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OZET

Bu ¢alisma, starter kiiltiir kullanmilmadan geleneksel tekniklere gore yapilmis izmir
Tulum peynirinden Lactococcus cinsine ait suslarin izolasyonu ile bu izolatlarin birtakim
fenotipik testler yardimiyla ve 16S rDNA baz alinarak diizenlenmis primerler ile polimeraz
zincir reaksiyonu kullanilarak identifiye edilmesi amaciyla yapilmistir. Elde edilen izolatlar,
hem gelecekte bilimsel calismalarda materyal olarak kullanilacak, hem de peynircilikte
potansiyel kiiltiir olarak kullanilabilecektir.

Bu amagla, Mayis 2005 ile Mayis 2006 tarihleri arasinda 90 tane peynir 6rnegi Aydin
Ili ve ¢evresinden toplanmustir. Peynir 6rneklerinin soguk zincir altinda laboratuvara
taginmasindan sonra mikrobiyolojik ekimler gerceklestirilmistir. Laktokok suglarinin
izolasyonunda 40 pg/ml nalidiksik asit iceren M17 agar kullanilmustir.

Bu besi yerindeki koloni sayilarinmn 1.9 x 107 ile 2.1 x 10® kob/g diizeyleri arasinda
degistigi tespit edilmis, tipik ozellik gosteren koloniler ileri islemler i¢in secilmistir. Bu
amacla bu 6zellikteki suslar, M17 laktoz broth igeren tiiplere aktarilmis ve 30°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Ureyen mikroorganizmalar yeniden M17 agar besi yerine ekilmistir. Bu
stire¢ izolatlarin saflastirilmasi amaciyla 2 kez gergeklestirilmistir. Bu islemlerden sonra
izolatlar biyokimyasal testlere tabii tutulmuslar ve bu sekilde 36 izolatin laktokok profili
gosterdigi tespit edilmistir. Daha sonra bu izolatlarin lactis ya da cremoris alt tiirlerine ait
olup olmadiklarini belirlemek amaciyla alttiirlere spesifik primerler kullanilarak polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile analiz edilmistir. Test edilen izolatlarin 18 tanesi lactis primerleri
ile 11 tanesi de cremoris primerleri ile pozitif sonu¢ vermistir. Test edilen primerlerden

hicbirisi diger tiire ait mikroorganizmalarla pozitif sonu¢ vermemistir.

Anahtar kelimeler: {zmir Tulum peyniri, identifikasyon, Lactococcus, PZR
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SUMMARY

Isolation of Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. cremoris Strains
From Traditionally Manufactured Izmir Tulum Cheese and Biochemical and PCR

Identification

This study was done to isolate strains belonging to the Lactococcus genus from Izmir
Tulum cheese manufactured according to traditional techniques without using starter bacteria
and to identify the isolates by some phenotypic tests and polymerase chain reaction by using
primers designed from 16S rDNA. The isolated strains would be used for scientific studies in
the future and selected possible candidates would be employed as starter culture in the cheese
making.

For this purposes, 90 cheese samples were collected from Aydin province between
May 2005-May 2006. Cheese samples were transported to the laboratory in appropriate
conditions and subjected to microbiological analyses. M17 agar containing 40 ug/ml was used
as the media for the isolation of lactococcal strains.

The number of colonies growing on the media was found to vary from 1.9 x 107 to 2.1
x 10® cfu/ g. A typical colony representing the appearance of type strain was selected for the
further identification. For this purpose the colonies were picked up and transferred into M17
lactose broth and incubated at 30 C for 24 h. Thereafter, planting onto M 17 agar was
performed. This process was repeated twice to allow purification of isolates. After this
process the isolates were subjected to biochemical tests and 36 isolates represented
lactococcus profile. The isolates were then analyzed by polymerase chain reaction (PCR) by
using subspecies-specific primers distinguishing lactis and cremoris subspecies. Among the
tested isolates 18 gave positive result with lactis primers whereas only 11 isolates were

confirmed by cremoris primers.

Key words: Izmir Tulum cheese, Lactococcus, identification, PCR
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OZET

Bu ¢alisma, starter kiiltiir kullanmilmadan geleneksel tekniklere gore yapilmis izmir
Tulum peynirinden Lactococcus cinsine ait suslarin izolasyonu ile bu izolatlarin birtakim
fenotipik testler yardimiyla ve 16S rDNA baz alinarak diizenlenmis primerler ile polimeraz
zincir reaksiyonu kullanilarak identifiye edilmesi amaciyla yapilmistir. Elde edilen izolatlar,
hem gelecekte bilimsel calismalarda materyal olarak kullanilacak, hem de peynircilikte
potansiyel kiiltiir olarak kullanilabilecektir.

Bu amagla, Mayis 2005 ile Mayis 2006 tarihleri arasinda 90 tane peynir 6rne8i Aydin
Ili ve ¢evresinden toplanmustir. Peynir 6rneklerinin hizli bir sekilde laboratuvara
tasinmasindan sonra mikrobiyolojik ekimler gerceklestirilmistir. Laktokok suglarinin
izolasyonunda 40 pg/ml nalidiksik asit iceren M17 agar kullanilmustir.

Bu besi yerindeki koloni sayilarinm 1.9 x 107 ile 2.1 x 10® kob/g diizeyleri arasinda
degistigi tespit edilmis, tipik koloni dzellikleri gosteren sus ileri iglemler i¢in secilmistir. Bu
amagla bu ozellikteki suglar, M17 laktoz broth igeren tiiplere aktarilmis ve inkiibe edilmistir.
Bundan sonra bu bakteriler, tekrar M17 agar besi yerine ekilmistir. Bu siire¢ izolatlarin
saflagtirilmast amaciyla 2 kez gerceklestirilmistir. Bu islemlerden sonra izolatlar basit
biyokimyasal testlere tabii tutulmuslar ve bu sekilde 36 izolatin laktokok profili gosterdigi
tespit edilmistir. Daha sonra bu izolatlarin lactis ya da cremoris alt tiirlerine ait olup
olmadiklarim belirlemek amaciyla alttiirlere spesifik primerler kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile analiz edilmistir. Test edilen izolatlarin 18 tanesi lactis primerleri ile 11

tanesi de cremoris primerleri ile pozitif sonu¢ vermistir.

Anahtar kelimeler: {zmir Tulum peyniri, identifikasyon, Lactococcus, PZR



SUMMARY

Isolation of Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. cremoris Strains
From Traditionally Made Izmir Tulum Cheese and Identification of Isolates by

Phenotypic and Molecular Techniques

This study was done to isolate strains belonging to the Lactococcus genus from Izmir
Tulum cheese manufactured according to traditional techniques without using starter bacteria
and to identify the isolates by some phenotypic tests and polymerase chain reaction by using
primers designed from 16S rDNA. The isolated strains will be used for scientific studies in
the future and selected possible candidates would be employed as starter culture in the cheese
making.

For this purposes, 90 cheese samples were collected from Aydin province between
May 2005-May 2006. Cheese samples were transported to the laboratory rapidly and
subjected to microbiological analyses. M17 agar containing 40 pug/ml was used as the media
for the isolation of lactococcal strains.

The number of colonies growing on the media was found to be varied from 1.9 x 10’
to 2.1 x 10® cfu/ g bacteria. A typical colony representing the appearance of type strain was
selected for the further identification processes. For this purpose the bacteria were picked up
from the colony and transferred into a tube containing M 17 lactose broth and incubated.
Thereafter, the bacteria were again plated onto M 17 agar. This process was repeated twice
and allowed to purify the isolates. After this process the isolates were subjected to simple
biochemical tests and 36 isolates were represented lactococcus profile. The isolates were then
analyzed by polymerase chain reaction (PCR) by using subspecies-specific primers allowing
distinguishing lactis and cremoris subspecies. Among the tested isolates 18 gave positive

result with lactis primers whereas only 11 isolates were confirmed by cremoris primers.

Key words: Izmir Tulum cheese, Lactococcus, identification, PCR



GIRiS

Fermente gidalarin fermantasyon siireci sirasinda istenen nitelikleri kazanmalarinda
ve daha dayanikli bir yapiya doniismelerinde laktik asit bakterileri (LAB) etkin bir role
sahiptirler (1-3). Bu bakterilerin, gidalarin besleyici degerlerinin artmasinin saglanmasi,
sindirimdeki yararliliklar1 ve patojenlere kars1 giivenilirlikleri gibi faydalari vardir. Dogal
fermente iiriinlerde iirtiniin kalitesi, fermantasyon prosesine ve dominant mikroorganizma
tiiriine bagl olarak degismektedir (4).

LAB deyimi, Gram pozitif bakteriler ve bir¢cok biyokimyasal ve ekolojik 6zellikleri
bakimindan ortak 6zellik tasiyan mikroorganizmalar i¢in kullamilmaktadir (5). LAB,
sagliga yararli ve patojen olmayan mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar icerisinde
laktokoklar, laktobasiller, leukonostoklar, pediokoklar ve Streptococcus thermophilus yer
almaktadir (6).

Organizma tiiriine ve metabolizmalarina bagli olarak, baslica karbon kaynaginin
glukoz olmasi durumunda, son {iriin olarak laktik asit olusturmast durumunda
homofermentatif (Lactococcus (L.), Streptococcus (S.)) ya da glukoz molekiiliinii laktat,
etanol ve karbondioksite parcalanmasimi saglayan heterofermentatif (Leuconostoc (Ln.),
Weissella (W.)) LAB olarak iki kistmda incelenmektedir (7,8). Bu asitlestirme ve
enzimatik siire¢ ile LAB, fermente gidalara, lezzet, tekstiir ve dayamiklilik kazandirirlar
(6). Bu mikroorganizmalarin bir kismi gidalarin bozulmasin1 ve patojen bakterilerin
gelisimini inhibe etmelerinin ve gidalarin raf omiirlerinin uzamalarin saglamalarinin yani
sira; et, balik ve iceceklerde bozulmaya da neden olabilmektedirler (8).

Laktik streptokoklara DNA-DNA hibridizasyon tekniklerinin uygulanmasi,
bunlarin ilk siniflandirilmasinda degisikliklere neden olmustur. Laktik streptokoklarin,
diger streptokoklardan genetik olarak farkli oldugu tespit edilmis ve sonug¢ olarak
“Lactococcus” adi altinda yeni bir cins olusturulmasi saglanmistir (9).

Laktokoklar, cesitli fermente gidalarda yararli mikroorganizmalar olarak bilinmekle
beraber (10-12), L. lactis, siit teknolojisinde en O©nemli starter bakteri tiiriinii
olusturmaktadir (11,13-18). Dogal olarak bitkilerde ve sigir viicutlarinda bulunan
laktokoklarin  (13), peynir ve diger fermente siit drilinlerinin yapiminda ve
olgunlastirllmasinda starter kiiltiir olarak diinya capinda kullanilan bir LAB olmasinin
nedenleri arasinda bu suslarin laktozu fermente etmeleri, proteinaz aktivitesine sahip
olmalar1, sitrat metabolizmalari, bakteriyofaj direnclilikleri ile bakteriyosin ve

ekzopolisakkarit (EPS) olusturmalar1 yer almaktadir (19).



Laktokoklar, streptokok ve Enterokoklar gibi katalaz negatif, Gram pozitif
koklardir. Makroskopik olarak kiiresel ya da oval olan bu hiicreler, tek, ¢ift ya da zincir
halinde goriilmektedir. Zincirin uzamasi durumunda rod benzeri bir goriintii ortaya
cikmakta ve laktokoklarin, laktobasil olarak adlandirilmasina sebep olmaktadir. Bunun
sonucu olarak L. lactis subs. lactis ve L. lactis subs. hordinae, sirastyla Lactobasillus (Lb.)
xylosus ve Lb. hordinae olarak adlandirilmistir. Laktokoklar hareketsiz olup genellikle
hemoliz olusturmazlar, sadece L. lactis’in baz1 suglar1 zayif bir a—hemoliz olusturmaktadir.
Biitiin laktokoklar genellikle % 4 tuzda gelisebilmektedir. Sadece L. lactis subs. cremoris
% 2 tuzu tolere edebilmektedir. Laktokoklar, 10°C’de gelisebilirken 45°C’de
gelisememektedirler. Bu ozellikleri, streptokok ve enterokoklardan ayirt edilmesini
saglamaktadir (7,20,21).

LAB, siit riinlerinin fermantasyonlarinda 6zellikle de peynir yapiminda 6nemli
rollere sahiptir. Bazi fermente siit iiriinlerinde, aroma bilesiklerinin olusumunun
baslatilmasinda siklikla rol almaktadir. Siit endiistrisi, siirekli genisleyen iiriin yelpazesi
icin LAB havuzundan 6zellikle ¢ig siit ve ¢ig siitten yapilan peynirlerden yeni suslar elde
etmeyi amag edinmistir (5).

Tiirkiye’de cok fazla peynir tiirii bulunmakla birlikte bunlardan 3 tanesi (Beyaz,
Kasar ve Tulum peynirleri) daha fazla bilinmekte ve ekonomik 6nemi bulunmaktadir (22).
Tulum peyniri Trakya Bolgesi haric, Tiirkiye’nin her bolgesinde iiretilmekle beraber gerek
tiretim ve gerekse iiretim sonrasi olgunlastirma sekil ve siireleri farklilik gostermektedir.
Tulum peyniri yaygin olarak {iiretildigi yorelere gore farkli isimlerle anilmaktadir. Yaygin
olarak bilinenleri Erzincan (Savak), Divle, Cimi ve Izmir (salamurali) Tulum peynirleridir
(22-25). Basta Izmir, Aydin ve Manisa illeri olmak iizere Ege Bolgesi'nde iiretilen
salamurali tulum peyniri, izmir Tulum peyniri olarak adlandiriimaktadir (25).

