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TURKCE OZET

Tez calismasinda Mihali¢ peynirinin laktik florasi MALDI-TOF MS ve 16S
rDNA dizi analizi yontemleri ile karsilastirmali olarak tanimlandi. Arastirmada toplam
53 adet Mihalig peyniri iiretiminin en fazla yapildigi Marmara Bolgesi’nden toplandi.

Calismanin ilk boliimiinde spesifik besiyerleri kullanilarak tim laktik flora
ortaya cikartildi ve sec¢ilen 467 adet izolat MALDI-TOF-MS analizine tabi tutuldu.
Besiyerlerinde ilireyen mikroorganizmalar sayisal olarak degerlendirildiginde M17
agarda gelisen streptokoklarin florada baskin oldugu belirlendi. Mikrooganizmalarin
tiir tanist i¢in kullanilan MALDI-TOF-MS ve 16S rDNA dizi analiz sonuglarina gore
Lactobacillus fermentum (% 37,9), Lb. paracasei (% 32,5) ve Lb. rhamnosus (% 14,2)
baskin laktobasil tiirleri olarak belirlendi. Benzer sekilde, Streptecoccus thermophilus
(% 34), Str. gallolyticus ssp. macedonicus (% 31,9), Str. lutetiensis/Str. infantarius
ssp. infantarius (% 14,8) ve Lactococcus lactis (% 12,7) M17°de iireyen stertekok ve
laktokoklar olarak tanimlandi. Enterokoklar arasinda ise KAA besiyerinden
Enterococcus faecium (% 41,6) ve Ent. faecalis (% 38,5) en baskin tiirler olarak izole
edilmistir.

Calismanin ikinci boliimiinde tuzlu ve az tuzlu Mihali¢ peynirleri ile bu
peynirlerin kabuk (dis) ve i¢ (merkez) kisim mikrofloralari karsilastirildi. Sonugta Lb.
paracasei tuzlu peynirlere kiyasla az tuzlu peynirlerden daha siklikla izole edildi.
Peynirlerin kabuk ve i¢ kisim karsilastirmasinda Lb. fermentum merkez kisimda daha
yaygin oldugu, Ent. faecium’un ise kabuk kisminda daha baskin oldugu belirlendi.

Elde edilen izolatlar <Siit Uriinleri Gen Bankasi’> starter kiiltiir
koleksiyonunda TSGB3001 baslangi¢c kodu ile kayit ve muhafaza altina alindi. Bu
suglarin, peynir iiretiminde potansiyel rollerinin anlasilmasi i¢in detayli ¢aligmalara

ithtiyag vardir.

Anahtar Sézciikler: Mihali¢ Peyniri, MALDI-TOF, 16S rDNA Dizi Analizi, Kiiltiir

Koleksiyonu.
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INGILIiZCE OZET

Composition and diversity of lactic flora of Mihalic cheese was evaluated by
using comparative analysis of MALDI-TOF MS and 16S rDNA sequencing of
isolates. A total of 53 cheese samples were collected from Gonen, Savastepe, Havran,
Manyas, Karacabey provinces of Marmara Region where Mihalig is produced largely
in Turkey. In the first part of the study, the whole lactic flora was analyzed by planting
the bacteria on specific media. In general, strepteccoci growing on M17 plates were
predominant. A total of 467 isolates selected for their general status were then
subjected to MALDI-TOF MS analysis. Combined analysis of MALDI-TOF MS and
16S rDNA sequencing evidenced Lactobacillus fermentum, Lb. paracasei and Lb.
rhamnosus as the dominant lactobacilles with a percentage of 37,9 %, 32,5 % and
14,2 % respectively. Percentage distribution for streptococci was 34 % for
Streptecoccus thermophilus, 31,9 for Str. gallolyticus ssp. macedonicus, 14,8 % for
Str. lutetiensis/Str. infantarius ssp. infantarius and 12,7 % for Lactoccus lactis. Among
enterococci, Enterococcus faecium (41,6 %) and Ent. faecalis (38,5 %) were the most
dominant species.

In the second part of the study microflora of salty/lesser salty and central/crust
part of Mihalic was compared. Lb. paracasei was the mostly isolated lactobacilli
species in lesser salty cheese compared to salty ones. Comparison of central and crust
part of cheeses revealed that Lb. fermentum count was higher in central part whereas
Ent. faecium was dominant in crust part.

Collected isolates were stored in ‘“Dairy Product Gene Bank’' starter culture
collection under TSGB3001 code and further studies are necessary to better understand

their potential role in cheese manufacturing.

Keywords: Mihalic Cheese, MALDI-TOF, 16S rDNA Sequence Analysis, Culture

Collection.



1. GIRIS

Siit, igerdigi zengin besin bilesenleri ile insanlar i¢in 6nemli bir gida kaynagi
oldugu kadar mikroorganizmalar i¢in de iyi bir besin kaynagidir. Bu sebeple siitiin
muhafazasi ve nakliyesinde zorlanan insanlar siiti daha dayanikh iiriinlere isleyip
muhafaza etmislerdir. Bu muhafaza sekillerinden birisi de peynirdir (Kamber, 2015).

Nesiller boyunca toplumlarin neredeyse tiimii tarafindan begeniyle tiiketilen
bir gida maddesi olan peynirin, ilk kez kimler tarafindan, nerede ve nasil iiretildigi
konusuna dair kesin bir veri bulunmamaktadir. Konu ile ilgili birgok rivayet mevcut
olsa da R.W. Menges, ilk peynirin bir gezginin siitii tasimak i¢in koyun midesinden
yapilmis tulum i¢ine koydugu ve tasidigr siitiin rastlanti sonucu pihtilagarak peynir
elde edildigini 6ne siirmiistiir (Tekinsen, 2000). Heredot, Hipokrat ve Strabon’a gére
ise ilk peynir Iskit Tiirk’leri (M.O. 600-200, Giiney Rusya) tarafindan kisrak siitiinii
eksiterek elde edilmistir. Kosikowski gore ise Tiirk ve Mogol halklart atalarinin
Asya’dan Avrupa’ya gocleri esnasinda kegi siitiinden fermente gida olarak ilk peyniri
tiretmislerdir (Kamber, 2008). Geg¢im kaynaklari tarim ve hayvanciliga dayali olan
Orta Asya’daki gogebe Tiirk boylarinin ana besin kaynaklarinin siit tirtinleri oldugu
bilinmektedir. Avrupa peynir tarihine bakildiginda ise farkl tiirde peynir gesitlerinin
{iretim siireci Roma Imparatorlugu déneminde basladigi goriilmektedir. Orta Asya
peynir tarihi Avrupa’dan ¢ok daha eski olsa da, iklim ve cografi 6zelliklerden dolay1
Avrupa iilkelerinde peynirin yayilimi ¢ok daha hizli olmustur (Hayaloglu, & Ozer,
2011).

