve ark., 2003). Larrayoz ve ark. (2001) Roncal
ve Fiore Sardo peynirlerinde o-pinene, limonene tiirli terpen bilesikleri saptamislar
ve bunlarin muhtemelen peynirde bulunan mikroorganizmalar tarafindan

olusturuldugunu bildirmislerdir.
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Cizelge 4.16. Urfa peynir 6rneklerinde saptanan terpen bilesikleri (ng/100g peynir)

Peynirler

RT? Ugucu 1 15/ 30| 60 90
bilesikler | R b

10,692 | «-Pinene 1022 | X ND | 0,07 | 0,36 | 0,29 | 0,55

(1026) | SD 0,02 | 025 0,18 | 0,20

16,038 | Limonen 1205 | X | ND| 0,09 | 1,08 | 0,11 ND
(1197) | SD 0,13 | 1,01 | 0,16

18,316 | B- 1278 | X | ND| ND | 0,03/ ND | 0,60

Cymene | (1267) | SD 0,05 0,25

Toplam 0.16 | 1.47 | 0.40 | 1.15

Terpen

®RT.: Retention time (Alitkonma zamani) PRI: Retention Index degerleri (ilgili bilesigin
literatiirdeki RI degeri parantez i¢inde verilmistir); X, ortalama; SD, standart sapma; ND,
saptanamadi.

45.2.9.6. Asitler

Depolama siiresince peynir Orneginde belirlenen asit bilesikleri ve
konsantrasyonlar1 Cizelge 4.17°de verilmistir. Asetik asit yalnizca 90 giinliik peynir
orneginde tespit edilirken 2 hidroksi 4-metil pentanoik asit depolamanin tiim
asamalarinda tespit edilmistir. 2 hidroksil 4-metil pentanoik asit konsantrasyonuda

depolama siiresince artis gézlenmistir.

Bir ¢cok peynir ¢esidinde asetik asit diisiik konsantrasyonlarda bulunmakta ve
olgunlasma siiresince karbonhidratlarin fermantasyonu ya da amino asitlerin
pargalanmasiyla agiga ¢ikmaktadir (Dimos ve ark., 1996; Colchin ve ark., 2001).
Olgun Cheddar peynirlerinde diiz zincir yapisinda pentanoik, hekzanoik, dekanoik ve
dodekanoik yag asitleri belirlenmis ve bunlarin aroma iizerinde onemli etkileri

oldugu belirtilmistir (Curioni ve Bosset, 2002).
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Cizelge 4.17. Urfa peynir 6rneklerinde saptanan asitler (1g/100g peynir)

Peynirler
RT? Ug:ucu bilesikler Rlb 1 15 30 60 90
23,549 | Acetic acid 1457 | X ND | ND ND ND 2,90
(1480) | SD| ND| ND ND ND | 4,10
24,363 | 2 Hydroxy 4-methyl 1485 | X | 10,30 | 2313 | 2941 | 28,90 | 6432
pentanoic acid, (1516) | SD | 1,25 | 4,80 4,88 1,66 1,76
Toplam asitler 10.30 | 23.13 | 2041 | 2890 67.22

®RT.: Retention time (Alikonma zamani) °RI: Retention Index degerleri (ilgili bilesigin literatiirdeki
RI degeri parantez i¢inde verilmigtir); SD, standart sapma; ND, saptanamadi.

4.5.2.9.7. Diger bilesenler

Deneme peynirinde depolama siiresince agiga ¢ikan diger bilesenler Cizelge
18’de verilmistir. Klorofom, toluene, etilbenzen,1,3-dimetil benzen, styrene, naftalin,
2,3 butandiol bilesenleri depolama siiresince farkli konsantrasyonlarda tespit
edilmistir. Dumont ve ark. (1981), aromatik bir hidrokarbon olan toluene’i Beaufort
ve Comte peyniri gibi farkli peynir ¢esitlerinde tespit etmislerdir. Bosset ve ark.
(2000), toluene bileseninin peynir 6rneklerinin dondurulmasina bagli olarak agiga
¢ikmig olabilecegini belirtmislerdir. Peynir 6rneklerinde, etilbenzen, 1,3-dimetil
benzen ve stryene bilesenine rastlanmasi da peynirin plastik kaplara konularak
depolanmasuyla iligskilendirilmistir. Chiesa ve ark. (2008), peynir drneklerinin plastik
kaplarda taginmasi sonucu son iiriinde ethylbenzene ve stryene benzeri bilesenlerin

olusabilecegini belirtmislerdir.
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Cizelge 4.18. Urfa peynir 6rneklerinde saptanan gesitli bilesikler (11g/100g peynir)