Standartlarimizda izmir Tulum peyniri (salamura tulum peyniri) inek, koyun,
manda ve kegci ¢ig siitlerinin veya bunlarin karisimlarinin pastorize edilmesinden sonra
veya uygun pastorize siitiiniin teknigine uygun olarak islenmesi, islem esnasinda katki
maddelerinin ilave edilmesi ve olgunlastirilmasi sonucu elde edilen iiriin olarak
tammmlanmaktadir (26).

Bu calisma, Aydin ili ve ¢evresinde ilk siralarda tercih edilen, geleneksel usullere
gore yapilan Izmir Tulum peynirinden L. lactis suslarimin izolasyonu ve elde edilen
izolatlarin fenotipik ve PZR ile identifikasyonu amaciyla yapilmistir. Bu sayede, Izmir
Tulum peynirlerinin dogal laktokok florasini olusturan suslar —80°C’de saklanarak

korunmus olacak ve ileride yapilacak asidifikasyon, proteoliz, bakteriosin olusturma,



antibiyotik ve faj direnclilikleri ile ekzopolisakkarit olusturma gibi teknolojik nitelikler

bakimindan incelenip en uygun kiiltiirlerin belirlenmesine 151k tutabilecektir.



GENEL BiLGILER

Siit igerdigi besin maddeleri nedeniyle insan i¢in degerli bir besin oldugu kadar
mikroorganizmalar icin de uygun bir iireme ortamidir. Bu nedenle dayaniklilik siiresi
oldukga kisadir. Siitiin dayaniklilik siiresinin uzatilabilmesi ancak siit iiriinlerine islenmesi
ile miimkiindiir. Siit tiriinleri i¢inde en yaygin olarak bilineni peynirdir. Diinya genelinde
bilinen peynir ¢esidi 2000 civarindadir. Fakat bu peynirlerin biiyiik ¢cogunlugu birbirine
yakin cesitler olup temelde farkli 12 peynir ¢esidi vardir. Peynir yapiminda kullanilan
siitiin ¢esit ve bilesiminin bolgelere gore farkli olmasi tulum peynirlerinin kalitesine de
yansimigtir. Bolgelere gore farkli isleme ve olgunlastirma sekillerinden dolayi standart bir
tiretim sekli bulunmamaktadir.  Bununla birlikte, kalitenin standardizasyonu ig¢in
pastorizasyonun ve starter kiiltiir kullaniminin sart oldugu vurgulanmaktadir (23). Tulum
peyniri Trakya Bolgesi harig¢, Tiirkiye nin her bolgesinde iiretilmekle beraber gerek iiretim
ve gerekse liretim sonrasi olgunlastirma sekil ve siireleri farklilik gostermektedir. Tulum
peyniri yaygin olarak {iiretildigi yorelere gore farkli isimlerle amilmaktadir. Yaygin olarak
bilinenleri Erzincan (Savak), Divle, Cimi ve Izmir (salamurali) tulum peynirleridir. Kuru
tulum peyniri genellikle i¢, dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde, salamurali tulum
peyniri ise, Ege Bolgesinde 6zellikle de Izmir, Aydin ve Manisa ¢evresinde iiretilmektedir
(23-25).

Tiirkiye’de 100’den fazla peynir ¢esidi bulunmakla birlikte, benzerlikleri yoniinden
yaklagik 30 farkli grup altinda toplanmaktadirlar. Beyaz peynir, kasar peyniri ve tulum
peyniri gibi 3 peynir ¢esidine ilave olarak lokal olarak iiretilen Mihalig, oltu peyniri, Van
otlu peyniri, Civil peyniri, Golot peyniri, Kiilek peyniri, Urfa peyniri ve Diyarbakir tuzlu
orgii peyniri gibi ¢ok fazla peynir ¢esidi vardir (27). Bununla birlikte ekonomik degeri
olan peynirler; beyaz peynir, kasar peyniri ve tulum peyniridir (23,28).

Lokal peynirlerimizden olan tulum peynirinin (27,29) olgunlasmasina, bakteriler ve
kiifler katkida bulunmaktadir. Salamura tulum peyniri kendine has yapi, goriiniis, renk,
koku, tat ve aromada olmali ve kiiflii goriiniimde olmamalidir (26). izmir Tulum peyniri,
yar1 sert peynir olup kiitlece en ¢cok % 50 rutubet icermelidir (26,27,30). Koyun, keci,
inek, manda siitlerinin tam, yarim yagl ya da yagsiz siitlerinden yapilabilmektedir (23,25-

27,29,31).



IZMIiR TULUM PEYNIiRi YAPILISI

Trakya bolgesi disinda Tiirkiye’ nin her yerinde tulum peyniri tiirleri, kuru ve
salamural1 olmak iizere 2 ana grupta toplanabilir. Kuru tulum peynirleri daha ¢ok Orta
Anadolu, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinde yaygin olarak
iiretilmektedir. Ozellikle Erzincan, Erzurum ve Orta Anadolu’yu Akdeniz’e baglayan
Toros yaylalarinin tulum peynirleri en iinliileridir. Bunlardan Erzincan Savak Tulum
peyniri, Antalya Akseki Cimi peyniri, Karaman’in Ayranci yoresinin Divle Tulum peyniri
ile Cankir1 Kargi Tulum peyniri, biiyiik sehirlerimizde de talep gormektedir.

Basta Izmir, Aydin ve Manisa illeri olmak iizere Ege Bolgesi’nde iiretilen
salamurali Tulum peyniri ise iiretim teknolojileri ve dzellikleri bakimindan kuru tulum
peynirlerinden farklidir ve izmir Tulum peyniri olarak adlandiriimaktadir.

Yar sert, krem renginde, homojen dagilmus kiiciik gozler iceren Izmir Tulum
peyniri, iiretim yontemleri ayn1 olmasina ragmen “teneke tulumu” ve “deri tulumu” olarak
adlandirilmaktadir. Ozellikle Ege Bolgesi’nde iiretilen bu peynir, koyun, keci, inek ve
kimi zaman manda siitleri karistmindan yapilmaktadir.

Geleneksel yontemlere gore Izmir tulum peynirinin yapilist (25);

Siitiin 1s1tilmasi1 ve mayalanmasi:
Peynir yapiminda kullanilacak siit genellikle pastorize edilmez, mayalanma
sicakligina 1sitildiktan sonra mayalanir. Mayalama sicakligi 32-37°C ve pihtilagma siiresi

45-60 dakika kadardir.

Pihtinin parcalanmasi:

Olusan piht1, ucunda aga¢ ¢ubuklar bulunan ve “kirma” adi verilen boyu 1.5
metreye varan sopalar ile parcalanir. Bu islem, piht1 tanelerinin nohut tanesi biiyiikliigiine
ulagincaya kadar devam eder. Bu islem tamamlandiktan sonra, ptht1 ve peynir alt1 suyu 15
dakika kadar dinlendirilir. Baz1 isletmelerde ise, ptht1 par¢alandiktan sonra tekneye

40-50°C su dokiildiikten ve su iyice karigtirildiktan sonra piht1 dinlendirilmektedir.

Telemenin cendere bezine aktarilmasi ve peynir suyunun siiziilmesi:
Dinlendirilen teleme, teknenin dibinde toplanir. Tekne i¢inde cendere bezine alinir.
Bezdeki teleme suyunu salmasi i¢in tekne boyunca baskilanir ya da kiigiik isletmelerde

cendere bezinin uglan birlestirilerek tekneden ¢ikartilir. Peynir suyunun siiziilmesi, bazi



mandiralarda cendere bezi ile kazandan alinan teleme, bezle birlikte tavandaki ¢engellere
asilir. Siizme sonrasi arta kalan telemeden yapilan peyniri mandiracilar, “aski tulumu”
olarak adlandirirlar. Bazi isletmelerde ise kazanda parcalanan pihti, tezgah tizerine serilen
cendere bezlerine alinir ve lizerine agirlik koyularak baskilanir. Bu sekilde peynir suyunun

uzaklastirildig1 peynire de “baski tulumu” denir.

Taze peynirin kaliplar halinde kesilmesi, fermantasyon ve tulumlara ya da tenekelere
yerlestirilmesi:

Teknede peynir suyundan yeterince arindirilan teleme, kaliplar halinde kesilir. On
olgunlastirma yapilarak asitliginin artmasi saglanir ya da peynir suyunun siiziilmesinin
ardindan tezgah iizerine aktarilir, iri parcalar halinde kesilir ve sogumasi i¢in iistiine temiz
soguk su dokiiliir. Ardindan her bir par¢ca 250-1500 gram arasinda olacak sekilde tekrar
kesilir. Onceden hazirlanmis, killar1 kesilip yikanmus olan kegi deri tulumlarinin kill
taraflarina bir sira yerlestirilir. Uzerine iri taneli, yikanmis kaya tuzu serpilir. Tulum agz1
dolduruluncaya kadar bu isleme devam edilir. Dolan tulumun agiz kismina da bolca tuz
serpilir. Kaliplarimi tulumda bosluk yaratmamasima dikkat edilir ve tulumun agzi kapatilir.
Eger teneke tulumu iiretilecekse, peynir suyunun uzaklagtirllmasinin ardindan elde edilen
teleme iri kaliplar halinde kesilir. Kaya tuzundan hazirlannmis salamurada 1 giin bekletilip
tenekelere yerlestirilir, kaliplar arasina da kuru tuz serpilir, tizerleri ortiilerek 1-2 giin
bekletilir. Salamura ilave edilip iizerleri kapatilir ya da bir tekneye bir kat peynir, iizerine
bir miktar tuz olmak iizere yerlestirilerek fermantasyona birakilir. Bu siire 1-3 giin
kadardir. Bu siire esnasinda peynirler zaman zaman ters cevrilir ve gézeneklerin olusmasi
saglanir. Daha sonra peynir kaliplar1 tenekelere yerlestirilir ve birkac giin dinlendirilir. Bu
arada tenekede olusan su siiziilerek uzaklastirilir. Ardindan salamura doldurulup agizlar

kapatilarak 4-6°C’de 3.5-4 ay olgunlastirilir.

Doldurulan tulumlarin depolanmasi:

Yukarida belirtildigi gibi doldurulup agizlar1 baglanan tulumlar, oda sicakliginda
1-2 hafta bekletilir. Boylece 6n olgunlasan peynirler, daha sonra soguk hava deposuna
taginirlar. Soguk hava deposundaki tulumlar 1-1.5 ay sonra kontrol edilirler. Tulumdaki
peynir, genellikle 6nceden olugan salamuranin tamamini ¢eker, salamuranin bir béliimii de
tulumdan sizabilir. Kontrol asamasindaki peynirlerin sertlik derecesine bakilir ve buna

gore tuluma salamura eklenir.



Randiman:

Salamura tulum peynirlerinde randiman, 6zellikle iretimde kullanilan siitiin kuru
madde oranina baghdir. Genellikle, 1 kilo tulum peyniri i¢in 4.5-5.0 litre koyun siitii,
5.5-6.0 litre keci siitii ve 8-9 litre inek siitii gereklidir. Kuru ve salamurali tulum

peynirlerinin ortalama % bilesenleri tablo 1’de verilmistir.

Salamura tulum peyniri iiretim tarihinden itibaren en az 90 giin olgunlasma siiresini
tamamladiktan sonra piyasaya siiriilmelidir (26).
Bu sekilde iiretilmis olan izmir Tulum peynirinin TSE tarafindan belirlenmis
siniflandirmalar su sekildedir:
Duyu 6zelliklerine gore;
a) Birinci sinif
b) ikinci sinif olmak iizere 2 siniftir.
Icermis oldugu siit yagi miktarina gore;
a) Tam yagh
b) Yagh
¢) Yarim yagh
d) Az yagh (yavan) olmak iizere 4 tiptir.

Siit yag1 miktari, katt maddede, tam yagh salamura peyniri i¢in kiitlece en az % 42,
yagl salamura peyniri i¢in kiitlece en az % 30, yarim yagh salamura peyniri i¢in kiitlece en

az % 20 ve az yaglh (yavan) salamura peyniri i¢in kiitlece en ¢ok % 20 olmalidir (26).

Bazi kimyasal 6zellikleri bakimindan ise;
- Rutubet, kiitlece en ¢ok % 50,
- Titrasyon asitligi laktik asit cinsinden en ¢ok % 3 olmalidir.
- Agir metallerden kalay 250 ppm, kursun 0.3 ppm ve civa 0.03 ppm’den fazla

olmamalidir (26).



Tablo 1: Kuru ve salamurali tulum peynirlerinin ortalama % bilesenleri (24).

Miktar %
Unsur Kuru Salamurali
Rutubet 37.9 42.9
Yag 28.7 28.7
Protein 26.1 21.2
Tuz 5.2 5.8
Saf kiil 2.1 1.4

Laktik Asit Bakterileri ve Laktokoklar

Gida maddelerinin fermantasyon isglemine tabii tutularak islenmesi c¢ok eski
donemlerden beri bilinen ve kullanilan bir tekniktir. Et, siit, bitkisel iiriinler, baliklar,
sebzeler ve unlu mamullerin dayanimini, lezzetini ve besleyici degerini artirmak amaciyla
diinyanin her yerinde degisik fermantatif bakterilerden yararlanilmaktadir (32). Fermente
siit iirlinlerinden yogurdun fermantasyonunda S. salivarius subs. thermophilus ve Lb.
delbrueckii subs. bulgaricus kullanilirken; tereyaglarinda L. lactis subs. lactis biovar.
diacetylactis ve Ln. mesenteroides istenilen diasetil aromasinin olugmasi amaciyla
kullanilmaktadir. Peynirlerde ise L. lactis cok biiylik ekonomik oneme sahip bir tiirdiir
(33). Laktokoklarin, 6zellikle de L. lactis subsp. cremoris’in dnemliligi, aroma olusturma
metabolizmasinda iistiinliigiindendir (6,34).