2020 yil1 itibariyle diinya capinda en fazla peynir tiretimi yaklasik 12 milyon
tonla Avrupa Birligi (AB) tlkelerinde yapilmaktadir. Bunu 6,5 milyon ton civari
iiretimiyle Amerika Birlesik Devletleri (ABD) izlemektedir. Ulkemizin de dahil
oldugu Arjantin, Polonya ve Brezilya gibi diger 6nemli peynir iireticisi olan tilkelerde
ise 2020 yili peynir iiretimi 750-900 bin ton araliginda ger¢eklesmistir (OECD-FAOQ,
2020). Ulkemizde ise 2020 yili toplam peynir iiretimi 764 bin ton, peynir ihracati ise
53 bin ton olarak hesaplanmistir (TUIK, 2020a).

Avrupa Birligi istatistik sonuglarmin yayinlandigi 2020 yili Eurostat Statistics
Explained (EUROSTAT, 2020) resmi verilerine gore AB iilkelerinde iiretilen toplam
stitiin % 69,6 s1 peynir ve tereyagi iiretiminde kullanilmaktadir (EUROSTAT, 2020).

2020 yil1 i¢in kiiresel olarak ihrag edilen peynirin 33 milyar dolar civarinda oldugu



tahmin edilmektedir. AB fiilkeleri 27 milyar dolar ihracat hacmi ile diinya peynir
thracatinin % 84’linli gergeklestirerek bir kez daha diinyanin en biiyiik ihracatcisi
olmustur (World to Exports, 2020). Avrupa’nin en giiglii ekonomisine sahip olan
Almanya ayni zamanda diinyanin da en biiyiik peynir ihracat¢is1 konumundadir.
Uluslararas1 Ticaret Merkezi (International Trade Centre) verilerine gore Almanya
2019 yilinda 4,5 milyar dolar peynir ihracati gergeklestirerek diinya ihracat hacmimin
%14,2 “sini gergeklestirmistir (ITC, 2020). Ulkemizde ise siit iiriinleri ihracat1 agirlikli
olarak Irak, Suudi Arabistan, Urdiin ve Libya gibi Orta Dogu iilkelerine yapilmakta
olup, en 6nemli ihracat iiriiniimiiz % 49 ‘luk triin payiyla peynirdir. 2020 yil1 12 aylik
toplam peynir ihracat degerimiz bir 6nceki yila oranla % 6 oraninda artarak 185 milyon
dolar olarak gergeklesmistir (USK,2020). Siitiin diinya genelinde ticarete konu olan
formu islenmis siit tiriine doniismis halidir. Cin kisi basina diisen siit ve siit Uriinii
tilketim miktar1 diisiik bir tilke olsa da, yagh siit tozu basta olmak iizere siit ve siit
tirtinlerinde diinyanin fazla ithalatin1 yapan iilke konumundadir. Japonya, Meksika,
Rusya Federasyonu ve Orta Dogu iilkeleri Cin’den sonra diger onemli ithalatg1 tilkeler
arasindadir. Ulkemizde de siit ve siit iiriinleri ithalati en fazla Avrupa Birligi
tilkelerinden yapilirken, bu iilkelerden daha ¢ok tereyagi ve peynir ithal edilmektedir.
2020 yil1 peynir ithalatimiz tiim siit tirtinleri ithalattimizin yaklasik % 40’ olusturarak
9 bin ton civarina ulasmistir (USK, 2020).

Peynirin diinya genelinde 2000’den fazla ¢esidi oldugu tahmin edilmektedir.
Giiniimiizde Avrupa iilkelerine bakildiginda Fransa'da 350, Italya'da 200, ispanya'da
50, Isvigre'de 20, Hollanda'da 15 ve Tiirkiye'de 130'dan fazla peynir ¢esidi oldugu
belirtilmistir (Kamber, 2015). Ulkemizde en fazla iiretilen peynir cesitleri Beyaz,
Kasar ve Tulum peynirleri basta olmak iizere Mihali¢, Dil, Otlu, Cerkez, Hellim,
Cayir, Lor ve Civil peynirleridir (Yalman, Tepeli, & Zorba, 2016). Tiirkiye'de iiretilen
peynirin, tiketimdeki paymin biiyiik bir boliimiint, % 60 oranla Beyaz peynir
olusturmaktadir. Bu pay1 % 17 payla Kasar peyniri, % 12 payla Tulum ve Mihalig
peyniri, % 11 payla da diger yerel peynirler takip etmektedir (Kamber, 2015).

Ulkemiz tarihi boyunca pek ¢ok uygarlifa ev sahipligi yapmis birbirinden
farkli medeniyetlerin besigi olmustur. Ev sahipligi yaptig1 uygarliklar bu cografyaya
kiltlirlerinden izler birakmigslardir. Bu ¢ok kiiltiirliilik Tiirk mutfaginin fermente siit

tirtinleri konusunda zenginlestirdigi gibi peynir ¢esitliligi acisindan da hatir1 sayilir bir