Depolama giinleri

RT® | Ugucu bilesikler RI° 1| 15| 30| 60| 90

10,515 | Chloroform 1017 | X | 014 | 040 065 | 057 | 1,06
(1013) | sD | 0,02 | 0,01 032 | 025/ 0,06

11,168 | Toluene 1040 | X | 028 | 049 079 | 089 | 132
(1041) | SD | 0,03 | 0,01 036 | 008 | 021

13,756 | Ethylbenzene 1131 | X | ND| ND| 023] 034| ND
(1126) | SD 0,23 | 049

14,197 | 1,3-Dimethyl benzene 1145 | X 0,03 | 0,11 | 0,04 @ 0,46 0,62
(1143) | sb | 0,05 | 0,10 | 0,06 | 0,12 0,07

17,882 | Styrene 1265 | X 0,27 | 0,57 | 1,01 | 1,09 3,50
(1260) | SsD | 0,01 | 0,08 | 0,71 | 0,55 0,38

31,852 | Naphthalene 1775 | X ND ND @ 0,14 | 0,02 0,20
(1791) | sSD 0,19 | 0,03 0,29

26,911 | 2,3 Butane diol 1579 | X 0,85 | 1,67 | 2,83 | 3,68 5,14
(1580) | sSD | 1,20 | 0,96 | 0,36 | 1,13 0,21

Toplam 157 | 324 569 | 7.05| 11.84

®RT.: Retention time (Alikonma zamani) °RI: Retention Index degerleri (ilgili bilesigin
literatirdeki RI degeri parantez i¢inde verilmistir); X, ortalama; SD, standart sapma; ND,
saptanamadi.
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4.5.2.10. Duyusal Degerlendirmeler

Deneme 6rnegi, duyusal 6zellikler agisindan olgunluk siiresi bilinmeyen Urfa
peyniri (piyasadan saglanan) ile Kkarsilastirilmis ve sonuglar Cizelge 4.19°da
sunulmustur. Tiim peynir Ornekleri Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii’'nde gorevli 10 deneyimli panelist tarafindan renk ve goriiniis,
tat, koku, yap1 ve tekstiir ile genel kabul edilebilirlik degerleri bakimindan hedonik
olarak degerlendirmeye alinmistir. Degerlendirme hedonik olarak yapilmis olup

panelistlere yonelik herhangi bir egitim uygulanmamuistir.

Cizelge 4.19. Deneme orneklerine ait duyusal degerlendirme sonuglar1 (n=2)

60. giinliik deneme peyniri

Ornekler Renk ve Kitle ve Yap1 Koku Tat
Goriiniis (35 PUAN) (10 PUAN) (35 PUAN)
(20 PUAN)
A 18.38+(0.43)° | 29.86+(0.33)° | 8.73+(0.11)* | 27.48+(0.76)
B 17.60+£(0.30)* | 27.30£(0.45)* | 7.95£(0.17)* | 28.31+(0.43)®
90. giinliik deneme peyniri
Ornekler Renk ve Kitle ve Yap1 Koku Tat
Goriiniis (35 PUAN) (10 PUAN) (35 PUAN)
(20 PUAN)
A 18.14+(0.47)® | 30.45+(0.51)° | 8.20+(0.18)* | 25.38+(0.75)
B 17.42+(0.58)* | 28.46+(0.54)* | 7.70£(0.21)* | 27.42+(0.53)"

*Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0.05 diizeyinde farklidir
A: Deneme peyniri, B: Piyasa 6rnegi (olgunluk siiresi bilinmemektedir)

Cizelge 4.19 incelendiginde 6rneklerin renk ve goriiniis dagiliminin birbirine
yakin degerler aldigi belirlenmistir. Her iki peynir grubunda da renk ve goriiniis
degerlerinde meydana gelen azalma ihmal edilebilir diizeyde kalmistir. Pastorize
siitten iiretilen Urfa peynirinin renk degeri ¢ig siitten geleneksel olarak iiretilen Urfa
peynirinden daha yiiksek bulunmustur. Bu durumun geleneksel olarak iiretilen Urfa
peynirinin deneme peynirimizden daha yiiksek tuz konsantrasyonunda salamura
edilmesinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ozer ve ark. (2002a) yaptiklari
arastirmada Urfa peynirlerinin renk degerinin 5 tam puan iizerinden 4.3 oldugunu