Laktokoklar onceleri streptokok cinsinde simiflandiriliyordu  ve  maltoz
fermantasyonundaki farklilik g6z Oniine alinarak S. lactis ve S. cremoris olmak iizere iki
tiire ayrilmistir (9). Laktik streptokoklar olarak adlandirilan bu suslar arasinda (6) pH
9.2°de, 40°C’de ve % 4 NaCl’de gelisebilmeleri ag¢isindan farkliliklar tespit edilmistir. En
sonunda, arjininden amonyak olusturulmasi bu iki tiiriin ayirt edilmesinde (alttiir cremoris
arjinini kullanmaz) bir kriter olarak kabul edilmistir. Ayrica baz1 S. lactis suslarinin siit
iirtinlerinde lezzet olusumunda Onemli bir 6zellik olan sitrati, asetoin, diasetil ve CO;’e
metabolize etme yeteneginde oldugu anlagilmistir (9,35).

Bu laktik streptokoklar iizerine yapilan niikleik asit tabanli testler neticesinde
Schleifer ve arkadaglart (21) “Lactococcus” adi altinda yeni bir soy olusturulmasi
gerektigini Onermislerdir. Bu hiicreler, kiire ya da oval olup 0.5-1.2 x 0.5-1.5 um

biiyiikliigiindedir. Sivi besi yerlerinde ¢iftler ya da kisa zincirler halinde bulunurlar. Gram



pozitif olup endo spor olusturmazlar. Hareketsiz ve kapsiilsiizdiirler.  Fakiiltatif
anaerobturlar. Fermantatif metabolizma ile birtakim karbonhidratlar1 fermente eder ve
baslica L(+)— laktik asit olustururken gaz olusturmazlar. Katalaz ve oksidaz negatiftirler.
Optimal gelisme 1s1s1 30°C olup 10°C’de gelisebilirken 45°C’de gelisememektedirler.
Genellikle Lancefield serolojik Grup N’de yer almaktadirlar.

Lactococcus cinsi, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactosphaera,
Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus ve Weissella cinsleri ile birlikte LAB grubunda yer almaktadir (8,36,37).
Homofermantatif ya da heterofermantatif metabolizmalan sirasinda laktik asit iiretebilme
yetenegindeki bir grup mikroorganizma olan LAB (6,7), Gram pozitif, diisiik guanin (G)
ve sitozin (C) bazlarina sahip katalaz ve oksidaz negatif, spor olusturmayan ve nitrati
nitrite indirgemeyen mikroorganizmalardir (7,38—40). Bunlardan baslica Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus ve Bifidobacterium ticari starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadir (41). DNA’sinda % 55 G + C igerigi bulunduran Bifidobakterilerin bu
ozelligi bakimindan LAB grubunda yer almadigina (36,42) ve diger 6zellikleri bakimindan
LAB benzedigi icin bu gruba dahil eden bildirilerin bulunmasina ragmen (41,42)
bifidobakteriler, “Actinomyces” grubuna dahil edilmektedir (36,42). Bir
mikroorganizmalar grubu olarak LAB deyimi 1900’lerin baslangicinda kullanilmaya
baslanmistir. Bu konuda ilk 6nemli caligmalara 1857 yilinda Pasteur’iin laktik asit
fermantasyonu iizerinde ¢alismaya baslamasi ve bunu Lister’in 1873 yilinda Bacterium
lactis olarak adlandirilan ilk saf bir bakteriyel kiiltiiriin izolasyonu izlemistir. Peynir i¢in
ise starter kiiltiir kullanimi ilk olarak 1890 yilinda Weigman tarafindan Kopenhag’ta
uygulanmistir. LAB’nin ilk olarak bir grup altinda toplanmas siitii fermente ve koagiile
etmesi yetenekleri g6z 6niine alinarak yapilmis ve bu gruba koliformlar da dahil edilmistir.
1901 yilinda Beijerinck tarafindan laktobasillerin Gram pozitif olarak belirlenmesi iizerine
koliformlar LAB grubundan ayrilmistir. 1919 yilinda Orla—Jensen’e gore “Gergek Laktik
Asit Bakterileri” ad1 altinda tanmimlamalar1 yapilmis (tablo 2) ve bunlarin, Gram pozitif,
hareketsiz, spor olusturmayan rod veya kok seklinde oldugu bildirilip karbonhidratlar
baslica laktik aside fermente ettikleri ifade edilmistir (36,42). LAB i¢inde kuskusuz biiyiik
onemi olan tiirler, S. thermophilus, L. lactis, Lb. helveticus ve Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus’tur (43).



Tablo:2 LAB’nin Orla—Jensen’e gore siniflandirilmasi (36).

Soy Katalaz Sekil Fermantasyon | Simdiki Siniflandirma
Betabacterium - Rod Hetero— Lactobacillus

- Weissella
Thermobacterium - Rod Homo— Lactobacillus
Streptobacterium - Rod Homo- Lactobacillus

- Carnobacterium
Streptococcus - Kok Homo- Streptococcus

- Enterococcus

- Lactococcus

- Vagococcus
Betacoccus - Kok Hetero— Leuconostoc

- Oenococcus

- Weissella
Microbacterium + Rod Homo- Brochothrix
Tetracoccus + Homo- Pediococcus

- Tetragenococcus

+: Baz1 Pediokoklar, pseudokatalaz iiretme yeteneginde olup yanlis pozitif reaksiyon

verebilmektedirler.

LAB, asidofilus siit, yogurt, yumusak ve sert peynirlerin yapimi gibi siit iiriinlerinin
yapiminda starter kiiltiir olarak kullaniminda basrol oynayan mikroorganizmalardir. Bu
laktik organizmalar ayrica etlerde, alkollii iceceklerde ve sebzelerde de ticari sus olarak
kullanilmaktadir. Bu grup organizmalar, glukozu fermente etme esasina ve
fermantasyonlarina gore olusturduklari son tiriinler baz alinarak baglica homofermantatif
ve heterofermantatif olarak 2 kisimda incelenmektedir. Homofermantatif olanlar,
glukozun fermantasyonunda baslica son iiriin olarak laktik asit olustururken
heterofermantatif olanlar, laktik asidin yan1 sira karbondioksit, asetik asit ve etanol
olustururlar. Homofermantatif olanlar, aldolaz enzimine sahip olduklar i¢in
heterofermantatif olanlara nazaran direk olarak laktik asit olusturabilmektedirler.
Heterofermantatif olanlar ise 6 karbonlu sekerleri (heksoz), 5 karbonlu sekerlere (pentoz)
doniistiiren ve bu arada aldehit ve diasetil gibi aroma bilesiklerinin olusmasini saglayan
fosfoketolaz enzimine sahiptir (7). Bazi homofermantatif ve heterofermantatif LAB, tablo

3’te belirtilmistir.
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Tablo 3: Homofermantatif ve Heterofermantatif Laktik Asit Bakterileri (66).

Homofermantatif LAB | Guanin + Heterofermantatif LAB | Guanin +
Sitozin, % Sitozin, %

Lactobacillus Lactobacillus

Lb. acidophilus 36.7 Lb. brevis 42.7-46.4

Lb. alimentarius 36-37 Lb. buchneri 44.8

Lb. bulgaricus 50.3 Lb. cellobiosus 53

Lb. casei 46.4 Lb. coprophilus 41

Lb. coryniformis 45 Lb. fermentum 534

Lb. curvatus 43.9 Lb. hilgardii 40.3

Lb. delbrueckii 50 Lb. sanfrancisco 38.1-39.7

Lb. helveticus 39.3 Lb. trichoides 42.7

Lb. jugurti 36.5-39.0 Lb. fructivorans 3841

Lb. jensenii 36.1 Lb. pontis 53-56

Lb. lactis 50.3 Leuconostoc

Lb. leichmannii 50.8 Ln. mesenteroides

Lb. plantarum 45 subsp. mesenteroides

Lb. salivarius 34.7 subsp. cremoris

Pediococcus subsp. dextranicum

P. acidilactici 44 Carnobacterium

P. cerevisiae C. divergens 33.0-36.4

P. pentosaceus 38 C. mobile 35.5-37.2

P. damnosus C. gallinarum 34.3-36.4

P. dextrinicus C. piscicola 33.7-36.4

P. inopinatus Weissella

P. parvulus W. confusa 44.5-45.0

Tetragenococcus W. hellenica 37-47

T. halophilus 36.5 W. halotolerans 45

T. muriaticus W. kandleri 39

Streptococcus W. minor 44

S. bovis 38-42 W. paramesenteroides 38-39

S. thermophilus 40 W. viridescens 43

Lactococcus Qenococcus

L. lactis subsp. lactis 38.4-38.6 0. oeni 38-42

biovar. diacetylactis

L. lactis subsp. cremoris | 38-40

L. lactis subsp. hordniae | 35.2

L. garvieae 38.3-38.7

L. plantarum 36.9-38.1

Yagococcus

V. fluvialis 33.6

V. salmoninarum 36-36.5
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Pediyokoklar, diger homofermantatif LAB’den siv1 besi yerlerinde dominant olarak
L(+) ve DL laktat olusturmasindan ve laktokoklardan da Lancefield Grup N streptokok
antiserumlari ile reaksiyon vermemesiyle ayirt edilebilmektedir. Bir¢ok LAB,
asidotoleranttir. pH 4.5 laktobasiller ve pediokoklar ile leukonostoklarin ayirt edilmesinde
kriter olabilmektedir. Bu pH’ nin altinda laktobasiller ve pediokoklar iireyebilirken
leukonostoklar ireyememektedir (7). Siitiin fermantasyonunda L. lactis, siit pH’s1 4.5
oluncaya kadar gelisir. Bu noktadan sonra gerek diisitk pH’ nin etkisi gerekse de yiiksek
laktat konsantrasyonu sonucu L. lactis’in gelismesi durmaktadir. Fakat yapilan
calismalarda laktokoklarin diisiik pH’larda yasamlarin1 devam ettirmelerini saglayan “asit
tolerans cevap” sistemine sahip oldugu bildirilmistir (44,45). Diisiik pH ve yiiksek NaCl
gibi kendilerine aleyhine olan sartlara karsi, kendilerini bu sartlara cabuk adapte
edebilmekte ve metabolizmasini degistirebilmektedir (34,46). LAB, diger peynir
bakterilerine gore daha yiiksek bir minimal a,, degerine sahiptir. L. lactis, S. thermophilus,
Lb. helveticus ve Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii icin bu degerler sirasi
ile 0.93, >0.98, >0.96 ve 0.96’d1r (46).

Peynirde bulunan baglica LAB, laktokoklar, leukonostoklar, enterokoklar ve
homofermentatif ya da heterofermentatif laktobasillerdir. Gram pozitif, katalaz negatif,
arjinini hidrolize edemeyen heterofermantatif koklar Leuconostoc, Gram pozitif, katalaz
negatif rodlar ise Lactobacillus olarak kabul edilebilmektedir (40).

Lactococcus cinsi, L. lactis, L. garvieae, L. piscium, L. plantarum ve L.
raffinolactis olmak tizere 5 tiir icermektedir (10,38,42). L. lactis suslar arasindan da
sadece L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris ve L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis peynir, yogurt, tereyagi gibi fermente siit tiriinleri yapiminda starter kiiltiir
olarak kullanilmaktadir (10).

Mevcut taksonomik verilere gore L. lactis turiiniin altinda lactis, cremoris ve
hordniae alttiirleri olmak tizere ii¢ adet alttiir bulunmaktadir. Bu alttiirlerin zaman i¢inde
degisen isimlendirilmeleri sekil 1’de verilmistir. Bunlardan ilk ikisi 6zellikle siit endiistrisi
acisindan Onem arz etmekteyken sonuncu tiiriin insektlerde bulundugu rapor edilmistir
(38). L. lactis subsp. lactis, riboz, laktoz, maltoz, trehaloz ve eskulin fermantasyonlarini ve
arjininden amonyak olusumunu gerceklestirebilirken, L. lactis subsp. cremoris, sadece
laktoz fermantasyonunu saglayabilmektedir (47). L. lactis subsp. lactis ile L. lactis subsp.
cremoris suglarinin birbirlerinden ayirt edilmelerinde kullanilan fenotipik 6zellikler, pH
9.2°de, 40°C’de ve % 4 tuz varhgnda gelisme durumlar olarak siralanmaktadir (1,48).

Bunun yam sira L. lactis subsp. lactis ¢ok cesitli cevreden izole edilebilirken, L. lactis

12



subsp. cremoris sadece siit ile ilgili cevreden, 6zellikle de fermente siit {iriinlerinden izole
edilebilmektedir (1). L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
icin dogal ortamlarinin yesil bitkiler oldugu bildirilmektedir (48). Chen ve arkadaslar1 (49)
L. lactis subsp. lactis suslarim topraktan da izole etmislerdir. Nomura ve arkadaslar1 (50)
L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis’i hem bitkilerden hem
de siitten izole ederken L. lactis subsp. cremoris, sadece siitten izole edilebilmistir. L.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis ise cottage peynirinin, kremanin ve tereyaginin
aromasina katkida bulunmaktadir (48,51). L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis,
sitratt kullanan bir LAB’sidir.  Sitratin kullamilmasi ile birlikte CO, ve diasetil
olusmaktadir. Olusan CO, ile bazi iirtinlerin tekstiiriine, diasetil ise aromaya katkida
bulunmaktadir (51). L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, L. lactis subsp. lactis ve L.
lactis subsp. cremoris’ten sitrattan karbondioksit olusturmasi ile ayirt edilebilmektedir. L.
lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis’in her ikisi de arjinini
kullanir. L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, arjinini hidrolize ettiginde daha yogun
birsekilde amonyak olusturabilmektedir (7).