konuma getirmistir. Ulkemizin farkli bolgelerinde degisik yoresel peynir cesitleri
tretilmektedir. Bu iretimin ¢ogu kiigiik yerel mandiralar ve evlerde
gerceklestirilmektedir. Tiirkiye’de Beyaz peynir, Kasar ve Tulum peynirinden sonra
geleneksel yontemlerle en fazla {iretimi yapilan peynir Mihali¢ peyniridir. Mihalig
peyniri ilk olarak Bursa ili Karacabey ilgesinde liretilen ve tarihi yaklasik olarak
giintimiizden 250 yil dncesine kadar uzanan geleneksel bir peynir ¢esididir (Bulut,
2006; Ozcan, 2000). Giiniimiizde daha ¢ok Bursa, Balikesir ve Canakkale’nin yan1 sira
Karacabey, Mustafakemalpasa, Gonen, Manyas, Erdek ve Bandirma ilgelerinde
{iretimi yapilmaktadir (Kamber, 2008). Ozellikle kivircik ki koyun siitiiniin veya
tercihen ke¢i ve inek siitlinlin pastorize edilmeden mayalanmasi ile iiretilen yiiksek
seviyede tuz ve kuru madde igeren, yariksiz, ¢atlaksiz, oldukga tuzlu sert bir peynirdir
(MEGEP, 2011). Mihali¢ peyniri, dista 3 - 4 mm kalinliginda beyaz renkte sert bir
kabugu, kabugun alt kisminda sarimtirak - beyaz renkteki kabuga kiyasla daha
yumusak orta (merkez) kismi1 ve kabuga dogru giderek azalan 3-4 mm ¢apl gézenek
olusumu ile karakterizedir (Bulut, 2006). Mihali¢ peyniri % 20-22 randimanda
geleneksel olarak tahta variller igerisinde 15-25°C'de dort aylik siire boyunca % 18-
20’lik salamurada olgunlastirilir (Aday, & Karagiil-Yiiceer, 2014; Kamber, 2008).
Yumusak ve az tuzlu Mihali¢ peynirinde ise % 18-20’lik salamurada bir iki giin
bekletildikten sonra % 16’lik salamurada olgunlasma siireci devam etmektedir
(Evrensel, & Yildiz 1997; Ozcan, 2000; Sen, 1991). Mihali¢ peyniri diisiik 1s1
isleminden (56 °C’de 2 dakika) sonra starter kiiltiir kullanilmadan mayalandigindan
dolay1 kendine 6zgli aroma ve kivami, ¢ig siit icinde bulunan ve ¢evreden bulasan
mikroflora tarafindan olusturulur. Pastorizasyon uygulanmasi ¢ig siit mikroflorasinin
ve enzim ¢esitliliginin azalmasina neden olmaktadir (Jany, & Barbier, 2008; Psoni,
Tzanetakis, & Litopoulou-Tzanetaki, 2006). Buna bagli olarak pastérize siit ile yapilan
Mihali¢ peynirinin kendine Ozgili tat, aroma ve yapisinda kusurlar olugmakta
karakteristik Mihali¢ peyniri olusmamaktadir. Ancak ¢ig siitiin halk saglig1 i¢in
tehlikeleri diisiiniildiiglinde siite uygulanan pastorizasyon islemi endiistriyel bir
zorunluluktur. Ayrica geleneksel yontemlerle starter kiiltiir kullanilmadan ¢ogu zaman
¢ig siitten iiretilen peynirlerin dayanma siireleri cok kisa olmaktadir. Ayni lezzet, tat,

aroma ve tekstiiriin yakalanamamasindan dolay1 da standart seri bir tiretim miimkiin



olmamaktadir. Bu sebeplere sosyoekonomik nedenlerin de dahil olmasiyla birlikte
birgok peynir ¢esidimiz unutulmaya yiiz tutmustur.

Starter kiiltiirler fermantasyonun basarisini saglayarak, son iirliniiniin sabit ve
yiiksek Olgekte kalitesini garanti altina almaya amaglayan mikroorganizmalardir.
Avrupa iilkelerinde iiretilen peynirlerin biiyiik bir kism1 endiistriyel ticari starter kiiltiir
kullanilarak iiretilmektedir (Kirmaci, Hayaloglu, Ozer, Akcelik, & Akkog, 2011).
Geleneksel peynirlerin standardizasyonunu saglamak i¢in bu peynirlerimizin dogal
florasinda bulunmayan laktik asit bakterilerini i¢eren, yurt dis1 menseli starter kiiltiirler
kullanilmaktadir. Ancak bu yontem alisilagelmis damak tadimiza c¢ok uygun
olmamakla beraber ayni zamanda gelencksel peynir mikrobiyotasinin da
kaybolmasina neden olmaktadir. Ayica endiistride kullanilan starter kiiltiirler
iilkemizde tiretilememekte ve ithal edilerek ¢ok yiiksek miktarda doviz kaybina neden
olmaktadir. 2019 verilerine gore iilkemiz ithalat kalemleri i¢inde starter kiiltiir (maya)
ithalat1 26 milyon TL tutarindadir (TUIK, 2020b). Bu ithalatin % 50’ sinden fazlasin
Fransa ve Danimarka ‘dan yapilmakta oldugu bilinmektedir. Ulkemizde biiyiik ¢apl
stit trlinleri Uireten firmalarin yiikli miktarda yillik starter ithalati oldugu tahmin
edilmektedir. Ithal kiiltiirler {ilkemiz insaninmn aliskin oldugu damak tadina uygun
olmayip, kisa siirede aktivitelerini kaybetmekte ve tekrar tretimleri miimkiin
olamamaktadir. Bu nedenle de firmalarimizin iiretimleri disa bagli hale gelerek
uluslararasi rekabet giicii azalmaktadir. Ulkemizde geleneksel peynirlerin {iretiminde,
stirekli ayni kalitede standart {irlin elde etmek, tekstiir ve kivamin kalitesini artirmak,
dayanikliligi saglayarak diinya piyasasinda rekabet edebilmek igin starter kiiltiir
kullanimi endiistriyel bir zorunluluktur. Ancak ithal kiiltiirle geleneksel peynir tiretimi,
alisilagelmis lezzet ve tekstiir kaybina yol agmakta ve fermantasyonda rol alan dogal
bakterilerimizi yok etmektedir (Kirmaci ve ark., 2011). Dahasi gelencksel
peynirlerimiz kendine has organoleptik 6zellikleri kaybolmakta, yurt disina biiyiik
miktar doviz ¢ikisina neden olmaktadir. Bu nedenle kiiltiirel zenginligimiz olan
mabhalli {rlinlerimizi karakteristik 6zelliklerini korumak, disa bagimliligimizi
azaltarak tersine starter kiiltiir ihracati yapabilmek i¢in kendi kiiltiiriimiizii
iiretebilmemiz zorunlu hale gelmistir. Bu baglamda oncelikle ithal starter kiiltiir ilave
edilmemis ¢ig siitten geleneksel yontemlerle iiretilmis peynirlerimizin genis caplt