belirlemislerdir.
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Peynir 6rneklerinin kitle ve yap1 degerleri incelendiginde deneme peynirinin
geleneksel olarak {iretilen Urfa peynirinden depolamanin hem 60. hem de 90.
giinlinde daha yiiksek puan aldig1 belirlenmistir. Panelistlerin biiyiik bir ¢ogunlugu (8
kisi) deneme peynirimizin yapisini geleneksel olarak iiretilen Urfa peynirinden daha
yumusak bulmus ve olumlu goriis bildirmiglerdir. Kitle ve yap1 puanlari iizerine
pastOrizasyon islemi ve salamura (%]12) konsantrasyonun etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Pastorizasyon ile denatiire olmaya baslayan serum proteinlerinin
kazeinler ile interaksiyona girmesi sonucu peynir Kitlesinin geleneksel olarak ¢ig
stitten {iiretilen Urfa peynirinden daha yumusak yapi1 kazanmasina neden olmustur.
Rynne ve ark. (2004) peynire islenecek siitiin pastorize edilmesi peynir kitlesinin
nem igeriginde artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica deneme peynir
orneginin geleneksel olarak tretilen Urfa peynirinden daha diisiik salamura

konsantrasyonuda depolanmasinin yumusak yapi iizerinde etkisi olmustur.

Peynir Ornekleri, tat ve koku Ozellikleri bakimindan ayr ayn
degerlendirilmistir. Buna gore; peynir Orneklerinin koku puanlart incelendiginde
panelistler ozellikle ¢ig siitten tiretilen Urfa peynirinde ahirimsi/yemimsi bir koku
tespit etmisler ve bunun sonucunda koku puanlar1 deneme peynirinden daha diisiik
olmustur. Ornekler tat 6zellikleri bakimindan incelendiginde panelistler ¢ig siitten
tiretilen peynir drneginin pastorize siitten liretilen peynir dérnegine gore daha keskin
tada sahip oldugunu, bunun yaninda hissedilen yogun tuz tadinin aromay1 bir miktar
olumsuz etkiledigini bildirmislerdir. Depolama siiresince her iki peynir grubunda da
tat degerleri diisilis gostermis ve bu diisiis deneme peynirinde daha belirgin olmustur.
Piyasa Orneginin daha yliksek tat degerlerine sahip olmasi olasilikla deneme
peynirinde proteolizin daha zayif olmasina ve buna bagl olarak tat gelisiminin yavas

seyretmesine dayanmaktadir.

Panelistler peynirleri genel olarak degerlendirdiklerinde, deneme peynirinin
geleneksel olarak ¢ig koyun siitiinden iiretilen Urfa peynirinden daha yiiksek puanlar
aldign  belirlenmistir.  Ozellikle ¢ig siitten {iretilen peynirin yogun tuz
konsantrasyonunda depolanmasi peynirin goriinlisii iizerinde olumsuz etkileri

oldugunu bildirmislerdir. Panelistler deneme peynir Orneginin yapi ve goriiniis
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ozellikleri lizerine olumlu goriis bildirirken geleneksel Urfa peynirine gore daha hafif

aromaya sahip oldugunu bildirmislerdir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasi kapsaminda fenotipik ve genotipik yontemler araciligi ile
Sanlwurfa ilinin Viransehir, Siverek, Birecik ilgeleri ile merkeze bagh Kisas
beldesinde ¢ig koyun siitiinden iiretilen ve Kontrollii kosullarda 3 ay olgunlastirilan
Urfa peynirlerinde hakim laktik floranin sus diizeyinde karakterizasyonu
saglanmigtir. Urfa peynirlerinden izole edilen toplam 143 susa ait fenotipik ve
genotipik degerlendirmeler sonucunda en yaygin tiirlin Enterococcus spp. oldugu
belirlenmistir. Enterococcus spp.’lerin agirlikli olarak fekal bulasma indikatorii
olarak degerlendirilmesi ve toksikolojik testlerinin tamamlanmamis olmasi nedeniyle
en baskin ikinci tiir olarak tespit edilen Lactococcus spp.’ye ait 3 sus (Lactococcus
lactis spp. lactis (sus no: 62), Lactococcus lactis spp. cremoris (sus no: 63) ve
Lactococcus garvieae (sus no: 44 ). starter kiiltiir olarak kullanilarak pastorize siitten
Urfa peyniri tiretimi gergeklestirilmistir. Bu arastirma sonucunda asagida belirtilen
bulgular elde edilmis ve sonraki ¢alismalar i¢in 6nerilerde bulunulmustur.