Siit, ortalama 1750 mg/l miktarinda sitrat igermektedir. Bunun c¢ok biiyiik bir
kismi1 ¢oziinmils oldugu igin peynir altt suyu ile bir miktar kaybolmaktadir. Peynir
pithtisindaki sitrat miktari, peynir alti suyundakine oranla yaklasik 3 kat daha fazladir.
Cheddar peyniri ortalama % 0.2-0.5 diizeyinde sitrat icermektedir. Sitrat, mezofil starter
kiiltiirlerince yapilan birtakim iiriinlerde aroma bilesiklerinin Onciisiidiir. Sitrat, bir sitrat
transport plazmidi igeren L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis tarafindan metabolize
edilebilmektedir. Ln. mesenteroides subsp. cremoris ve Ln. lactis de sitrati metabolize
edebilmektedir.  Sitrat, diger LAB tarafindan metabolize edilememektedir.  Sitrat
metabolizmasi sonucu olusan CO,, kiiciikk gozeneklerin ve diasetili de aromanin
olusmasindan sorumludur (52).

Lactococcus garvieae ve L. piscium, baliklarda yer alan 6nemli zoonozlardir. L.
garviea ayrica sigir mastitisleri ile insan enfeksiyonlarindan sorumlu tutulmustur.
Caligmalar, L. garviea ile Enterococcus seriolicida’nin benzer oldugunu gostermistir. L.
plantarum izolatlar, erimis dondurulmus bezelyelerin bozulmasiyla iligkilendirilmistir. L.
raffinolactis, pastorize edilmemis siitlerden, havuglardan, kaz ve sigir gastro—intestinal
bolgelerinden ve siit ciftligi ile ilgili cevreden izole edilmistir (38). L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis Voges—Proskauer reaksiyonu ile sitrattan asetoin olugturabilmektedir.

L. raffinolactis ise rafinoz ve sorbitolden asit olusturabilirken, arjinini hidrolize
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edememektedir (40). L. raffinolactis, laktokoklar icinde % 40-43 ile en yiiksek G + C
niikleik asitlerine sahiptir (20).

Poznanski ve arkadaslar1 (53) ¢ig siitten, Fortina ve arkadaslar1 (54) peynirden L.
garviae suslari izole etmis, Poznanski ve arkadaslar1 (53) bu siitten yapilan peynirlerin
birinci giiniinde ise bu susa rastlayamamistir. L. garviae, L. raffinolactis, L. plantarum ve
L. hordinae fermente siit teknolojisinde kullanilmamaktadir. L. garviae, L. lactis subsp.
hordniae ve L. raffinolactis’ten sadece L. raffinolactis raffinozu fermente ederken diger
ikisi arjinini hidrolize eder. L. hordiae’de galaktoz, laktoz, maltoz, riboz negatiftir. L.
raffinolactis diger laktokoklardan melibiyoz ve raffinozu fermente etmesiyle ayirt
edilmektedir. L. plantarium, salisin, siikroz, sorbitol, trehaloz, mannitol, ve melezitoz gibi
karbonhidratlar fermente etmektedir. L. plantarium ve L. piscium’un her ikisi de
melezitozu fermente eder fakat L. piscium, L. plantarium’dan melibiozu fermente
etmesiyle ayirt edilmektedir. L. plantarium diger laktokoklardan melezitoz ve sorbitolu

fermente etmesiyle ayirt edilebilmektedir (7).

1878 — 1977 1974 — 1982 1985 — 1994 )
Streptococcus Streptococcus lactis Lactococcus lactis CREMORIS
cremoris (1919) | subs. cremoris (1982) |~ |subs. cremoris (1985)
Bacterium lactis (1878) Streptococcus
Streptococcus » | lactis subs. lactis —» | Lactococcus
lactis (1909) (1982) lactis
subsp. lactis | 1 ACTIS
(1985)
Lactobacillus xylosus
(1938) >
Streptococcus lactis biovar.
Streptococcus b di lactis | —»| 7: . . .
—» | subsp. iacetylactis d lact
diacetylactis (1936) (1974) ({g‘é‘;’)y 4cfi¥| DIACETYLACTIS
Lactobacillus — | Streptococcus lactis Lactococcus lactis subsp.
hordniae (1977) hordniae (1982) — | hordniae (1985) HORDNIAE

Sekil 1: L. lactis’in simiflandirilmasina tarihsel bir bakis (55).

Laktokoklarin izolasyon ve identifikasyonlarinda ¢ok cesitli molekiiler tekniklere
basvurulmustur (10,38,56). Bunlar arasinda, Sodyum dodesil siilfat (SDS)—Poliakrilamid

jel elektroforez ve spesifik problar ile DNA hibritlemesi, plazmid dijestiyon 6rneklemesi,
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rRNA analizleri, Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Restriction Fragment—
Lenght Polymorphism (RFLP), Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE), Single
Strand Conformational Polymorphism (SSCP), Temporal Temperature Gel Electrophoresis
(TTGE) ve PZR koékenli olmayan bir teknik olan Floresans in situ hibridizasyonu (FISH)
yer almaktadir. Bu gibi metotlar, iyi kontrol altindaki ¢alismalarda kullamishdir ve yiiksek
sayidaki izolatlarin izlenmesinde uygundur. Bununla birlikte bu teknikler, standardize
olamamis veya calisilan izolatlarin sayis1 diisiik oldugu veya nadiren calisilacagi
durumlardaki tarim, endiistri, veteriner ya da medikal laboratuarlarinda uygun
olmamaktadir. Bu gibi durumlarda Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile calismalarin

daha uygun oldugu bildirilmistir (38,57-65).

Laktokoklarin Siit Endiistrisindeki Yeri ve Onemi

Laktokoklar siit iirtinlerinin fermantasyonunda 6zellikle de bir¢ok peynir ¢esidinin
yapiminda ve olgunlagmasinda endiistriyel bazda 6nem arz eden mikroorganizmalardir
(9,12,15,19,34,35,51,55,59,67,68). Peynir teknolojisi agisindan bu familyanin igersinde
yer alan L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris teknolojik 6neme sahip
mikroorganizmalar olarak tanimlanmislardir. Bu sekilde tanimlanmalarinda; aroma
olusturma yeteneginde olmasi (15, 42,69-84), bakteriyosin (8,42,85-90) ve
ekzopolisakkarit (EPS) olusturmalar1 (91-99), bakteriyofajlara olan direncliligi
(6,19,42,68,82,98,100-106), laktoz ve sitrat metabolizmasi (19,102), endotoksin
tiretmemeleri (107), invaze—kolonize olmama (86) 6zellikleri, strese yanitlari, antibiyotik
ve agir metallere direncliligi (68) olarak siralanabilmektedir. Laktokoklar 2—11 arasinda
plazmid icermekle birlikte (42) bu say1 genellikle 4—7 arasinda ve biiyiikliikleri 2—80 kb
(19,102) ya da 3—130 kb arasinda degismektedir (42). Laktokoklarin laktoz
fermantasyonu, proteoliz, diasetil olusturulmasi ve faj direngliligi gibi molekiiler

fonksiyonlart iste bu plazmidlerde kodlanmistir (108).

Asidifikasyon Ozellikleri

Mezofilik 6zellige sahip bu mikroorganizmalarin peynirlerin olgunlasmasindaki
birincil rolleri laktik asit {ireterek asidifikasyonu saglamaktir (4,16,48,81,82,109-113).
Siitteki laktozu kullanarak baglica L(+) laktik asit ve ayrica kullanilan susun niteligine gore
sitratin par¢alanmasi sonucu asetaldehit, diasetil ve asetoin gibi aromatik iirtinler agiga

cikaran bu mikroorganizmalar, sagladiklari asit ortam dolayisiyla istenmeyen
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mikroorganizmalarin iiremesini engellerler ve giivenilir iiriin tiretimine katkida bulunurlar
(114,115). Starter bakteriler, 6.6 olan normal pH’1 30-37°C’de, 6 saat i¢inde, 5.3 ve altina
diisiirebildigi taktirde iyi bir izolat olarak kabul edilebilmekte (46,116) ve bu kiiltiirler,
tiretimin ilk birkag saati iginde ortalama 10% kob/ ¢ diizeyinde olabilmektedir. Bu baglamda
starter kiiltiir olarak kabul edilen soylar; Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc ve Enterococcus’tur. L. lactis subsp. cremoris ve L. lactis subsp. lactis
mezofilik; S. thermophilus ile Lb. delbrueckii subsp. delbrueckii, Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis ve Lb. helveticus termofilik suslara 6rnektir
(46,117). Ballesteros ve arkadaslar (109) izole ettikleri baslica mikrofloray1 ve bu floranin
icinde de en giiclii asit iireticisi ve proteolitik aktivitedeki mikroorganizma tiirii olarak
laktokoklari tespit etmislerdir. Herreros ve arkadaslar1 (110) rastgele sectikleri 31 susun
8’ini L. lactis subsp. lactis, 4’inii L. lactis subsp. cremoris, 2’sini ise L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis olarak tespit etmistir. Asitlestirme 6zellikleri bakimindan L. lactis
subsp. lactis, en yiiksek kapasitede oldugu tespit ettiklerini bildilmistir. Peynir

starterlerinin biiyiik kismi termofilik ve mezofilik LAB karisimlarindan olugmaktadir (93).

Proteoliz ve Aroma Olusturma EtKisi

Bir¢ok peynir cesidinin olgunlagsmasi sirasinda en kompleks, belki de en 6nemli
biyokimyasal olay proteolizdir. Siitiin kendi proteazlari, siit koagulantlar1 ve siitte dogal
olarak bulunan ya da starter olarak ilave edilen mikroorganizmalar sayesinde kazein,
peptidlere ve serbest amino asitlere hidrolize olur. Bu proteolitik {iriinler, direkt peynir
aromasini saglar ya da peynir aromasinin gelismesine oncii olur (67). Laktokoklar sahip
olduklar1 proteaz ve aminopeptidazlar sayesinde, siit proteinlerini birinci asamada
oligopeptitlere, ardindan di—tri peptitlere daha sonraki basamaklarda ise amino asitlere ve
daha alt birimlere parcalayarak iiriiniin olgunlagsmasini ve istenen aromanin sekillenmesini
saglarlar (3,74,84,118). Bu proteolitik siirecte, starter kiiltiir olarak kullanilan
mikroorganizmalarin proteinazlari ve peptidazlar ile, yaklasik olarak % 6—10 oraninda
residil olarak bulunan rennet ile endojen siit proteazlar1 ve plasmin de 6nemli bir rol
oynamaktadir (74). Lezzet olusumunda 6nemli bilesiklerden olan dalli zincirli aldehit
bilesiklerinin olusumu, alfa—keto asit dekarboksilaz olarak bilinen ve bazi L. lactis
suslarinda tespit edilen bir transaminaz tarafindan saglanmaktadir (119-125). Bir amino
grup alicis1 olan o—ketoasit varlifinda gerceklesen bu reaksiyon, laktokoklar, mezofilik
laktobasiller ve termofilik LAB’de gosterilmistir. o—ketoglutarat, L. lactis tarafindan

gerceklestirilecek amino asit transaminasyonu i¢in en iyi o—ketoasit alicisidir (120,121).
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Piriivat gibi diger a—ketoasitler de kullanilabilmekte fakat bu durumda amino asit
transferaz aktivitesi 40 kat daha diisiik olmaktadir. Bazi laktobasiller i¢in de piriivat ¢ok
daha iyi bir a—ketoasit alicis1 olabilmektedir (121).

Bakteriyel otoliz, otolizin olarak adlandirilan endojen peptidoglikan hidrolazlarin
hiicre duvarini enzimatik olarak yikimlanmasi olarak tanimlanmaktadir (126). Laktokok
suslar1 hayli yiiksek diizeyde otolitik olmalarindan dolay1 peynirlerin olgunlasmasinda
yararh etkileri vardir (14,15,67,126-129). Peynirde starter kiiltiir olarak bulunan
laktokoklarin otolize olmasi dolayisi ile peynir aromasinda olumlu etkileri olan peptidazlar
ve diger hiicre i¢i bilesikleri olgunlagma sirasinda serbest kalmaktadir. Bakteriyel
peptidoglikan hidrolazlar (otolizinler) hiicre duvarinin peptidoglikan yapisini
yikimlayarak hiicre lizisine sebep olmaktadir (14).

Amino asitlerin laktokoklar tarafindan yikimlanmasinda 2 yol belirlenmistir.
Birincisi, baslica metiyonin aminoasidinde belirlenmis olup amino asit liyazlar tarafindan
bir eliminasyon reaksiyonu ile baslatilir ve sonucta baslica siilfiirlii aroma bilesigi
olusmaktadir. Ikincisi ise, baslica aromatik amino asitler, dalli zincirli amino asitler ve
metiyoninde gdzlemlenen aminotransferazlar tarafindan katalize edilen bir transaminasyon
ile baslatilmaktadir. Sonug olarak, o —ketoasitler daha sonrasinda aldehitlere, alkollere,
karboksilik asitlere, esterlere, metanetiollere ve diger siilfiir bilesiklerine indirgenmektedir
(127).

Genellikle, LAB tarafindan kazeinin kullanilmas1 hiicre dis1 proteinazlar tarafindan
bagslatilir ve sirasiyla oligopeptidler ve bu oligopeptidlerin de 6zel peptid transport
sistemleri ile hiicre i¢ine alinarak hiicre ici peptidazlan tarafindan daha kiiciik yapih
peptidler ve amino asitler olusturulur (43). L. lactis disinda Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc ve Propionibacterium soylari da giiglii aroma olusturma yetenegindedir (83).