dogal mikrobiyotasin1 ortaya c¢ikarmak olduk¢a Onem arz etmektedir. Yapilan



calismalarda “Wild- Strain” (Artisanal) olarak adlandirilan bu bakterilerin, ticari
olarak satilanlarina gore yiiksek tuz konsantrasyonlarina ve 1sitma sicakliklarina daha
dayanikli olduklari, lezzet ve aroma olusumu agisindan daha kabiliyetli olduklar
belirtilmistir. Birlesimleri ve performanslar1 birbirlerinden farkli olsa da, dogal starter
kiiltiirlerin peynirin tat ve aromasi lizerinde olumlu etkileri mevcuttur. Faj saldirilarina
karsi duyarsiz olmalar1 ve bakteriyosin benzeri maddeler liretmeleri de farklhi
ozelliklerindendir (Ayad, Verheul, Wouters, & Smit, 2000; Fortina ve ark., 2003;
Mannu, Paba, Pes, & Scintu, 2000). Ayrica geleneksel siit triinlerinin dogal
mikrobiyotay1 ortaya ¢ikarma ¢aligmalart bu mikroorganizmalarin kaybini 6nlemekte
beraber peynir ¢esitliliginde yok olmasina engel olmaktadir. Benzer g¢aligmalar,
geleneksel peynir iiretiminin daha biiylik 6lgekte yapilabilmesi i¢in klasik baslangic
kiiltiirleri ile beraber kullanilacak olan yeni spesifik suslarin se¢imi i¢in kaynak
olusturmaktadir. Siit fermantasyonunda kullanilan starter kiiltiirlerin g¢esitliliginin az
olmasi sebebiyle endiistriyel siit iirlinleri {ireticileri yeni suslar, starter laktik asit
bakterileri (LAB) ve non-starter laktik asit bakterilerinin (NSLAB) kullanilmasi igin
artan bir talepleri vardir. Geleneksel peynirlerin tipik organoleptik ozelliklerini
gelecek nesillere aktarmak ve siit endiistrisinin talebi olan yeni suslarin se¢imi i¢in
kaynak olusturmak amaciyla dogal fermente iiriinlerin bakteri popiilasyonlar1 ortaya
c¢ikarip bunlari muhafaza altina almak 6nem arz etmektedir (Ayad, Verheul, De Jong,
Wouters, & Smit, 1999; Kirmaci ve ark., 2011; Klijn, Weerkamp, & De Vos, 1995).
Ulkemiz geleneksel peynirlerinde laktik asit bakterilerini belirlemeye yonelik
caligmalar kapsaminda; Kanak, & Yilmaz (2018) Sakarya yoresinde geleneksel olarak
tiretilen Cerkez, Lavas ve Tulum peynirleri ile, Arslan (2017) Erzurum ve ilgeleri basta
olmak iizere Kars, Karaman, Konya ve Van ilerinden topladigi beyaz peynir
ornekleriyle, Kirmaci, Ozer, Akgelik, & Akgelik (2016) ¢ig siitten kiiltiir kullanmadan
tiretilen Sanlurfa yoresine ait Urfa peynirleriyle, Akoglu, Yaman, Coskun, & Sar1
(2016) Bolu yoresine ait geleneksel bir peynir olan Mengen peynirleriyle, Ertiirkmen,
& Oner (2015) Isparta ydresinden temin ettikleri ¢ig inek siitleriyle kiiltiir kullanmadan
iirettigi 7 adet beyaz peynir ile, Turhan, & Oner (2014) ¢ig siitten {iretilmis 12 adet
Kasar peyniri ve 1 adet Beyaz peynir 6rnegiyle, Turgut, Erdogan, & Atasever (2012a)
Kars yoresinin geleneksel iiriinlerinden olan Gravyer peynirleriyle, Korucu (2012)

Elaz1g yoresinin mahalli peynirlerinden olan Tomas peynirleriyle, Turgut, Erdogan, &



Atasever (2012b) Dogu Anadolu bolgesinde geleneksel yontemlerle iiretilen Karin
Kaymag peyniriyle, Isleyici, & Akyiiz (2009) 25 adet Van Otlu peynir 6rnegiyle,
Patir, & Ates (2003) Tulum peyniri 6rnekleriyle arastirmalar yapmuislardir.

Yoresel peynirlerle yapilan bu arastirmalar, laktik mikrobiyotada farkliliklar
oldugunu gostermektedir. Bu farklilik, peynirlerin yapim teknikeri, kullanilan siitiin
(inek, koyun, keci) cinsi, depolama siire ve teknikleri, cografi konum ve iklim sartlar
gibi birgok parametre ile iliskilendirilebilir (Akoglu ve ark., 2016; Callon, Millet, &
Montel, 2004; Kirmaci, 2010).

Mihali¢ peyniri ile bugiine kadar yapilmis calismalar, kimyasal 6zelliklerini
belirleme ve patojen bakteri arama ¢alismalar1 ile smirli kalmis, dogal laktik
mikrobiyotay1 arastiran kapsamli calismaya rastlanmamistir. Bu c¢alismada ana
amacimiz geleneksel yontemlerle ¢ig siitten liretilmis, kendine has 6zellikleri ile ayri
bir yerde olan Mihali¢ peynirinin genis capli mikrobiyotasini ortaya c¢ikartmak
olmustur. Yapilan duyusal, kimyasal analizler ile Mihali¢ peynirlerin dis (kabuk), i¢
(merkez) kisimlar1 ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Bu 06zel peynirin dogal
fermantasyonunda rol alan laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve identifikasyonu
farkli teknikler (API 50 CHL, MALDI TOF MS, 16S rDNA dizi analizi) kullanilarak
yapilmistir. Elde edilen suslar ile Mihali¢ peynirine 6zgi kiiltiir koleksiyonunu
olusturularak, Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Siit Uriinleri Gen
Bankasi’nda kayit ve muhafaza altina alinmigtir.