Farkli bolgelerde iretilen peynirlerde laktik asit bakterilerinin (Lactobacillus
spp., Lactococcus spp., Enterococus spp.) dagilimi degiskenlik gostermistir. Bu
farkliligin Urfa peyniri iiretim kosularindaki bolgesel farkliliklar ile siit hayvaninin
beslenme rejimi farkliligindan kaynaklandig diistintilmistiir. 16S rDNA sekans dizi
analizi ile tanimlamasi yapilan suslarin 70’i (% 48.95) Enterococcus spp., 58’i (%
40.55) Lactococcus spp., 137t (% 9.10) Lactobacillus spp., 1’1 (% 0.69) streptekok
ve 1’1 (% 0.69) Leuconostoc spp. olmak {izere toplam 143 sus tanimlanmistir. 70
enterekok izolatin 28 adedi Enterococcus faecium (% 40.00), 23 adedi E. durans (%
32.85), 13 adedi E. faecalis (% 18.57), 4 adedi E. lactis (% 5.71) ve 2 adedi (% 2.85)
E. hirae olarak tamimlanirken, 59 Lactococcus spp. izolatin 37 adedi (% 62.71)
Lactococcus lactis subsp. lactis, 18 adedi Lactococcus garvieae (% 30.50) ve 4 adedi
(% 6.77) Lactococcus lactis subsp. cremoris olarak tanimlanmistir. Lactobacillus
spp. olarak tanimlanan 13 izolatin ise 6’simin (% 46.15) Lactobacillus spp., 4’tiniin
(%30.76) Lactobacillus fermentum ve 3’tniin (% 23.07) Lactobacillus
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helveticus oldugu bulunurken, Streptococcus spp. ve Leuconostoc spp. olarak
tanimlanan suslarin ise sirasiyla Streptococcus parauberis ve Leuconostoc lactis
oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, ¢ig siitten geleneksel yolla
iiretilen olgunlasmis Urfa peynirinde hakim olan floray1 Enterococcus spp. ve

Lactococcus spp. grubu laktik asit bakterilerinin olusturdugu belirlenmistir.

Enterococcus spp. cinsi bakterilerin olgunlasmis Urfa peynirindeki laktik
asit bakteri florasinda yliksek miktarlarda bulunmasi, bu bakteri tiirliniin birgok
susunun diisiik pH ve sicaklik ile yiliksek tuz konsantrasyonuna karsi direngli
olmasindan kaynaklanmaktadir. Urfa peyniri yiiksek tuz iceren salamura icerisinde
(% 14-20 w/v) ve <10 °C’de olgunlastirilmaktadir. Ayrica ¢ig siitiin sagim ve
islenme kosullariin biiyiik olasilikla hijyenik olmamasinin da bu tiir bakterilerinin

gelisimine olanak sagladig diisiiniilmektedir.

Izole edilen Lactococcus spp. suslarin % 27.86’smin Lc. garvieae tiirii
bakterilere ait olmasi dikkat c¢ekmektedir. Lc. garvieae siit friinlerinde de
bulunmakla birlikte deniz {iriinlerinde yaygin bir bakteri tiiriidiir. Yapilan bir¢ok
aragtirmada bu tiriin geleneksel peynirlerde Lc. lactis ile birlikte dogal flora
igerisinde yer aldig1 belirlenirken peynirde de aroma gelisimi basta olmak tizere bazi

spesifik etkilere sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Tanimlamas1 yapilan suslarmin fenotipik  6zellikleri incelendiginde,
enterekoklarin tamaminin 10 °C, 45 °C ve % 6.5 NaCl konsantrasyonunda gelisim
gosterdigi belirlenmistir. Lactococcus spp. grubu bakteri icerisinde degerlendirilen
59 susun 44’iiniin (% 74.57) % 6.5 NaCl konsantrasyonunda gelisim gdsterdigi,
15’inin (% 25.42) ise gelisemedigi saptanmistir. % 6.5 tuz konsantrasyonunda ve 45
°C’de gelisim gosteren suslar Lactococcus cinsi bakterilere gore atipik 6zellik

gostermistir.

6 saatlik inkiibasyon sonunda yagsiz UHT siitte laktik asit iiretim degerleri
incelendiginde, 62 Enterococcus spp., 54 Lactococcus spp. ve 9 Lactobacillus spp.

susunun % 0.25 dizerinde laktik asit drettigi belirlenmistir. Bu sonuglar

127



LAR ve ONERILER Hiiseyin Avni KIRMACI

dogrultusunda, ozellikle izole edilen 54 Lactococcus spp. susun laktik asit liretim
kapasiteleri dikkate alindiginda peynir iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanabilme

olasiliginin bulundugu belirlenmistir.

Deneme peynirlerinden izole edilen ve tanimlamasi yapilan suslarin
bakteriyosin iiretebilme yetenekleri incelenmistir. 143 sus igerisinden 4 susun
indikatdr sus Micrococcus luteus’a karst olusturduklar1 zonlar bakteriyosin aktivitesi
olarak degerlendirilmistir. Bakteriyosin iireticisi olarak tanimlanan suslardan 3’{iniin
Enterococcus durans’a, 1’inin ise Enterococcus faecium’a ait oldugu belirlenmistir.
Bu suslarin starter kiiltiir olarak kullanilabilmeleri ig¢in oncelikle tiim patojenite

testlerinin yapilmasi ve potansiyel risklerinin tespit edilmesi gerekmektedir.