Cig siitten yapilan peynirler, pastorize siitten yapilanlara gore daha kisa siirede
olgunlagmakta ve daha keskin bir aromaya sahip olmaktadir. Bunun altinda da
pastorizasyon ile siitiin endojen mikroflorasinin, birtakim endojen enzimlerinin kismen ya
da tamamen etkilenmesi ya da peynir suyu proteinlerinin az da olsa denatiire olmasindan
kaynaklanmaktadir (109,130-132). Bununla birlikte pastorize edilip starter kiiltiir
kullanilarak yapilan peynirler daha iiniform bir yapiya ve aromaya sahiptir (57,130). Bu
aromanin olusmas1 kompleks bir yapidir ve peynirin olgunlasmasi, siit bilesenlerinin
kimyasal ve biyokimyasal degisimlerini izleyen uzun bir siireci icermektedir. Aroma
bilesikleri, laktoz ve sitrat (glikoliz ve sitrat metabolizmasi), yag (lipoliz) ve kazein

(proteoliz) doniisiimlerinden olusa gelmektedir (70,72,75,77-79,133). Laktoz, LAB
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tarafindan baglica laktata doniistiiriilmesine ragmen, ara iiriin olan piriivat, diasetil, asetoin,
asetaldehit ya da asetik asit gibi cesitli aroma veren bilesikleri aciga cikarabilmektedir.
Lipoliz, metil ketonlar, alkoller, laktonlar ve esterler gibi aroma bilesiklerinin 6nciisii olan
serbest yag asitlerinin olugmasi ile sonuclanir. Lipoliz baslica maya ve kiif cok daha az
olarak da LAB tarafindan meydana gelmektedir. Yag hidrolizi, Camembert ve Blue
peynirleri gibi yumusak peynirlerde onemlilik arz etmektedir (70). Proteoliz ise bir¢ok
peynirin 6zellikle de yar1 sert ve sert peynirlerinin aromasinin ve tekstiiriiniin olugmasinda
kuskusuz en 6nemli siirectir (67,70,72,73,109,134). Rennet enzimlerinin aktivitesi ile
kazeinin degradasyonu ve LAB proteinazlar ve peptidazlan ile kiigiik peptidler ve serbest
amino asitler meydana getirilir. Proteoliz ve peptidoliz arasindaki giizel bir denge
peynirde ac1 aromanin Oniine gegmektedir (70). Bu reaksiyonlardan 6zellikle kazeinin
proteolizi en 6nemli reaksiyondur. Ciinkii proteoliz, ¢esitli alkoller, aldehitler, asitler,
esterler ve siilfiir bilesikleri gibi aroma olusturan bilesiklerin baglica dnciisiidiir (43).

Oner ve arkadaslar1 (30) tulum peynirlerinde tiramin ve triptamin diizeyleri
hakkinda yaptiklar1 ¢calismada, substratin pH’s1, tuz igerigi, sicaklik ve piridoksal fosfat
varlig1 gibi uygun ortam buldugunda biyojen amin iireten tiirler arasinda laktokoklarin da
oldugunu bildirmistir.

Tulum peynirinde bulunan aroma maddelerini arastiran Hayaloglu ve arkadaslari
(22) asitlerden; etanoik ve butanoik asitleri, esterlerden; basta etil ester olmak iizere propil
ve butil esterleri, metil ketonlardan; 2—butanon ve diasetili, alkollerden; etanol, metil
propanol, metil butanol, butanol, pentanol, metoksi propanol ve fenetil alkolii, siilfiir
bilesiklerinden; dimetil siilfit ve dimetil siilfonu, terpenlerden; a—pinene, carane ve
p—cymene’i dominant olarak bulmuslardir. Diisiik miktarlarda da fenolik bilesikler,
hidrokarbonlar, p—metil anisol, benzen, toluen, stiren, dietil eter, kloroform ve bromoform

tespit edilmistir.

Ekzopolisakkarit (EPS) Olusturma Ozellikleri

Bazi1 LAB’nin siitte fermantasyon sirasinda EPS olusturma yetenekleri, siit
endiistrisi icin 6nemli bir 6zelliktir. Ciinkii siit iiriinlerinde bu biyopolimerler,
vizkozitenin, tekstiiriin ve agizda biraktig1 hissin gelistirilmesinde etkilidirler (91). Bazi
bakteriler, enerjisinin % 70’in, ¢evre sartlarina kars1 dnemli fonksiyonu olan EPS
olusturmak icin kullanmaktadir (98). Bir¢cok bakteride oldugu gibi LAB; kurumaya,
fagositoza, faj ataklarina, antibiyotiklere ve toksik bilesiklere kars1 kendisini koruduguna

inanilan EPS olusturabilmektedir (93,98). Bu EPS, ya besi yeri vasatlarinda camurumsu—
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siimiigiimsii formda salgilanir (rop benzeri form) ya da bakteri hiicre duvarina baglanmig
sekilde kalmaktadir (kapsiiler form). Bu maddelerin, hem teknolojik hem de saglik
yararina ozellikler tasidigina inanilmaktadir. Siit endiistrisinde, EPS olusturan LAB, su
kaybim arttirarak peynir alt1 su miktarinin azaltmasim saglarlar. Bu arada EPS, saglik
yararina olumlu etkiler verebilmekte ve prebiyotik olarak kabul edilmekte ve antitiimoral,
bagisiklik sistemini uyarici, kolesterol diisiiriicli ve antimutajenik etkilere sahip oldugu
diistiniilmektedir. EPS olusturan termofilik LAB baslica Streptococcus ve Lactobacillus
soylarina aittir (93). EPS olusturan mezofilik suslar grubuna dahil olan Lactococcus
tiirleri, yauamusak ve sert peynirlerin yam sira 6zellikle yari sert peynirlerin yapiminda
kullanilmaktadir (58,68,70,72,81,93,119,134). Tulum peyniri yar1 sert bir peynir tiiriidiir
(23,25,27,29-31,135). EPS, muhtemel bagka goérevleri, hiicreyi katyonlardan korumak,
adezyonu saglama ve biofilm olusturma olarak bildirilmektedir (98). LAB’ince
olusturulan EPS, ortamdaki seker kompozisyonuna bagli olmaktadir. EPS iiretimi, ortam
kompozisyonuna (karbon/nitrojen kaynaklar1), kiiltiir sartlarina (pH, sicaklik, O,
konsantrasyonu) ve LAB susunun tipine bagh olarak degismektedir. Bu karbon/nitrojen
oran1 ya da bu maddelerin yetersizlikleri, ayni suslarin kullanilmasi durumunda bile farkli
EPS iiretimine neden olmaktadir (91). L. lactis subsp. cremoris NZ4010 susu tarafindan
olusturulan EPS, glukoz, ramnoz, galaktoz ve fosfat1 sirasiyla 2:2:1:1 oranlarinda
icermektedir (98).

L. lactis’te EPS iiretimi, spesifik eps genleri tarafindan 20 kb’dan biiyiik
plazmidlerde kodlanmis olup bu 6zellik konjugasyon yolu ile aktarilabilmektedir (136).

Bakteriyosin Olusturma Ozelligi

Bakteriyosin iireten LAB, peynirlerde istenmeyen mikroorganizmalarin kontrol
altina alinmasinda etkili rollere sahiptir (137). Bakteriyosinler, mikroorganizmalara kars1
bakterisidal etki gosteren protein benzeri antagonist bilesiklerdir (85,88,138—140). LAB
tarafindan olusturulan ve lantibiyotik ad1 verilen antimikrobiyel bilesikler baslica 3
kisimda incelenmektedir: Lantibiyotikler (Smif I), lantibiyotik olmayan ve 1s1ya diisiik
dayaniklilik gosteren peptidler (Sinif II) ve 1s1ya oldukca duyarli olan protein (Sinif III)
seklinde siralanmaktadir (8). Bu baglamda endiistriyel olarak en 6nemlilerinden biri, bazi
L. lactis suslarinca olusturulan nisindir (141,142). Nisin, i¢inde Listeria monocytogenes,
Clostridium, Bacillus, Staphylococcus aureus, Micrococcus ve Lactobacillus gibi
patojenlerin ya da bozulmaya sebep olan mikroorganizmalarin yer aldigi bircok Gram

pozitif bakterilere kars1 aktiftir (8,85,137). Nisin i¢in nisA, nisB, nisC, nisT, nisl, nisP,
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nisR, nisK, nisF, nisE ve nisG sirasinda 11 tane gen sirasi tammmlanmistir. Nisin, nisA ile
kodlanmis 57 amino asitten olusan prepeptid ve 34 amino asitten olusan katyonik,
hidrofobik bir propeptiddir (86,143).

Lactococcin Q, lactococcin A, lactococcin B, lactococcin M, lactococcin 972,
LsbA, ve LsbB, sadece L. lactis suslarina karsi aktiftir. Bunlar sadece laktokoklarin ve ¢cok
az diizeyde bazi1 soylarin gelisimini inhibe etmektedir (138).

Nisin, bakteri hiicreleri iizerine porlar olusturacak sekilde etkimektedir. Bu da
iyonlarin ve kiigiik molekiiler agirliktaki molekiillerin hiicreden ayrilmasina ve sonugta
membran potansiyelinin ¢okiisiine ve proton tesvik edici sistemin etkisizlesmesine neden
olmaktadir (8,86,89). Bu lantibiyotik, etkili bir por olusumu i¢in hedef membranda
kenetlenecegi molekiil olarak lipid II’yi kullanmaktadir. Nisinin lipid II’e tutunmasi ile
ayrica bakteri hiicre duvan sentezi de inhibe olmaktadir. Bu da bakteri hiicresinin 6liimiine
sebep olan bir diger olaydir. Nisine kars1 gelistirilen direnglilik, fosfolipidlerin yag
asitlerinin kompozisyonunda ya da sitoplazmik membranin fosfolipid kompozisyonunda
degisiklik olmasi ile iliskilendirilmistir. Staphylococcus aureus ve Streptococcus bovis’te
bulunabilen lipoteikoik asit, nisine kars1 direnglilikte dnemli bir rol oynamaktadir.
Staphylococcus aureus’da ayrica, lipoteikoik asit gibi islev gorebilen D—alanil esterler de
hiicrenin, ¢esitli antimikrobiyel peptidlere kars1 daha az duyarli olmasini saglamaktadir. S.
bovis hiicre duvarinda, nisine duyarl olan bakterilere oranla daha fazla lipoteikoik asit
bulunmaktadir. Listeria monocytogenes’de nisine kars1 kendiliginden olusan direnclilikte
ise penisilin baglayici protein diizeyi onemli derecede artmistir. Bu spontan Nis susu,
penisilin baglayici proteinleri baglayan diger beta—laktam antibiyotiklerine kars1 duyarhdir.
Bu sus ayrica nisine benzer bir lantibiyotik olan ve lipid II molekiiliine baglanan
mersasidin’e duyarhilikta da 6nemli bir diisiis gostermektedir (89). Nisin, por olusturarak
etkisini gosterdigi bakteri hiicresinde katyonik antimikrobiyal peptidler ile benzerlik
gostermektedir. Yapisinda lizin ve arjinin gibi katyonik aminoasitleri icermektedir (90).
Yapisal olarak subtiline benzer bir polipeptit olan nisin, subtilinden farkli olarak triptofan
kalintilarindan yoksun olup (144) 1954 yilinda Ingiltere’de peynirlerde Clostridium’lardan
ileri gelen defektlerin 6nlenmesi icin patent almistir. {lk olarak Hurst tarafindan Swiss
peynirlerinin Clostridium butyricum tarafindan bozulmasinin 6nlenmesi i¢in kullanilan
nisin (145), Bugiin 50’yi askin iilkede kullanimina belli dozlarda izin verilen ve E234
olarak simgelenen bir gida koruyucusudur (8). 1988 yilinda FDA (Food and Drug
Administration, Gida ve Ila¢ Kurulu) tarafindan pastérize peynirlerde nisinin kullanimi

onaylanmistir (85).
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Nisin, hidrofobik bir bilesik olup metabisiilfit, titanyum oksit ve bir takim
proteolitik enzimler tarafindan yikimlanmaktadir. Gida koruyucusu olarak
kullanilmasindaki avantajlart arasinda, toksik olmamasi, bazi L. lactis suslar tarafindan
dogal olarak iiretilmesi, 1s1tya dayanikli olmasi, sindirim enzimleri tarafindan yikimlanmast,
gidada kotii kokuya ve kotii aromaya sebep olmamasi, dar spektrumlu bir antibiyotik
aktivitesinde olmasi olarak siralanabilir (144,146).

Nisin, pH 2’de dayaniklidir. 121°C’de otoklav edilebilir. Alkali sartlar altinda
stabilitesi bozulmakta, tam olarak inaktivasyonu ise pH 11°de 63°C’de 30 dakikada
gerceklesmektedir. Nisin ve EDTA’nin birlikte Gram negatif bakterilere kars1
antimikrobiyel bir etkisi bildirilmistir (147).

Invitro ¢alismalarda nisin iiretimi, durgunluk safhasmin ilk asamasinda yani gec
ekponensiyal faz ya da erken stasyoner fazda maksimal degerine ulasmaktadir
(85,148,149). Nisin aktivitesi laktozun tamamina yakininin tiiketildigi ve pH’nin 5.5
olmas1 durumunda en yiiksek seviyede olmaktadir. Maksimal nisin aktivitesi ve laktik asit
tiretimi i¢in sicakligin 31°C olmasi gerekmektedir. Nisin aktivitesi, laktoz tiikketimi ve
laktik asit iiretimi, onemli derecede besiyerinin baslangicta icermis oldugu laktoz
konsantrasyonuna baglidir. Nisin olusumunun optimal olmasi i¢in besi yerinin 30 g/L
oraninda laktoz icermesi gerekmektedir (85).

Gram pozitif bir bakteri olarak L. lactis de nisine duyarlidir. Nisinin kendi hiicre
membranlarinda por olusturmasindan korumak icin, nisin olusturan suslar, “nisin
bagisiklik sistemi” olarak adlandirilan bir takim proteinleri olustururlar. Bu sistem, Nis
F/E/G ve membran baglayici lipoprotein Nisl tagiyict komplekslerinden olusmaktadir
(150).