Arastirmamiz, Tarim ve Orman Bakanligi Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar
Genel Miidirligi (TAGEM) tarafindan TAGEM/HSGYAD/A/18/A3/P7/24 kodlu

proje olarak desteklenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Diinyada ve Tiirkiye’de Peynir Uretimi

Diinyada farkli kurum ve kuruluslar tarafindan siit sektériinde meydana gelen
iiretim, tiikketim ve ticaret konulariyla ilgili istatistiki ¢alismalar yiiriitiilmektedir.
Calisma verileri temelde ortiigse de sonuglarda bazi farkliliklar meydana gelmektedir.
Bu kurumlardan biri olan Uluslararasi Siit¢iiliik Federasyonu (International Dairy
Federation-IDF, 2019) verilerinde 2018 yili diinya toplam siit tiretiminin bir 6nceki
yila gore % 2,4 oraninda artig gostererek 864 milyon tona ulagtigini bildirmistir. Bir
diger kurulus olan Uluslararast Ciftlik Karsilastirma Agit (International Farm
Comparison Network, IFCN) ise istatistiki hesaplamalarini, farkli bolgelerde farkli
kalitedeki siitleri % 4 yag ve % 3.3 protein oranina gore standardize ederek
gelistirdikleri (Energy Corrected Milk, ECM ) formiile gore diizenlemektedir (IFCN,
2020). Bir baska deyisle iilkelerde iiretilen siit, IFCN tarafindan baz alinan deger olan
% 4 yag ve % 3,3 proteinin altinda ise IFCN tarafindan agiklanan toplam siit iiretim
miktar yerel istatistiklerde agikanan miktardan diisiik, IFCN baz degerinin iizerinde
ise yliksek olarak hesaplanmaktadir. 2019 yili IFCN verilerine gore 2018 yili igin
diinyada biitiin tiirlerden (inek, koyun, ke¢i, manda, deve) elde edilen toplam siit
tiretiminin 867 milyon ton ECM (Energy Corrected Milk) oldugu belirtilmektedir.
Yine ayni kurulus tarafindan bahsi gegen miktarin % 96’sinin inek ve manda siitii
oldugu bildirilmistir.

Siit ve stit mamullerinin tiretimi, tiikketimi ve ticareti, diinyada meydana gelen
ekonomik gelisim ve degisimlerden etkilenmektedir. Gelismekte olan iilkelerin kisi
basina diisen milli gelirlerindeki artis, insan beslenmesinde énemli bir yeri olan siit ve
stit tirlinlerinin tiikketimini arttirmistir. Siit mamullerine olan bu talep artisi, tiriinlerin
iretiminin ve ticaretinin artmasini saglamistir (Terin, 2014).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization
of the United Nations, FAO) 2020 yil1 tahmini verilerine gore ise toplam siit liretimi
860 milyon ton civari oldugu bildirilmistir. Belirtilen bu miktar bir 6nceki yila gére %
1,4 artis oldugunu gostermektedir (Tablo 1). Bu artista en biiyiik pay sahibi Asya kitasi
olurken, en fazla tiretimin gergeklestigi tilkeler Hindistan, Amerika Birlesik Devletleri
(ABD), ve Avrupa Birligi (AB) iilkeleri olmustur. Tiirkiye entegre siit iiretim

tesislerinde yaptigi iyilestirmeler sonucu bir dnceki yila gore liretimini yaklasik % 1,8



oraninda artirarak 2020 yil1 i¢in 22 milyon ton civarinda gergeklestirmistir ( FAO,
2020).
Tablo 1. Diinya ve Tiirkiye siit tiretim miktar1 ( FAO, 2020)

Diinya / Tiirkiye 2019 2020 2019-2020 (+ % degisim)
Diinya Toplam Siit Uretimi (Milyon Ton) 847,992 860,125 14
Tiirkiye Toplam Siit Uretimi (Milyon Ton) 21,530 21,933 1,8

Siit ve silit mamdiilleri insanlarin beslenme ihtiyaglarini kargilanmasinda temel
protein kaynagi olmasinin yani sira gida sanayisinin de 6nemli bir hammaddesidir.
Giiniimiizde iretilen toplam siit miktarinin bilyiik bir bolimii gida endiistrisinde
kullanilmaktadir. Ulusal Siit Konseyi (USK, 2019) verilerine gore diinyada sanayiye
aktarilan inek siitii miktar1 bir 6nceki yila gore % 1,3 oraninda artarak 445 milyon ton
civarinda oldugu bildirilmistir. Bu miktarmin yaklasik % 35’1 Avrupa Birligi Ulkeleri
tarafindan karsilanmaktadir. (Tablo, 2).

Tablo 2. Sanayiye aktarilan inek siitii miktarlar1 (USK, 2019)

- Sanayiye Aktarilan inek Siitii
Sira No Ulke (Milyon Ton)(ECM)
1 Diinya 445
2 Avrupa Birligi Ulkeleri-28 155

Sanayiye aktarilan inek siitii miktarindaki artis ve azaliglara paralel olarak
peynir, tereyag ve konsantre siit iiriinlerinin tiretiminde de artis ve azaliglar meydana
gelmektedir. Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii Gida Tarim Organizasyonu
(OECD-FAOQ) 2020 y1l1 verilerinde diinya peynir iiretimi bir dnceki yila gore % 1,3
oraninda artarak 24 milyon tona, tereyag tiretimi ise % 1,2 oraninda artarak 12 milyon

tona yaklastig1 bildirmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Diinya peynir ve tereyagi iiretim verileri (OECD-FAO, 2020)

Tereyagl/Peynir 2019 2020 2019-2020 (% + degisim)
Tereyag1 (Milyon Ton) 11.577 11.721 1,2
Peynir (Milyon Ton) 23.820 24.138 1,3




Peynir, diinya ¢apinda talebi artis gdsteren siit iirliniidiir. Peynir {iretiminde
diinyada en fazla soz sahibi olan ve diinya toplam peynir iiretiminin % 50,4‘linii
karsilayan AB iilkelerinde 2020 y1l1 peynir liretim miktar1 bir 6nceki yila oranla % 0,6
gibi bir diizeyde artarak 12.15 milyon tona ulastig1 belirtilmistir (OECD-FAQO, 2020).
(Sekil 1).
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Sekil 1. Avrupa Birligi Ulkeleri peynir iiretimi (OECD-FAOQ, 2020)

Diinya genelinde en ¢ok {iiretim fazlasi siite sahip olan AB-28 iilkelerinden
sonra en biiyiik ihracatgr konumunda yer alan Amerika Birlesik Devletleri ve
Okyanusya tilkeleridir. Diinya siit tiriinleri ithalatinin yaklagik % 50°si ise tek basina
Cin tarafindan gerceklestirmektedir. Okyanusya’daki yliksek ihracat oraninda, Yeni
Zelanda’danin biiyiik bir pay1 vardir. Diinyanin en biiyiik peynir lireticisi olan Avrupa
Birligi Ulkeleri 27 milyar dolar ticaret hacmi ile peynir ihracat pazar paymin &nemli
bir kismini elinde tutmay1 basarmustir. 2019 yili temel peynir ihracatgis tilkelerin %
pazar paylar1 Sekil 2°de sunulmus olup, AB iilkelerinden Almanya diinya peynir
thracat hacmimin %14,2 ‘sini gerceklestirerek diinyanin en biiylik peynir ithracatgisi

konumuna gelmistir (ITC, 2020).