Deneme peynirinin toplam kurumadde degerinin TS 13129 Urfa peyniri
standardina uygun oldugu belirlenmistir. Deneme 6rneginin kurumaddede tuz igerigi
olgunlagma siiresi boyunca artis gostermistir. Tuz gecisinin olgunlagsmanin ilk
giinlerinde ¢ok hizli gerceklestigi, sonrasinda ise yavasladigi belirlenmistir. T.S.
13129°da salamura Urfa peynirin kurumadde tuz igeriginin en yiiksek %15 olmasit
ongoriilmektedir. Arastirmamizda elde ettigimiz kurumadde tuz degerlerinin daha
diisiik oldugu saptanmistir. Bu durumun peynir denememizde % 12’lik salamura

kullanimindan ve kurumaddenin yliksek olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Depolama siiresi boyunca peynir 6rneginde pH degerleri dalgali bir degisim
gostermistir. Orneklerin toplam asitlik degerleri olgunlasma siiresince artan ve azalan

bir egilim gostermistir.

Peynir 6rneginde depolama siiresince toplam aerobik mezofilik bakteri
(TAMB) sayilarinda smirli bir azalma kaydedilmistir. Depolama siirecinin
baslangicinda peynir 6rneginin TAMB sayis1 8.62 log kob/g olarak saptanirken
depolamanin 90. giiniinde 8.00 log kob/ g’a kadar diistiigli saptanmustir.

Deneme peynirinin toplam azot igeriginde 90 giinlilk depolama siirecinde

stirekli bir azalma meydana gelmistir. Toplam azot degerlerindeki degisime paralel
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olarak, deneme peynirlerinin suda ¢oziinen azot (WSN) degerlerinde 90 giinliikk
olgunlasma siireci boyunca siirekli bir artis goézlenmistir. Gerek toplam azot
degerindeki azalma seyri gerekse WSN olusum hiz1 dikkate alindiginda geleneksel
salamura Beyaz peynirlere oranla daha yavas seyreden bir proteoliz gergeklestigi
dikkat cekmistir. Bu durumun deneme peynirlerinin iretiminde kullanilan laktik
bakteri suslarinin proteolitik aktivitesinin ticari mezofilik starter kiiltiirlere oranla

daha zayif olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Deneme peynirinin  pH 4.6’da ¢dziinmeyen fraksiyonlarinin iire-PAGE
elektroforetogramlari incelendiginde 60- ve 90-giinliik peynir 6rneginde o, kazeini
(0s1-CN) temsil eden bantlarinin yogunlugunda sinirlt bir azalmanin meydana geldigi
gbzlenmistir. Buna karsin ag-CN pargalanma iirlinlerini temsil eden (Mw <10.000
Dalton) bir bant dizisi ile karsilasilmistir. as3-CN’de belirlenen hidrolizasyonun —
CN’deki hidrolizasyondan bir miktar daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Depolama
siiresince deneme peynirinde suda ¢oziinen azot fraksiyonlarmin iire-PAGE
elektroforetogramlart incelendiginde depolama siiresi boyunca diisiik molekiil
agirlikli peptidler ve aminoasitlerin konsantrasyonunda azalma kaydedilmistir.
Ozellikle, B-I-CN, os-CN (f102-f199) ve ag-I-CN (f24-f199)’i temsil eden
bantlarda azalma dikkat ¢ekmistir. Buna karsin; y;-CN, y,-CN ve y3-CN’i temsil eden
bantlarin yogunluklarinda belirgin bir degisim gbéze carpmamustir. Bu durum,

peynirde plazmin aktivitesinin ¢ok sinirli oldugunu gostermektedir.

Depolama siiresince peynir Orneginin % 70 etanolde c¢oziinmeyen azot
fraksiyonlarinin  lire-PAGE elektroforetogramlar1  incelendiginde olgunlagma
stiresince kazein fraksiyonlarmin bant yogunlugunda azalma oldugu ancak, ileri
proteolizin bir belirteci olan diisiik molekiil agirlikli peptidleri temsil eden bant
dizisinin belirginlesmedigi saptanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda deneme
peynirinin proteoliz diizeyinin geleneksel olarak iiretilen Urfa peyniri ile benzerlik
gosterdigi; ancak klasik salamura Beyaz peynirlere oranla daha diigiik bir olgunlagma