Bakteriyosin olusturan laktik kiiltiirlerin kullanilmasi, ortamda bulunan protelitik,
lipolitik bakterilerin lizisine sebep olmakta ve proteolizin daha hizli ilerlemesine dolayl
yoldan katkida bulunmaktadir. Bu amagla Enterococcus faecalis ve L. lactis subsp.
lactis’in kullamldig1 calismalar mevcuttur (134).

Gidalarin prezervasyonunda diinyada ve Tiirkiye’de kullanimina izin verilen
lantibiyotiklerden biri olan nisinin kimyasal formiilii C143H,30N42037S7 olup Gida
Kodeksinde E234 olarak simgelenmistir (151).

Bazi pediokok suslari tarafindan olusturulan Pediocin PA-1, sinif 11
bakteriyosinleri i¢inde yer alan ve kuvvetli antilisterial aktiviteye sahip bir bakteriyosindir.
Laktozu hizli bir sekilde kullanamadiklarindan pediokoklarin siitte gelismeleri yavastir.

Bu da genellikle et orjinli olan pediokoklarin, siit endiistrisinde kullanilmalarini
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kisitlamigtir. Bunun {izerine, pediosin iireten plazmidin L. lactis’te klonlanmas1 sonucu
pediosin iiretme yeteneginde laktokoklar elde edilmis, sonucta da bu bakteriyosini iireten
suslar, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ve E. coli O157:H7’e karsi
antimikrobiyal etki gostermistir (87,137). Son on yilda L. lactis’in genom zinciri
belirlenmis ve L. lactis’in heterolog olarak Listeria monocytogenes, Brucella abortus,
Staphylococcus aureus, Clostridium tetani ve Helicobacter pilori gibi birgok
mikroorganizmaya karsi asilama ¢alismalar yapilmistir (152). Genetik olarak modifiye L.
lactis suslan canli agilar gibi ¢esitli endiistri sahalarinda kullanilmasi planlanmaktadir
(107). Laktokoklar iizerine son yapilan ¢aligmalar ise, invaziv ve patojen olmayan

suslarinin mukozal bagisikligin saglanmasi iizerine yogunlagmaktadir (153).

Bakteriyofaj Direncliligi

Bakteriyofajlar, 6zellikle de peynir endiistrisinde bakteriyel fermantasyonda biiyiik
sorunlara neden olmaktadir (100,154-157). Fajlar, cig siit ile ya da hava yolu ile peynirde
bulunabilmektedir. Starter kiiltiir bir kez enfekte olursa fajlar hizli bir sekilde ¢ogalir,
bakteri hiicresine her defasinda daha siddetli atak yapar. Bu tip ataklar, iiriin kalitesinde
diismeye, fermantasyonun uzamasina ve belki de olmamasina neden olmaktadir (100,157).
Siitte ya da peynir alt1 suyunda bulunan bu fajlarin inaktivasyonu, 1s1 ya da yiiksek basi
uygulamalar ile minimal diizeylere ¢ekilebilmektedir. Isiya ve yiiksek basinca dayanikli
fajlar bulunabilmekte ve bu fajlar, kisa zaman pastrizasyonuna (72-75°C’de 15-30
saniye) dayanmaktadirlar. Bu sebepten dolayi, inaktivasyon kinetikleri genellikle,
laktokokal suslar dikkate alinarak yapilmaktadir (100). LAB fajlan 6zellikle de laktokokal
fajlar iizerine yapilan caligmalar daha cok Siphoviridae cinsi ve bu cinste bulunan 12 tip
izerine yogunlagmistir. Bu 12 tip i¢inde siit endiistrisinde en siklikla karsimiza c¢ikanlar
ise ¢2, 936 ve P335 tipleridir (101,155,157-159). Bu kuyruklu fajlar, 17-700 kb
biiyiikliigiinde bir genoma ve 10-800 nm uzunlugunda bir kuyruga sahiptir (159).
Siphoviridae cinsi, Myoviridae ve Podoviridae ile birlikte Caudovirales familyasinda yer
almakta, laktokokal fajlarin ¢ok daha az dnemli kismin1 Podoviridae cinsi olusturmaktadir
(160).

Fajlar tarafindan enfeksiyon, kendileri i¢in ortamda spesifik bir organizma oldugu
zaman gerceklestirilmektedir. Bu spesifite, faj reseptoriiniin bakteri reseptorii bolgesine
uygunlugu baglaminda tam bir kilit-anahtar uyusmasi olarak benzetilebilir. Faj
adsorbsiyonu icin konak reseptor bolgesi genellikle karbonhidratlardan olugsmaktadir

(genellikle de ramnoz ve glukoz). Baslangi¢ adsorpsiyonu ve hiicre yiizeyindeki faj
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hareketinin “Brownian hareketi” tarzi oldugu ileri siiriilmektedir. Fajin hiicre yiizeyinde
absorbe olmasindan sonra faj adsorpsiyon proteini ile membran arasinda doniistimsiiz bir
yapigma olmaktadir. L. lactis subsp. lactis C2 membrani 99 kDa biiyiikliigiinde bir protein
tasimaktadir. Bu protein, c2 faj adsorpsiyon proteini ile baglanir ve geri doniisiimsiiz

yapisma gerceklesmektedir (156).

Probiyotik Ozellikleri

Bugiinlerde, bir¢ok probiyotik mikroorganizma Lactobacillus ve Bifidobacterium
cinslerine aittir. Fakat Lactococcus, Enterococcus, Saccharomyces ve Propionibacterium
probiyotik mikroorganizma olarak kabul edilen soylar olusturmakta ve S. thermophilus ve
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus da probiotik olarak kabul edilmektedir. Bir¢cok LAB,
mide—bagirsak sisteminin asitligine zayif direnglilik gostermesinden dolay1 probiyotik
olarak kabul edilmemekle birlikte son yillarda organizmalarin probiyotik bakteri olarak
kabul edilmesinde f—galaktosidaz enzimine sahip olup olmadig1 baz alinmaktadir. S.
thermophilus ve Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, bu enzimi salgilamalarindan dolay1
probiyotik bir mikroorganizma olarak kabul edilmektedir. Vinderola ve Reinheimer (161)
laktokoklarin bu enzime sahip olduklarini tespit edememisler, Ballesteros ve arkadaslar
(109) laktokok izolatlarinda bu enzimi ya bulamamis ya da zayif oldugu tespit etmisler ve
Herreros ve arkadaslar1 (110) sadece bir tek L. lactis subsp. lactis susunun —galaktosidaz
aktivite gosterdigini tespit etmis ve laktokoklarda bu a¢idan dominant enzimin fosfo—3—
galaktosidaz—galaktohidrolaz oldugu bildirmislerdir.

Mide-bagirsak sisteminde uzun siire canliligin1 koruyamadigi i¢in laktokoklarin
probiyotik 6zelliklerinin diisiik oldugu bildirilmektedir (162). Bununla birlikte Obodai ve
Dodd (163) pH’s1 3.49-4.25 arasinda degisen geleneksel bir siit iiriiniinde laktokoklar1 10
logjo kob/ml diizeylerinde tespit etmislerdir.

Laktokoklar {izerine son yapilan ¢aligsmalar ise mukozal bagigikli§in saglanmasi
tizerine (86,153) alanin amino asidi ve vitamin folat tiretmesi ile fonksiyonel gidalarin
formiilasyonu iizerine, kimyasal olarak kolitis olusturulmus farelerde canli laktokok
hiicrelerin etkinligi ve heterolog L. lactis tarafindan insan interleukin—10 sekresyonu ve
daha sonrasinda terapotik molekiillerin oral olarak bu organizma tarafindan verilebilirligi
izerine yogunlagmaktadir (164).

Klasik biyokimyasal testler uzun yillar boyunca laktokoklarin identifikasyonunda

kullanilmis ancak bu testler laktokoklarin diger yakin cinslerden ayriminda yeterince etkin

23



olamamustir. Ozellikle enterokoklar bu tiirlerle karisabilmektedir. Bu tiiriin digerlerinden
kesin ve ayrici tanisinda kullanilan molekiiler teknikler rapor edilmistir (165,166).
Bununla birlikte 16S rDNA zincirine iliskin spesifik problarin gelistirilmesiyle

cremoris ile lactis alttiirlerinin de molekiiler olarak ayirimi miimkiin olmustur (38).

Bu calisma, Aydin ili ve ¢evresinde ilk siralarda tercih edilen, geleneksel usullere
gore yapilan Izmir Tulum peynirinden izole edilen lactis suslarinin karakterlerinin
belirlenmesi ve elde edilen suslarin gelecekteki tulum peyniri yapimlarinda en uygun
starter kiiltiir tiplerinin belirlenmesine ve kullanimina bir 151k tutmasi amaciyla yapilmastir.
L. lactis subsp lactis ve cremoris alttiirlerinin izolasyonu, biyokimyasal testler ve ardindan
molekiiler olarak identifikasyonun PZR teknigi ile ortaya konulmas1 amaglanmistir. Izole
edilen suslarin saklanip degerlendirilmek iizere korunmasi da yerel peynir ¢esitlerimize

0zgli mikrobiyal zenginligin korunmasi agisindan 6nem arz etmektedir.
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GEREC VE YONTEM

Mikroorganizmalarin izolasyonu ve Mikrobiyolojik Testler

Cig siitten kiiltiir kullanilmaksizin iiretilmis olan 90 adet Izmir Tulum peyniri,
Aydin Ili ve gevresindeki farkli mandiralar ve pazarlardan Mayis 2005-May1s 2006
tarihleri arasinda toplandi ve laboratuvara soguk zincir altinda getirildi. Homojenizasyon
islemi, % 2’lik sodyum sitratta yapildiktan sonra (Bag Mixer), % 0.1 pepton (oxoid) ve %
0.85 tuz (oxoid) iceren diliisyon sivilarinda sulandirma islemi yapilip 10° ve 10" lik
diliisyonlardan, icersinde 40 pg/ml oraninda nalidiksik asit (Sigma N4382) iceren M17
agara (Merck 1.15108) ¢ift kat dokme plak teknigine gore ekildi (1,167,168) ve 30°C’de
48 saat inkiibasyona birakildi. Bu dozdaki nalidiksik asit 6zellikle stafilokoklarin ve
mikrokoklarin gelisimini inhibe etmektedir (168). Bu siire sonunda her bir petri kutusunda
ireyen tipik kolonilerden (beyaz—krem renkte, 2—3 mm capinda yuvarlak—eliptik koloni)
bir tanesi segilip 2 kez M17 agar ve M17 brothda (Merck 1.15029) saflagtirma iglemleri
gergeklestirildi. Saflastirilan bu izolatlarin fenotipik karakterlerinin ortaya konulmasi
amaciyla Gram boyama, 10°C’de, ve 45°C’de iireme, % 2, % 4 ve % 6.5 NaCl iceren s1v1
besi yerinde iireme testlerine tabi tutuldu. Bu testlerin ardindan Gram pozitif, kok
formunda, 10°C’de iireyen ancak 45°C’de iiremeyen ayrica % 6.5 NaCl iceren besi
yerinde iiremeyen koloniler laktokok olarak kabul edildi. Bu izolatlar, Bascomp ve Manafi

(169)’e gore % 3 H,0, igeren siispansiyonda katalaz testine tabi tutuldu.

DNA Ekstraksiyonu

[zolatlar gece boyunca 30°C’de sivi M17 laktoz besi yerinde iiretildi ve logoritmik
fazda olan mikroorganizmanin tiremis oldugu siv1 besi yeri, 2 ml’lik eppendorf tiiplerinde
5 dakika, 10.000 devir/sn santrifiij edildi (Eppendorf mini plus). Santrifiij sonrasi iist
kisimda kalan s1v1 atildi ve altta toplanan bakteri peleti, 2 defa soguk (+4°C) distile su ile
yikanip tekrar ayni devir ve siirede santrifiij yapildi, tist siv1 atilip altta kalan pelet,
genomik DNA ayirma kiti (Fermentas, FE-K0512) ile izolasyona tabi tutuluncaya kadar
-20°C’de saklandh.
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DNA Ayirma Protokolii

200 pl 6rnek, DNA ayirma kitindeki 400 pl lizis soliisyonu ile 65°C’de 5 d inkiibe
edildi. Sonrasinda Vaid ve Bishop (170)’a gore,15 U mutanolizin (Sigma M9901)
iceren 50 mM sodyum fosfat buffer soliisyonu ile 37°C’de 30 d inkiibe edildi.

600 pl kloroform ilave edilip 10.000 devirde 2 d santrifiij edildi.

720 pl niikleaz icermeyen bidistile su + 80 pl presipitasyon soliisyonu (10X)
hazirlandi.

800 pl presipatasyon soliisyonu ile 6rnegimiz oda sicakliginda 1-2 d bekletildi ve
sonrasinda 10.000 devirde 2 d santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi iist kistmdaki sivi uzaklastirildi, DNA’nin eldesi i¢in 100 pl 1.2 M
NaCl soliisyonu ile isleme tabii tutuldu.

300 ul soguk etanol ilave edilip —20°C’de 10 d presipitasyon i¢in beklenildi. 10.000
devirde 3 d santrifiij edildi, etanol baska bir tiipe aktarildi, pellet, % 70 soguk

etanol ile yikandi. DNA, 100 pl niikleaz igermeyen distile suda toplandi ve
-20°C’de saklandu.

Sekil 2: Ekstraksiyonlar sonucu elde edilmis DNA’lar
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Referans Suslar:

L. lactis subsp. lactis NRRL-B 1821, L. lactis subsp. lactis CECT 4432 ve L. lactis
subsp. cremoris NRRL-B 634, Yiiksek Teknoloji Enstitiisiinden (Urla—izmir) temin edildi.