ALMANYA 14,2%

HOLLANDA

ITALYA

FRANSA

Ulkeler

DANIMARKA
ABD
YENI ZELANDA

IRLANDA

0,0% 2,0% 4,0% 6,0% 8,0% 10,0% 12,0% 14,0% 16,0%
% Ihracat pay1

Sekil 2. Peynir ihracatg1 iilkelerin pazar paylar (ihracat dolar esdegeri olarak) (World
to Exports, 2020)

Giiniimiizde, diinyada beslenme konusunda olusan biling ile hayvansal protein
kaynaklarmin énemi daha iyi anlagilir hale gelmistir. Ulkemizde de bu biling ile
birlikte kirsal kalkinmay1 destekleme programlar1 kapsaminda hayvanciliga yapilan
desteklerle gelisen hayvancilik sektorti, iilke ekonomisine 6nemli katki saglamaktadir.

Ulkemiz hayvan varliginda yillar bazinda diizenli artis oldugu goriilmektedir.
TUIK (2020c) verilerine gére 2015-2020 yillar arast sigir varligi % 28,3 artarak 17
milyon basin {izerine, koyun varligi % 33,7 artarak 42 milyon basa, kegi varligi ise %
15 oraninda artarak 11,9 milyon basa ulasmustir (Sekil 3). Ureticilerin siit hayvancilig
konusunda bilinglenmesi bakim besleme kosularinin iyilestirilmesi sonucunda hayvan
basina siit verimi de ylikselmistir. Sagilan inek basina verim son bes yillik periyotta %
3,2 oraninda artarak, 2019 yili i¢in 3.158 kg/bas olarak hesaplanmistir (HAYGEM,
2020).
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Sekil 3. Ulkemizde 2015-2020 yillar1 arast sigir-koyun-kegi sayilar1 (TUIK, 2020c)

Ulkemizde 2019 yili igin, tiim tiirlerden elde edilen toplam siit miktar1 bir
onceki yila gore % 3,4 oraninda artarak 22.960.379 ton olarak hesaplanmistir (Tablo
4). Ayn1 y1l toplam iiretimin yaklasik 20 milyon tonunun (% 90,5) inek siitii oldugu
bildirilmistir. Geriye kalan 1,5 milyon tonun koyun siitii (% 6,6), 577 bin ton kegi siitii
(% 2,5), 79 bin tonunun da manda siitii (% 0,3) oldugu belirtilmistir (TUIK, 2020d).

Tablo 4. 2013-2019 yillar1 aras1 hayvan tiirlerine gére ¢ig siit iiretimi (TUIK, 2020d)

YIL SIGIR MANDA KOYUN KECI TOPLAM
Ton % Pay | Ton % Pay Ton % Pay Ton % Pay
2013 16.655.009 | 91,4 | 51.947 | 03 1.101.013 | 6,0 | 415743 | 23 18.223.712
2014 16.998.850 | 91,2 | 54.803 | 03 1113937 | 6,0 | 463270 | 25 18.630.859
2015 16.933520 | 90,8 | 62.761 | 0,3 1177228 | 63 | 481174 | 2,6 18.654.682
2016 16.786.263 | 90,8 | 63.085 | 0,3 1.160.413 | 6,3 | 479.401 | 2,6 18.498.161
2017 18.762.319 | 90,6 | 69.401 | 03 1.344779 | 65 | 523395 | 25 20.699.894
2018 20.036.716 | 90,6 | 75.742 | 03 1446271 | 65 | 561826 | 25 22.120.716
2019 20.782.374 | 90,5 | 79,341 | 03 1521455 | 6,6 | 577.209 | 25 22.960.379
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Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) tarafindan yillik olarak iilkemizde tiim
hayvan tiirlerinden elde edilen toplam siit miktar1 yaninda, ay bazinda ticari siit
isletmeleri tarafindan toplanan siit miktarina iliskin veriler de yayinlamaktadir. 2020
yil1 i¢in ticari siit isletmeleri tarafindan toplanan inek siitii miktar1 bir 6nceki yila gore
% 3,5 artis gostererek 9.841.523 ton olarak hesaplanmistir. 2020 yilinda toplam
tiretilen inek siitiin  miktarmin tahmini 21 milyon ton civarinda oldugu
diisiintildiiglinde kayit dis1 siit tiretimi siit sektoriinde 6nemli bir sorun olusturmaktadir
(Sekil 4). Ulkemizde hayvancilik isletmelerinin cografyaya dagilmis olmasi,
genellikle kiigiik ¢apta veya aile isletmelerinde iiretim yapilmas fiili {iretim miktari

tespitini giiclestirmektedir (Kamber, 2015).

(Milyon Ton)
30

25
20,036 20,782 21,00
20 18,762 == —®
15
8,037 9,213 9111 10,034 9,506 9,841
5
2015 2016 2017 2018 2019 2020
—&— Toplam inek siitii {iretimi —@— Ticari isletmeler tarafindan toplanan inek siitii"

Sekil 4. Toplam inek siitii iiretimi ve ticari siit isletmeleri tarafindan toplanan inek siitii

miktar1 (TUIK, 2020d)

TUIK 2020 verilerine gore elde edilen tiim siit tiirlerinden iiretilen peynir
2015 yilinda 660 bin ton civarinda iken, 2020 yilinda % 14 artig gostererek 764 bin
ton olarak hesaplanmistir (Sekil 5). Bu iiretimin biiyiikk bir kism1 (% 95,2) inek
stitiinden elde edilen peynirlerden olmakla birlikte 2020 yilinda iiretilen miktar, bir

onceki yila gore % 9,7 oraninda artis gostermistir (TUIK, 2020a).
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Sekil 5. 2015-2020 yillar1 toplam peynir iiretim miktar (TUIK, 2020a)