profilinin olustugu anlagilmistir.
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Deneme peynirinin depolama siiresince pH 4.6’da ¢ozilinen fraksiyonlarinin
RP-HPLC peptid profilleri incelendiginde depolama siiresince peynir drneginde ayni
alikonma zamanlarinda minér ve major pikler belirirken, olgunlasma siiresince
piklerin konsantrasyonlarinda artis ve azalislar gézlenmistir. Daha 6nce Urfa peyniri
izerine yapilan c¢aligmalari deneme peynirimiz ile karsilastirdigimizda geleneksel
olarak dretilen piyasa Orneklerinde gozlenen pik konsantrasyonlart deneme
peynirimizden daha yiiksek bulunmustur. Bu durumun farkli tiirde ve Kkalitede
hammadde kullanimi ile farkli {iretim ve olgunlastirma kosullarindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte 6zellikle ¢ig siitiin kompleks
mikroflorasinin  siitlin aminopeptidaz aktivitesinde artisa neden oldugu da
disiiniilmektedir. Bu noktada, 0Ozellikle Eneterococcus spp.’lerin  peynir

olgunlagmasina katkisinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

Deneme peynirinin depolama siiresince %70 etanolde ¢oOziinmeyen Ve
¢oziinen fraksiyonlarmin RP-HPLC peptid profilleri incelendiginde hidrofobik peptid
konsantrasyonunda meydana gelen artisin hidrofilik o6zellikteki peptidlerden ¢ok
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum hidrofilik peptidlerin etanolde
¢oziinmesiyle iligskilendirilmistir. % 70 etanolde ¢ozlinen azot fraksiyonlarinin RP-
HPLC profillerini inceledigimizde erken alikonma zamaninda (0-25 dakika)
(hidrofilik kisim) gozlenen piklerin konsantrasyonunun ileri alikonma zamanlarinda
(25-55 dakika) gozlenen piklerden ¢ok daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Depolama
siiresince peynir Orneginin toplam serbest amino asit (TSAA) miktarinda sinirh
ancak kararli bir artis meydana gelmistir. Gerek iire-PAGE analizleri gerekse RP-
HPLC ve toplam aminoasit analizleri bir arada degerlendirildiginde Urfa peynirinde

proteolizin yavas gelistigi gorilmistiir.

Deneme peynirinin ugucu aroma bilesiklerinde olgunlagsma siiresince
meydana gelen degisimler SPME GC-MS teknigi ile izlenmistir. Buna gore; deneme
Urfa peynirinde 15 adet keton, 14 alkol, 13 aldehit, 12 metil ester, 3 terpen, 2 asit ve
7 diger bilesikler olmak iizere toplam 66 farkli ugucu aroma bilesigi tespit edilmistir.
Ester bilesikleri icerisinde, etil asetat, konsantrasyonu en yiiksek olan ester bileseni

olarak belirlenmis ve depolama siiresince bu bilesenin konsantrasyonunda diizenli bir
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artts olmustur. Etanol, 3-metil-1-biitanol ve 2-metil-1-propanol 90 giinlik peynir
orneginde en yogun tespit edilen alkoller olmustur. Heptanal, hekzanal ve 3-metil
biitanal tiim olgunlasma periyodu boyunca peynirde en fazla bulunan aldehitler
olarak belirlenmistir. 2-pentanone ve 2,3-pentanedione depolama boyunca
konsantrasyonu en fazla olan metil ketonlar olarak tespit edilmistir. Peynir 6rneginde
yalnizca 2 adet ugucu yag asidi bilesigi belirlenmistir. Bunlar igerisinde asetik asit
sadece 90 giinliik peynir drneginde tespit edilirken 2 hidroksi 4-metil pentanoik asit
depolamanin tiim asamalarinda tespit edilmistir. o-pinene, limonen ve B-cymene
deneme peynir Orneginde belirlenen terpen bilesenleridir. Klorofom, toluene,
etilbenzen,1,3-dimetil benzen, styrene, naftalin, 2,3 butandiol gibi farkli bilesenler

depolama siiresince farkli konsantrasyonlarda tespit edilmistir.

Deneme peynirleri panelistler tarafindan duyusal agidan degerlendirilmistir.
Tiim peynir 6rneklerinin 90. gilinlinde renk ve goriiniis puanlarinda azalma meydana
geldigi belirlenmistir. Bununla beraber pastorize siitten iiretilen Urfa peynirinin renk
degeri ¢ig siitten geleneksel olarak iiretilen Urfa peynirinden daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Bu durumun geleneksel olarak iiretilen Urfa peynirinin deneme
peynirimizden daha  yiksek  tuz konsantrasyonundaki salamurada
olgunlagtirilmasindan kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Kitle ve yap1 degerleri
incelendiginde deneme peynirinin geleneksel olarak iiretilen Urfa peynirinden hem
60. hem de 90. giinde daha yiiksek puan aldig1 belirlenmistir. Peynir 6rneklerinin
koku puanlar incelendiginde panelistler 6zellikle ¢ig siitten iiretilen Urfa peynirinde
ahirimsi/ yemimsi bir koku tespit etmisler ve bunun sonucunda koku puanlar
deneme peynirinden daha diisiik olmustur. Ornekler tat 6zellikleri bakimindan
incelendiginde panelistler ¢ig siitten Uretilen peynir Orneginin pastdrize siitten
iiretilen peynir Ornegine gore daha keskin tada sahip oldugunu, bunun yaninda
hissedilen yogun tuz tadinin aromay1 olumsuz etkiledigini bildirmislerdir. Panelistler
peynirleri genel olarak degerlendirdiklerinde, deneme peynirinin geleneksel olarak
¢ig koyun siitlinden iretilen Urfa peynirinden daha yiiksek puanlar aldig:

belirlenmistir.
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Sonu¢ olarak; elde edilen bulgular 1s18inda asagidaki degerlendirmeler

yapilmistir:

1. lzolasyonu ve genotipik tanilamasi vyapilan suslardan o6zellikle
Lactococcus cinsi bakterilerin proteolitik yetenekleri ortaya konulmalidir,

2. Urfa peynirinde en yaygin tiir olan ve peynir aromasi iizerinde onemli
etkileri olduklar1 diistiniilen Enterococcus spp.’lerin toksikolojik testleri
yapilmali, ardindan da peynir yapimmima yonelik teknolojik Ozellikleri
belirlenmelidir,

3. Proteolitik yetenekleri belirlenen suslar icerisinde yiiksek proteolitik
ozellige sahip suslarin peynir iiretiminde ger¢ek zamanli denemeleri
gerceklestirilmelidir,

4. Proteolizin sinirlt olmasi nedeniyle Urfa peynirlerinin olgunlagma siiresi 6-

9 aya kadar uzatilmalidir.
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OZET

Bu calismada biyokimyasal, fenotipik ve genotipik yontemler yardimai ile ¢ig
koyun siitiinden geleneksel olarak iiretilen Urfa peynirlerinde hakim laktik floranin
sus diizeyinde karakterizasyonunun yapilmasi ve endiistriyel diizeyde Urfa peyniri
tiretiminde  kullanilabilecek  6zgiin  starter  kiiltiir  ¢esidinin  belirlenmesi
amaclanmistir. Bu amagla; Sanlurfa ilinin 4 farkli bolgesinden geleneksel olarak
tretilen taze peynir Ornekleri (n=20) toplanmis ve 3 ay olgunlastirilmistir.
Olgunlasma donemi sonunda peynir Orneklerinde yer alan bakteri izolatlarinin
(n=180) fenotipik testler ve 16S rDNA dizi analizi ile tanilanmasi ve
smniflandirilmas: gerceklestirilmistir. Izole edilen tiim suslarin asit ve bakteriyosin
tiretim yetenekleri incelenmistir. Elde edilen sonuglar 1s18inda, peynir drneklerinde
oransal olarak en yaygin bulunan 3 laktokok (Lactococcus lactis spp. lactis (sus
no:62), Lactococcus garvieae (sus no:44), Lactococcus lactis spp. cremoris (sus
n0:63) izolatt starter kiiltiir olarak kullanilarak Urfa peyniri tretilmistir. Depolama
sliresince deneme peynirinin kimyasal ve duyusal oOzellikleri aragtirtlmigtir. Bu

calisma kapsaminda elde edilen sonuglar asagida 6zet olarak sunulmustur:

e 143 izolatin %48.95’inin Enterococcus spp., %40.55’inin Lactococcus
spp., %9.10’unun Lactobacillus spp., %0.69’unun Streptococcus spp.,
%0.69’unun ise Leuconostoc spp. tiiriine ait oldugu belirlenmistir. En
baskin tiir olarak tespit edilen enterokoklarin 9%40.0’1 Enterococcus
faecium, %32.8°’i E. durans, %18.5’i E. faecalis; laktokolarin %62.71’i
Lactococcus lactis spp. lactis, %30.50’s1 ise Lactococcus garvieae olarak

siniflandirilmastir.

e Tanimlamasi yapilan izolatlardan laktokoklarin biiyiik bir cogunlugunun
% 6.5 NaCl gelisim gostererek laktokoklar i¢in atipik 6zellik gosterdigi,
bu durumun Urfa peynirinin tuz igerigi yiiksek salamurada depolanmasi
sonucu tuza direngli bakterilerin ortama hakim olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmiistlir. Tuza direngli suslarin endiistriyel iiretimde starter kiiltiir

olarak kullanimlarinin 6nemli avantajlari olacag: diisiiniilmektedir.
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90 giin olgunlastirilan peynirlerde depolama siiresince kimyasal analizler
yapilmis ve elde edilen sonuglar 6nceki galigmalar ile karsilagtirilmistir.
Toplam kurumadde, kurumaddede yag, kurumaddede tuz igeriklerinde
belirlenen farkliliklar peynir iiretiminde kullanilan siit bilesimi ve

salamura tuz konsantrasyonundan kaynaklandigi diistinilmiistir.