Oligoniikleotitler ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Calismada kullanilan HPLC saflastirilmis oligoniikleotit primerleri Tablo 4’te

verilmistir. PZR reaksiyonlar icersinde:

PZR Buffer: Sul, MgCl,: 3ul, INTPMix (Fermentas, FE-R0191): 1ul, HPLC

purifiye Primer LacreR: 2ul, Primer LacF: 2ul, Hot Start Taq DNA polimeraz
(Fermentas,FE-EP0602): 0.2ul, Templeyt DNA: 5ul, toplam hacim: 50ul

Tablo 4. Calismada kullanilan primerler ve hedef mikroorganizmalarla hedef bolgeleri

Primer Hedef Baz sayis1 | Hedef Oligoniikleotit
(Referans) | mikroorganizma Bolge
(rDNA)*

LacreR (Pu | L. lactis 19 779-815 GGGATCATCTTTGAGTGAT
ve
arkadaslar)
(38)

L. lactis subsp. 19 217-341 GTACTTGTACCGACTGGAT
LacF (Pu lactis
ve
arkadaglar)
(38)
CreF (Pu 19 217-341 GTGCTTGCACCGATTTGAA
ve L. lactis subsp.
arkadaglar) | cremoris
(38)

* DNA zincir pozisyonu “Ribosomal Database Project” e gore E. coli baz alinarak belirlenmistir.
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PZR Karisimimmin Hazirlanmasi:

Kirik buz tizerinde 2.0 ml’lik reaksiyon tiipiinde asagidaki karisim hazirlandi:

L. lactis subsp. lactis icin:

Bidistile su 31.8 ul
PZR Buffer (10x konsantrasyonda) 5.0 ul
MgCl, (25 mM) 3.0ul
dNTP Mix (10 mM, Fermentas, FE-R0191) 1.0 pl
Primer 1 (LacreR, 10 pmol/ul) 2.0 ul
Primer 2 (LacF, 10 pmol/ul) 2.0 ul
Hot Start Taq polimeraz (5 U/ul, Fermentas, FE-EP0602) 0.2 ul
Ornek DNA 5.0 ul

Toplam: 50 pl

L. lactis subsp. cremoris icin:

Bidistile su 31.8 ul
PZR Buffer (10x konsantrasyonda) 5.0 ul
MgCl, (25 mM) 3.0 ul
dNTP (10 mM, Fermentas, FE-R0191) 1.0 ul
Primer 1 (LacreR, 10 pmol/ul) 2.0 ul
Primer 3 (CreF, 10 pmol/ul) 2.0 ul
Hot Start Taq polimeraz (5 U/ul, Fermentas, FE-EP0602) 0.2 ul
Ornek DNA 5.0l

Toplam: 50 pul

1.5 mmol/l MgCl, , 20-100 pg DNA, 0.5 umol/l primer (Fermentas, HPLC
purifiye, HB—1000), 2.5 IU Hot Start Tag DNA polimeraz (Fermentas, FE-EP0602), 200
pmol/l dNTP ve 100 mmol/l Tris HCI bulunan 50 pl son hacimde gerceklestirildi.

Cogaltim islemi icin Perkin Elmer termocycler (model 3600) kullanilda.
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PZR ve Jel Uzerinde Gériintiileme

PZR igin; her bir siklusu 94°C’de 40 s denatiirasyon, 58°C’de 40 s hibridizasyon ve
72°C’de 1 d tamamlama islemi 35 siklus olarak uygulandi (38). Bu sikluslarin
baglamasindan 6nce 94°C’de 5 d asil denatiirasyon gerceklestirildi (Eppendorf Master
Cycler Personal). Bunun ardindan PZR iiriinleri, TAE elektroforez buffer (Fermentas, FE—
B49) iceren % 1’lik agaroz jel (Fermentas, Basica Le, HS-8012) iizerinde ilk 5 dakika 90
voltta, sonra 60-75 d 60 voltta gog ettirildi (ThermoEC 250-90) ve 0.03 pl/ml etidyum
bromiir (Fermentas, ZD—A1152) ile boyanarak goriintiilendi. Goriintillemede Spectroline
TC-312E/F UV transilluminator, kamera pulnix TM—7ETX ve Sony printer kullanildi.
100 bp artis gosteren DNA marker (Fermentas, FE-SM1143) kullanildi.

29



BULGULAR

Toplanan peynir numunelerinin nalidiksik asit iceren M 17 agar besiyeri ortamina
ekilmesi sonucunda tiim numunelerde iireme sekillendigi tespit edildi. Ureyen
mikroorganizma sayisinin 1.9 x 10’-2.1 x 10® kob/g diizeyleri arasinda degistigi gozlendi.
Her bir peynir numunesine ait iireyen kolonilerden biri segilerek ileri identifikasyon
islemleri icin M 17 s1v1 besi yerinde iiretildi. Kati ve siv1 besi yerlerinde 2 kez saflastirma
caligsmasi yapildi ve son saflastirmadan sonra iireyen koloniler % 15-20 gliserol iceren
kriyo tiiplerde —80°C’de saklandi. Bu saf izolatlar, % 2, 4 ve 6.5 tuzda iireme ve 10°C ve
45°C’de iireme testlerine tabii tutuldu. Bu gibi testler laktokoklarin, basta enterokoklardan
ve diger streptokoklardan fenotipik olarak ayirt edilmesinde kullanilmaktadir
(1,7,20,21,40). Gram boyamanin ardindan 10°C’de iireyen fakat 45°C’de iiremeyen, % 2
ve % 4 tuzda iireyen fakat % 6.5 tuzda iiremeyen sus, fenotipik 6zelliklerine gore laktokok
kabul edildi. Buna gore; daha sonra fenotipik 6zelliklerine gore laktokok profili gostersin
ya da gostermesin tiim izolatlar L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris ayrimi
icin PZR primerleri kullanilarak molekiiler onaylama islemine tabi tutuldu. 16S rDNA
genine spesifik olarak tasarlanmis bu primerler vasitasiyla, test edilen tiim izolatlardan 18
tanesinin (% 20) L. lactis subsp. lactis ve 11 tanesinin de (% 12) L. lactis subsp. cremoris

alttiirleri ile 161 bp boyutlarinda bir bant verdigi gozlendi. Goriintii kalitesi iyi olmamakla

birlikte, ciplak gozle daha net fark edilebiliyordu.

200
100

M nnn npoPpp©PUPUPDDN P nn
Sekil 3: 161 bp boyutunda pozitif bant veren suglar.

M: Marker
n: Negatif
p: Pozitif
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Fenotipik 6zelliklerine gore laktokok profili gosteren 17 adet sus (3, 6, 16, 20, 21,
31, 33,47, 48, 51, 57, 60, 68, 71, 76, 77 ve 90 numaral suslar) PZR reaksiyonu sonucunda
pozitif bant vermemistir (Tablo 7). Diger bir ilgi ¢ekici nokta 1, 11, 25, 30, 34, 54, 59, 70,
74 ve 89 numarali olmak iizere 10 adet sus fenotipik degerlendirmelere gore bastan
laktokok profili gostermemesine ragmen PZR calismalarinda L. lactis subsp. lactis olarak
pozitif bant vermistir. PZR sonucunda pozitif L. lactis subsp. cremoris suslarindan 4, 9,
35, 39, 53 numaral olanlar, % 4 tuzda ve 45°C’de lireme gdstermemistir. Ayrica cremoris
olarak pozitif bant veren 17, 41, 56, 62 ve 84 numarali suslarin hepsi de % 4 tuz igeren besi
yerinde iireme gostermistir. 28 numaral alttiir cremoris susu ise hem % 4 tuzda hem de
45°C’de gelisebilmistir. Benzer sekilde PZR ¢alismalarinda pozitif bant veren L. lactis
subsp. lactis suslarindan 19, 27, 40, 43, 50,65 ve 78 numaral olanlar, % 6.5 tuzda ve
45°C’de iireme gostermemistir. L. lactis subsp. lactis olarak pozitif bant veren 1, 11, 30,
54,70, 74 ve 89 numarali olan suslar, % 6.5 tuzda, 34 numarali sus ise 45°C’de ve 25 ve
59 numarali suglar ise hem % 6.5 tuzda hem de 45°C’de iireme gostermistir. Bu 6zellikleri

dolayist ile bu izolatlar, atipik profil gostermistir.
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Tablo 5: izole edilen suslarin biyokimyasal ve fenotipik olarak belirlenmesi”

Gram | Sekil | Tuza dayamklihik 10°C’de | 45°C’de | Katalaz
%2 %4 %6.5 | Gelisme | Gelisme
1 + Kok | + + + + — —
2 + Kok | + + + + + —

7 + Kok | + + + + + —
8 + Rod | + + + + + -
10 + Rod | + + + + + -
11 + Kok | + + + + — —
13 + Rod | + + + + + —
14 + Kok | + + + + + —
15 + Rod | + + + + + —

+
—+

+

Kok

Kok
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+

+

+

—+

—+

72 + Kok | + + + + +
73 + Rod | + + + + +
74 + Kok | + + + + —
75 + Rod | + + + + +

79 + Rod | + + + + +
80 + Kok | + + + + +
81 + Kok | + + + + +
82 + Rod | + + — + +
83 + Rod | + + + + +

33

85 + Kok | + + + + +
86 + Kok | + + + + +
87 + Kok | + + + + +
88 + Kok | + + + + —
89 + Kok | + + + + -

*: Fenotipik dzelliklerine gére Lactococcus lactis profili gosteren suslar koyu belirtilmistir.




Tablo 6: Fenotipik degerlendirme, tiire 6zgii PZR ve gruplan

Sus

Fenotipik
degerlendirme

PZR Sonuclan

L. lactis subsp.lactis

L. lactis subsp. cremoris

—_ O O\ B W=
—_

12
16
17
19
20
21
25
27
28
30
31
33
34
35
39
40
41
43
47
48
50
51
53
54
56
57
59
60
62
65
68
70
71
74
76
77
78
84
89
90

Lactococcus (=)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (=)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (=)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (=)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (=)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (=)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (=)
Lactococcus (+)
Lactococcus (=)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (+)
Lactococcus (=)
Lactococcus (+)

+

+ +

I+ + 1

+

I+ 1

+

I+ 1

+

+ + 1 1
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TARTISMA VE SONUC

Tulum peyniri, beyaz ya da krem renkte ve yar1 sert tekstiire sahiptir. Genellikle
[zmir Tulum peyniri ve Erzincan Savak Tulum peyniri olmak iizere 2 gesit tulum peyniri
soz konusudur. Tkincisi, Erzincan, Erzurum, Tunceli, Bingol, Elazig ve cevresinde
yapilmaktadir (22).

Bu ¢alismada iilkemizde ekonomik agidan énem arz eden izmir Tulum peynirine
0zgii laktokok florasinin identifikasyonu amaglanmistir.

Standartlarimizda homojenizasyon isleminde % 2’lik sodyum sitratin kullanilmasi
gerektigi bildirilmistir (26). LAB i¢in ileri diliisyon islemlerinde ise soguk % 0.1’lik
peptonun kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Fosfat buffer dilityentleri
mikroorganizmalarin yakalanma sansini azaltmaktadir (7). Laktokoklarin iiremesine en
elverisli besi yerinin saptanmas1 amaciyla yapilan ¢alismalarda M 17 agarin en iyi oldugu
belirlenmis (1,149,171) ve M 17 agar uzun yillardan beri kullanilmaktadir (172).

Fenotipik 6zellikleri gbz 6niine alinarak yapilan identifikasyon islemleri oldukca
zaman aldig1 icin (167), fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri incelendiginde bastan
laktokok olarak siiphenilen izolatlarin hepsinin laktokok olarak tespit edilmemis
olmasindan dolay1 (173) niikleik asit tabanli molekiiler teknikler gelistirilmistir
(10,38,165-167).

Uzun yillar boyunca cremoris ve lactis alttiirlerinin birbirinden ayriminda
biyokimyasal olarak arjininden amonyak iiretim testi kullanilmistir. Ancak bu test her
zaman icin giivenilir sonu¢lar vermemektedir (62). Calismamizda kullandigimiz primerler
sadece kendi tiirlerine 6zgii DNA ile reaksiyon vermistir. Bu sonuglar bu iki alttiiriin
ayriminda PZR’in etkin bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

Bu calismada uygulanan fenotipik testlerle 36 izolat tipik L. lactis profili
gostermesine ragmen bu izolatlardan 17 tanesi L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp.
cremoris alttiirleri agisindan spesifik primerler ile yapilan genetik testlerde negatif yanit
vermistir. Bu cinste yer alan mikroorganizmalarin diger cinslerde, 6zellikle de enterokok
cinsinde yer alan mikroorganizmalar ile fenotipik ozelliklerine gore kolaylikla
karistirilabilecegi onceden de bildirilmisti (61,174). Negatif yanit veren bu suslar,
laktokok cinsine ait diger mikroorganizma gruplarindan da olabilir. Bu durum ayrica, tiir
seviyesinde ayirim icin PZR gibi diger ilave testlerin gerekli oldugunun bir gostergesidir.
L. lactis subsp. cremoris genel olarak peynir cesitlerinden daha nadir olarak izole edilen bir

tiirdiir (1). Bizim calismamizda da benzer sekilde 18 adet lactis alttiiriine nazaran 11 adet
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cremoris alttiirii izole edildi. Delgado ve Mayo (175) starter kiiltiir kullanilmadan iiretilmis
ciftlik peynirlerinden, Gaya ve arkadaslar1 (176) ¢ig siitten yapilmis koyun peynirlerinden,
L. lactis subsp.cremoris’i % 14-25 arasinda izole etmislerdir. Peynir 6rneklerinden izole
edilmesi gii¢ olan bu sus, bu caligmada rastgele secilen suslar arasinda % 12 oraninda
tespit edilmistir. Corroler ve arkadaslari (1) Cheddar peynirlerinde istenen aromanin
olusmasini saglayan L. lactis subsp.cremoris’i (176) % 40 diizeylerinde tespit etmislerdir.
Herreros ve arkadaslar1 da (110) Armada peynirinden L. lactis subsp. cremoris’i daha az
oranda izole etmislerdir. Gerasi ve arkadaslar1 (111) ¢ig siitten iiretilen Manura
peynirinden yaptiklar ¢aligmada laktokoklan diisiik oranda bulmuslardir. Diger bir¢cok
peynirlerde daha az siklikta izole edilen L. lactis subsp. cremoris, bu peynirde daha yogun
tespit edilmistir.