Uretilen peynirleri siit kategorisine gére degerlendiren TUIK, 2020 yili

verilerinde inek siitii peynir liretimini 739.770 ton, karisik stitten elde edilen peynirleri

de 27.370 ton olarak agiklanmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Siit kategorisine gore 2020 yili peynir iiretim miktar1 (TUIK, 2020a)

Siit kategorisine gore peynirler

2020 yih_Uretim (Miktar ,Ton)

inek

739.770

Koyun keg¢i manda veya karigik siitlerden elde edilen peynirler

27.370

2019 yilinda iiretilen peynirlerin sertlik derecesine gore iiretim miktarlar1 Tablo

6’da verilmistir. Buna gore; yumusak peynirler 112.243 ton, orta yumusak peynirler

208.171 ton, sert peynirler 137.880 ton, orta sert peynirler 227.722 ton, ekstra sert

peynirler 8.285 ton olarak iiretildigi agiklanmistir (TUIK, 2020a).
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Tablo 6. Peynir sertlik derecelerine gore 2019 yil1 iiretim miktar1 (TUIK, 2020a)

Peynir Sertlik Derecesi 2019 Yili Uretim (Miktar1, Ton)

Yumusak peynirler 112.243
Orta yumusaklikta peynirler 208.171
Sert peynirler 137.880
Orta sertlikte peynirler 227.722
Ekstra sert peynirler 8.285
Kesilmis siitten elde edilen peynirler 2.503

2019 y1li toplam peynir iiretim miktari 696.804

Diinyada yaklasik olarak 2000°den fazla peynir ¢esidi oldugu tahmin
edilmektedir. Ulkemiz peynir gesitliligi acisindan zengin bir iilkedir; Tekinsen’e gore
(1997) 25 adet, Kamber’e gore (2005) 130°dan fazla, Unsal’a gére (1997) ise yaklasik
230 gesit peynir oldugu bildirmistir. Ulkemizde iiretilen peynirlerin % 60’1 Beyaz
peynir, % 17’si Kasar peyniri % 12’si Mihali¢ ve Tulum peyniri, geri kalan % 11’1 ise
yerel olarak iiretilen peynirlerden olusmaktadir (Kamber, 2015).

Yapilan bu tez ¢alismasinda fermente siit iiriinlerimizden peynirin 6nemli bir
¢esidi olan Mihali¢ peyniri incelenmistir. Mihali¢ peyniri, lilkemizde tiretilen peynir
cesitleri icinde, ilk bes sirada yer almaktadir (Kamber, 2008). Kendine has
organoleptik ve duyusal 6zelikleri olan bu peynirin iiretimi yerel de olsa tiiketimi daha
genis caplt yapilmaktadir. Genellikle kahvaltilarda tliketilmesinin yanisira yemek,
salata, tost vb. yerlerde siklikla tiiketilen, piyasada daima aranan fermente bir
peynirdir.

2.2. Geleneksel Mihali¢ Peyniri ve Yapim Teknigi

Mihali¢ peyniri ile ilgili gerek Tirk Standartlarinda gerekse Tiirk Gida
Kodeksi’nde herhangi bir 6zellik belirtilmemistir. Mihali¢ peynirini olusturan dis
(kabuk) ve i¢ (merkez) kismi bu peynire has fiziksel yapisinin olusmasinda énemli rol
oynar. Peynirin dis kism1 3-4 cm kadar nispeten beyaz renkte, sert, parlak ve kuru bir
kabuk ile kaplidir. i¢ kismi agik saridan krem beyazina kadar degisen renkte ve hafif
parlak goriiniimdedir. i¢ kisimda peynire karakteristik dzellik veren, 3-4 mm capinda,
yuvarlak gozenek olusumu mevcuttur. Bu goézenekler peynir kiitlesinde diizgiin
dagilim gosterir ve peynirin kenarlarina dogru azalir. Bu goézenekli yapilarin iclerinin

siv1 ile dolmas1 makbul olarak degerlendirilirken, seyrek ve biiyilik olmas1 istenmeyen
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ozellikler olarak kabul edilir. Mihali¢ peyniri karakteristik olarak hafif tuzlu keskin
koku ve lezzettedir (Aday, 2010; Bulut, 2006; Ozcan, 2000; Sen, 1991).

Marmara bolgesi geleneksel peynirlerinin en 6nemlilerinden biri olan Mihalig
peyniri Balikesir ve Bursa illerinde iiretilmektedir. Uretildigi yerlerde ‘Kelle’’ peyniri
olarak da bilinen sert, tuzlu, salamurada olgunlastirilan, kaliteli, piyasada talep goren
bir peynirdir (Aday, & Karagiil-Yiiceer, 2014).

Mihali¢ peyniri; tarihiyle Osmanli donemine dayanan, ilk olarak Bursa ili
Karacabey ilgesinin eski adi olan Mihali¢ ydresinde, hayvancilik yapan gdg¢men
Arnavut’larin girisimleriyle iiretilen, 250 yillik ge¢misi olan bir peynirdir (MEGEP,
2011).

Geleneksel olarak ¢ig, tam yagli, “‘kivircik’ irki koyun siitiinden tiretilmesine
karsin giinlimiizde % 60-70 oraninda koyun siitiinden iiretilmekle birlikte inek-keci
siitlerinin karistmimdan, bazen de sadece inek siitiinden iiretilmektedir (Ozer, 2015).