Depolama  siiresince  deneme  peynirinin  proteoliz  diizeyinin
belirlenmesinde Ure-PAGE elektroforez, RP-HPLC ve toplam serbest
amino asit analizleri yapilmistir. Depolamanin 90. giiniinde ag;-kazein
pargalanma {irlinlerinin agiga ¢ikti1, olgunlagsma periyodunda hem
hidrofilik hem de hidrofobik peptitlerin konsantrasyonunda artis meydana
geldigi, toplam serbest amino igeriginde de depolama siiresince sinirlt
ancak diizenli bir artis oldugu saptanmistir. Elde edilen sonuglar piyasa
ornekleri ile karsilagtirildiginda deneme peynirimizde meydana gelen
proteoliz  diizeyinin piyasa Orneklerinden daha diisik oldugu

belirlenmistir.

Deneme peynirinde depolama siiresince 15 keton, 14 alkol, 13 aldehit, 12
metil ester, 3 terpen, 2 asit ve 7 diger bilesenler olmak iizere toplam 66
farkli ugucu aroma bilesigi tespit edilmistir. Genel olarak depolama
stiresince ugucu aroma bilesiklerinin konsantrasyonunda artiglar

gozlenmistir.

Duyusal degerlendirmeler sonucunda deneme peynirinin geleneksel
olarak iiretilen peynirlerden goriiniis, renk ve koku yoniinden daha iyi

puanlar aldig1, aroma yoniinden ise daha diisiik puan aldig1 saptanmustir.
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SUMMARY

In this study, characterization of dominant strains of lactic flora in traditional
Urfa cheese made from sheep’s milk, was done using biochemical, phenotypic and
genotypic methods. Selection of the promising species and strains of lactic acid
bacteria for the purpose of development of novel starter culture candidates was the
paramount aim of the present study. For this purpose, 20 fresh Urfa cheese samples
were collected from 4 different regions of Sanliurfa province and the cheeses were
stored under controlled conditions for a period of 3 months. Isolates were classified
using phenotypic tests and 16S rDNA sequence analysis. Acidification and
bacteriocin production abilities were also determined for each isolate. Three
lactococcus isolates (Lactococcus lactis spp. lactis (strain no:62), Lactococcus
garvieae (strain no:44), Lactococcus lactis spp. cremoris (strain no:63) were used as
candidate starter culture in the production of Urfa cheese. During ripening period,
chemical and organoleptic properties were investigated. In summary, the following

results were obtained during the present work:

e The percentage distributions of the lactic acid bacteria isolated were as
follows: 48.95% Enterococcus spp., 40.55 % Lactococcus spp., 9.10 %
Lactobacillus spp., 0.69 % Streptococcus spp. and 0.69% Leuconostoc
spp. Among the Enterococcus spp. Enterococcus faecium (40 % of total
enterococcus strains) was the most frequently present species, followed
by E. durans (32.85 %), E. faecalis (18.57 %), respectively. Lactococcus
lactis spp. lactis (62.71 % of total lactococcus species) and Lactococcus

garvieae (30.50 %) were the most frequently present lactococci.

e The majority of lactococcal isolates showed an atypical phenotypic
charcater as they grew in the presence of % 6.5 NaCl. Due to the high salt
content of Urfa cheese, the salt resistant lactococal isolates were thought
to become dominant. Use of salt-resistant strains in industrial cheese

production as a starer cultures were evaluated to be advantageous.
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During 90 days of storage, chemical analysis were carried out and the
results of the experimental cheese were compared with previous studies.
The differences in total dry matter, total fat-in-dry matter and total salt-in-
dry matter contents were thought to be resulted from the differences in

milk composition and brine concentration.

To determine the level of proteolysis during ripening period of the
experimental cheese, urea-PAGE electrophoresis, RP-HPLC and total free
amino acid analysis were carried out. Urea-PAGE electrophoretograms
revealed that at the end of ripening period, ag-casein degradation
products became visible. The peptide profile of the cheese sample as
determined by RP-HPLC during ripening period showed that both
hydrophilic and hydrophopic peptide concentrations were increased.
Accordingly, total free amino acid content was increased to a limited
extend during ripening period. Results revealed that the development of
proteolysis in Urfa cheese was rather limited, compared with the market
samples.

During storage period, in total 66 different volatiles (15 ketones, 14
alcohols, 13 aldehydes, 12 methyl esters, 3 terpenes, 2 acids and 7 to other
components) were identified. In general, during storage period, an

increase in the concentration of volatile aroma compounds was observed.

According to the organoleptic evaluations, the experimental cheese
received higher sensory scores in terms of appearance, color and smell
than traditionaly produced Urfa cheese. On contrary, the aroma scores of
the experimental cheese were found to be lower than that of the market

samples.
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