Bu caligsmaya benzer sekilde Fortina ve arkadaslan (54) Garde ve arkadaslar (14)
ile Bulut ve arkadaglar1 (116) da calismalarinda atipik laktokoklar1 izole etmislerdir.
Fortina ve arkadaslar1 (54) bir cesit Italyan peyniri rneklerinin % 67’sinin laktokoklar
tarafindan olusturuldugu ve beklenenden yiiksek olan bu oranin L. lactis subsp. lactis ve L.
garvieae tarafindan olusturuldugunu ve ayn1 zamanda bu L. lactis subsp. lactis’lerin
% 73’iiniin % 6.5 tuzda tireme gosterdigini bildirmislerdir. Aym sekilde Ward ve
arkadaslar1 (17) cig siitten izole ettikleri 31 Lactococcus susundan 21’ini 16S rRNA
teknigine gore L. lactis subsp. cremoris olarak tespit ederlerken bu suslarin hepsi bagtan L.
lactis subsp. lactis profili gostermistir. Benzer sekilde Mangin ve arkadaslar (16) Salama
ve arkadaslar1 (178) ve Klijn ve arkadaslan (166) cig siitten yapmis olduklar1 calismalarda
fenotipik ozelliklerine gore L. lactis subsp. lactis denen suslardan bazilarini, PZR
sonucunda L. lactis subsp. cremoris olarak tespit etmislerdir. Gene Mannu ve Pab (179)
¢ig siitten yapilan Pecorino Sardo peynirinden % 6.5 tuzda iireyebilen L. lactis subsp. lactis
suslari izole etmisler fakat olgunlagsmanin 2. ayinda hi¢ L. lactis susu tespit
edememislerdir. Ouzari ve arkadaslar (63) yerel fermente siit iiriinlerinden yaptiklar1 PZR
tabanli ¢alismalarinda 36 L. lactis subsp. lactis ve 12 L. lactis subsp. cremoris izole
etmisler ve izole ettikleri tiim cremoris suslari 40°C’de ve % 58’1, % 4 tuzda iireme
gostermistir. Nomura ve arkadaslart (50) ¢ig siitten izole ettikleri L. lactis subsp. lactis
suslarinin % 6.5 tuzda ve pH 9.6’da iireme gosterdigini tespit etmislerdir. Obis ve
arkadaslar1 (180) % 6.5 tuzda iireme gosteren L. lactis subsp. lactis suslarinin yani sira % 4
tuzda iireme gostermeyen L. lactis subsp. cremoris suslarin1 deneysel olarak

gostermislerdir.
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Yapilan calismalar gostermektedir ki laktokoklarin atipik 6zellik gdstermesi,
tamamen susun kendisine bagl olmakla birlikte siitiin pastorize edilip edilmemesi, igcermis
oldugu tuz miktar1 gibi peynir yapim teknolojisi de bu konuda 6nemli bir etmen
olabilmektedir.

Psoni ve arkadaglart (181) ¢ig keci siitiinden yapilan Batzos peynirinde, Pisano ve
arkadaslar (182) cig siitten yapilan Fiore Sardo peynirinde, laktokoklar arasinda baglica
tiirii L. lactis subsp lactis’in olusturdugunu tespit etmislerdir. Mangin ve arkadaslar (16)
¢cig siitten yaptiklar incelemelerde L. lactis suslarinin % 60 gibi yiiksek bir degerde baskin
floray1 olusturdugunu ve bunlarin tamaminin L. lactis subsp lactis’e ait oldugunu
belirlemislerdir. Di Cagno ve arkadaslar1 (183) ¢alisnus olduklar 4 Italyan peynirinin
birinde L. lactis olduk¢a dominant bulunurken diger 3 peynirde laktokok tespit
edilememistir. Florez ve arkadaslar1 (168) inek, koyun ve kegi siitleri karisimindan
yapilmis Cabrales peynirinde, Callon ve arkadaslar1 (167) ¢ig siitten yapilan Salers
peynirinde, LAB icinde dominant olarak L. lactis subsp. lactis’i izole etmigler ve ayrica L.
lactis subsp. cremoris’i tespit edememislerdir. Zarate ve arkadaslar (184) Tenerife keci
peynirinden, Gerasi ve arkadaglar1 (111) ¢ig koyun siitiinden yapilan Manura peynirinden
L. lactis subsp. cremoris’i diisiik oranda tespit ederken Mannu ve arkadaslar (185)
Pecorino Sardo peynirinden izole edilen 29 Lactococcus izolatindan sadece 1 tanesini L.
lactis subsp. cremoris olarak belirlemislerdir.

L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis ya da Ln. mesenteroides gibi mezofilik suslar, taze peynirlerin dominant
florasini olusturmaktadir. Peynirlerin olgunlagmasi siiresince yogun olarak bulunan
bakteri grubunu olusturan LAB igersinde 48 saatlik peynir 6érneklerinde maksimum
seviyede oldugu varsayilan laktokoklarin, 1 aylik bir olgunlagma siiresinde, sayilar
oldukga diismekte, hatta baz1 zamanlarda tespit edilememektedir. Peynirlerin
olgunlagmalarindaki ilk evrelerde laktokoklarin dominant mikrofloray1 olusturduklar
belirtilmektedir (140). Buna benzer sekilde Mannu ve arkadaslar1 (185) Pecorino Sardo
peynirinin olgunlasmanin birinci giiniinde laktokoklar1 1.0 x 10° kob/ g diizeyinde tespit
etmis ve % 6.5 tuzda iireme gosteren fakat 45°C’de lireyemeyen L. lactis subsp. lactis
suglarin izole etmis, olgunlagma boyunca laktokok sayisinda bir diisiisiin oldugunu
bildirmistir. Poznanski ve arkadaslar1 (53) ¢ig siitten yapilan Nostrano di Primiero
peynirinde olgunlasmanin ikinci giiniinde dominant floranin laktik koklar tarafindan
olusturuldugunu ve olgunlagsmanin 30. giiniinde L. lactis subsp. lactis ve subsp. cremoris

suslarinin diisiik oldugunu bildirmistir. Bir¢ok ¢alismadakine benzer sekilde de
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laktokoklarin sayist olgunlagma periyodu boyunca bir azalma gostermistir. Bu
arastirmacilar bunun nedenini baslica yiiksek NaCl igeriginin etkisinden kaynaklandigini
ileri siirmiislerdir. Ayrica laktozun kullanilmasi sonucu olusan asitligin etkisi ile peynirde
laktobasillerin olgunlagsma periyodu boyunca artis egilimi gdstermesi, laktobasillerin
dominant floray1 olugturmasi ve leukonostoklar ve laktokoklarin asidurik
mikroorganizmalar olmasi ve diisiik pH’da yavas metabolizmaya sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. Laktokoklar, siitiin pthtilagsmasini saglayan asidifikasyonunu
gerceklestirirken bu ilk asamada gelismekte ve yiiksek sayida olmaktadirlar (29). Ostlie ve
arkadaslar (59) Norvec peynirinde laktokoklarin olgunlasma periyodunda bastan 9 log
kob/g diizeyinde olan sayilarinin olgunlagma siirecinde genellikle azaldigi, hatta bu
periyodun 3—4 ay olmas1 halinde pH ile tuz konsantrasyonuna bagli olmakla birlikte tespit
edilemeyecek miktarlarda olabildigini bildirmistir. Madrau ve arkadaslar1 (186) Pecorino
Sardo peynirinin olgunlasmasinin ilk zamanlarda dominant floray1 koklar olustururken
ilerleyen zamanla birlikte laktobasillerin sayilarinin arttigini bildirmislerdir. Gerasi ve
arkadaslar (111) 3 aylik olgunlagsmasini tamamlamis ¢ig siitten yapilan koyun
peynirlerinde sayica en bilyiik diisiisii laktoklarin gosterdigini bildirmistir. Florez ve
arkadaslan (168) ii¢ giinliik peynirlerde dominant floray1 4.0 x 10° kob/ g diizeyi gibi
yiiksek bir say1 ile laktokoklarin olusturdugunu, olgunlagma periyodu boyunca sayica en
yiiksek soyu laktokoklarin olusturdugunu ve laktobasillerin hi¢cbir zaman sayica
laktokoklardan iistiin olmadigini bildirmistir.

Gurses ve Erdogan (29), tulum peynirlerinin olgunlagma siiresince igermis oldugu
LAB yiikiinde hakim floranin laktobasiller oldugunu tespit ederken enterokoklar,
laktokoklar, leukonostoklar ve pediokoklari olgunlasma periyodu boyunca diisiik oranlarda
bulmuslardir. L. lactis suslari, taze peynirler i¢in izole edilen mikroorganizmalar arasinda
% 4.5 oraninda ve 90 giinliik olgunlasma periyodu sonucunda da % 3 oraninda tespit
edilirken bu oran Pediococcus acetilactici igin sirasiyla % 18.2 ve % 17.6, Enterococcus
feacelis icin % 13.6 ve % 3, Leuconostoc mesenteroides suslari i¢in % 9.1 ve % 14.7
olarak belirlenmistir. Lactobacillus’lar i¢inde Lb. parabuchneri, Lb. bifermentas ve Lb.
paracasei suslari i¢in taze peynirler icin sirasiyla % 13.6, % 13.6 ve % 9.1 olan oranlar, 90
giinliik olgunlagsmasini tamamlamis peynirler i¢in sirasiyla % 17.6, % 14.7 ve % 14.7
olarak tespit edilmistir.

Ulkemizde tulum peyniri ile ilgili cok ¢aligma yapilmistir fakat bunlarin hemen
hemen hepsi Erzincan Savak Tulum peyniri tizerine ve genelde de olgunlagsma siiresince

paketleme materyalinin (plastik bidon, deri ve cam) duyusal kalite iizerine etkisi

38



(22,23,187-197), mikrobiyolojik kaliteleri (31,187,194,196-205) ve starter kiiltiir
kullaniminin kalite iizerine etkisi bakimindan (206-210) incelenmistir. Tulum
peynirlerinin olgunlagma siiresi boyunca LAB florasini inceleyen (29,30) ve tulum
peynirlerinde lipolizisin aroma iizerine etkisi (27) ile tulum peynirinde bulunan aroma
maddelerini saptayan (22) calismalar da bulunmaktadir. Kilic ve Gong (211) Izmir Tulum
peynirinden yapmis olduklari izolasyonlar sonucunda Lactobacillus, Enterococcus ve
Lactococcus tiirlerini yiiksek oranda tespit etmisler ve iiretimde starter kiiltiir
kullanilacaksa bu grup bakterilerden E. faecalis, L. lactis subsp. lactis ve subsp. cremoris
ile Lb. casei tiirlerinin secilmesini uygun bulmuslardir. Oner ve arkadaslar1 (30) tulum
peynirlerinden yapmis olduklar1 ¢alismada laktobasillerin dominant floray1 olusturdugunu
tespit ederlerden laktokoklari %15.8 oraninda tespit etmislerdir. Oksiiztepe ve arkadaslari
(212) tulum peynirlerinde Streptococcaceae ailesinde yer alan Enterococcus tiirlerinin, L.
lactis subsp. cremoris ve L. lactis subsp. lactis ile Ln. mesenteroides subsp. cremoris’in
olgunlagmada baslica sorumlu organizmalar olarak bildirmislerdir.

Sonug olarak; Aydin Ili ve gevresinde geleneksel olarak ¢ig siitten iiretilen 90 farkls
[zmir Tulum peynirinden elde edilen 36 izolat, fenotipik degerlendirmeler sonucunda
pozitif sonuc¢ vermesine ragmen PZR analizi sonucu ancak 29 6rnegin (% 32) L. lactis
subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris agisindan pozitif oldugu tespit edilmistir. izole
edilen bu suslarin 18 tanesi (% 20) L. lactis subsp. lactis, 11 tanesi (% 12) L. lactis subsp.
cremoris olarak identifiye edilmistir. Bu ¢aligmada laktokok alttiirlerinin saglikl1 bir
sekilde ayirt edilebilmesi icin PZR tekniginin gerekliligi ortaya konulmustur. Ayrica
salamura teknigi ile geleneksel olarak iiretilen olgunlagma periyodunu tamamlamis izmir
Tulum peynirlerinde % 32 oraninda L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris’in
bulunmasi; olgunlagsma isleminin peynirdeki laktokok insidensini diisiirme durumu da goz
oniine alindiginda, bu mikroorganizmalarin tulum peynirinde aroma ve lezzet
olusumundaki roliinii belirlemektedir. Yapilan cesitli ¢calismalarda belirtildigi gibi Izmir
Tulum peynirinde de L. lactis subsp. lactis’in bulunma orani (% 20), L. lactis subsp.
cremoris’e gore (% 12) daha fazladir.

Bu ¢alisma daha sonra izmir Tulum peynirinin olgunlagsmasinda 6nemli olan ve
tulum peynirine 6zgii starter kiiltiiriin olugturulmasinda 6nemli olan mikroorganizmalarin
tespit edilmesinde bir 6n caligsma olarak kabul edilebilir. Ayrica elde ettigimiz L. lactis
subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris izolatlarmin asidifikasyon, proteoliz, bakteriyosin
ve ekzopolisakkarit olusturma, bakteriyofaj ve antibiyotiklere direng gibi teknolojik

ozelliklerinin belirlenmesine yonelik caligmalara da baz olusturacaktir. Bu sekilde bu
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mikroorganizmalarin Izmir Tulum peynirinin aroma ve lezzetinin olusmasindaki ayirt edici

ozellikleri ortaya konulacaktir.
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