Geleneksel tiretimin yapildigi bolgelerde siitler genellikle sagimdan kisa bir
siire sonra mayalandiklar1 i¢cin herhangi bir 1sitma islemi ya da pastorizasyon
uygulanmamaktadir. Olanaklar 6lgiisiinde islenecek ¢ig siit, temizlenmesi igin 2-3 kat
ince bezden siiziiliir. Sonrasinda Balikesir yoresinde ‘‘Polim’’ adiyla bilinen 100 - 150
litre kapasiteli, mese agacindan yapilmis iistii genis, alt1 dar yarim fi¢iya veya Bursa
yoresinde ‘‘Taar1’” adiyla bilinen 250- 300 litre kapasiteli ¢inko esasl silindir kaplara
aktarilir (Anonim, 1987; Tekinsen, 1997). Mayalama islemi mevsim sicakliklarina
gore 26-35 °C arasinda degisiklik gostermektedir. Siit sicak olan yaz aylarinda 26 - 28
°C de, soguk aylarda ise 33-35 °C’de mayalanmaktadir (Anonim, 1987; Eralp, 1974).
Kullanilacak 100 kg siit miktar1 i¢in 10 ml, 1:10000 giiciindeki peynir mayasindan
katilmakta ve 1 veya 1,5 saat siireyle pihtilagmaya birakilmaktadir (Sen, 1991).
Geleneksek sekliyle, pithtilagsma sonrasi teleme iizerinde hag¢ seklinde ¢iviler bulunan
tahta sopalarla piring tanesi biiyiikliigiine gelene kadar (10 -15 dk ) kirilir. Par¢alanan
piht1 bir taraftan karistirilirken diger taraftan karistirma esnasinda huni seklinde asagi
dogru cukurlasan kisma yavas bir sekilde sicak su dokiilerek, pihti sicak su karigiminin
5-10 dk i¢inde 42 - 45 °C’ye gelmesi saglanir. Boylelikle pihti haslanmis veya
pisirilmis olur. Ancak olusan pihti sicakligi, iiretim teknolojisinde biiyiilk onem
tagimaktadir. Pitht1 bu asamada yeterli sicaklifa ulasamaz ise pargalar birbirleriyle

kaynasmaz, yumusak kalir ve bunu izleyen depolama siiresinde peynir kaliplar siser.
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Isitma islemi gereginden fazla olursa sonraki asamada Mihali¢ peynirine 6zgii gozenek
olusumu gerceklesmez (Aday, 2010; Demirci, Simsek, & Tasan, 1994; Ozcan, 2000;
Ozer, 2015; Sen, 1991). Pisirme asamasindan sonra piht1 30 dk kadar bekletilerek
peynir kiitlesinin tamaminin dibe ¢okmesi saglanir ve boylelikle siizme bezi (cendere
bezi) ile alinmasi kolaylasir. Pigirilmis piht1 siizme bezi ile alindiktan sonra iki ucu
birlestirilerek asilir. Yarik ve catlaklarin olusmasini 6nlemek ve peynir suyunun
cikmasini saglamak i¢in pihtiya siizme bezinin seklini alana kadar elle bask1 uygulanir.
Hava sicakligina bagli olarak siiziilme islemi 1-6 saatte gergeklesir. Ancak bu islemi
kolaylagtirmak ve pihtinin kisa siirede sogumasini saglamak amaciyla ucu sivri
sislerle, alttan yukariya dogru pihtiya sis gecirilir (Ozcan, 2000). Siizme islemi
tamamlandiktan sonra askidan indirilen Mihali¢ peyniri 2,5 - 5 kg parcalar halinde
kesilir. *“ Kelle *” olarak da adlandirilan bu pargalar, vakit kaybetmeden hazirlanan
salamuralara daldirilarak, tuz gecisi saglanmaktadir (Demirci ve digerleri, 1994). Bazi
yerlerde iki, baz1 yerlerde ii¢ tip salamura hazirlanmaktadir. iki tip salamura kullanilan
yerlerde peynirler 6nce % 15 tuz iceren hafif salamurada 2 giin bekletilir. Siire sonunda
sisen kelleler % 20-22 tuz igeren kuvvetli salamurada 2-10 giin bekletildikten sonra
depolama amaciyla figilara alinir. Ug tip salamura kullanilan yerlerde ise kelleler énce
% 15 tuz igeren hafif salamurada, iist tarafa gelen diiz yiizeylerine ir1 tuz serpilerek, 2
giin bekletilmektedir. Bu asamada ilk 12 saat igerisinde kellelerin rengi sararmakta ve
salamuray1 hizla igine gekerek biiyiimektedirler. Ugiincii giin peynirler % 16 -17 tuz
iceren (orta kuvvet) salamuraya alinmakta ve 2-3 giin burada bekletilmektedir. Daha
sonra peynirler % 18-20 tuz igeren (sert) salamurada 4-15 giin bekletilmektedir (Aday,
2010; Bulut, 2006; Ozcan, 2000; Ozer, 2015). Bu sekilde salamurada bekletilen
peynirler aralarina tuz serpilerek figilarda depolanir. Bu sirada kaliplarin dig
yiizeylerinde kabuk olusur ve sertlesir. Mihali¢ peynirinin olgunlasmasi soguk
depolarda 3-4 ay zaman almaktadir. Fermantasyon islemleri nedeniyle peynirde
gozenekler olusmakta, bu gozeneklere zamanla tuz ¢ozeltisi dolmaktadir. Gaz alis
verisi bittiginde ise kaliplarin yiizeyi kremsi bir tabaka ile kaplanmaktadir. Bu asama
peynirin tiiketilebilecek duruma geldigini gosterir. Tiiketim asamasindan Once
peynirler suda biraz bekletilerek tuzun azalmasi saglanir, peynirler 12 ay boyunca

bozulmadan saklanabilirler (Aday, 2010).
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Koyun ve inek siitii karisimlarindan tiretilen Mihali¢ peynirlerinde randiman %
20 iken, sadece inek siitiinden yapilan peynitlerde randiman % 12 olmaktadir (Ozcan,
2000; Ozer, 2015). Ham peynir randiman1 daha diisiik olsa da tuzlama ve olgunlasma
sirasinda peynir bir miktar salamura ¢ektiginden randiman artis1 meydana gelir (Aday,
2010; Bulut, 2006).

2.3. Mihali¢ Peynirinin Kimyasal Ozellikleri Uzerine Yapilan Calismalar

Mihali¢ peyniri ile ilgili yapilan ¢alismalarin birgogu peynirinin kimyasal
ozelliklerini belirleme yoniinde olmustur. Mihali¢ peyniri tiretim sekli ve kimyasal
nitelikleri bakimindan Kasar peynirine, salamurada olgunlastiritlmasi bakimindan ise
Beyaz peynire benzemektedir (Aday, 2010).

Kamber (2008) yaptig1 calismada Mihali¢ peynirinin bazi kimyasal 6zeliklerini
incelemistir. Caligma sonucu belirtilen kimyasal 6zellikler Tablo 7 ‘de verilmistir.
Buna gore peynirlerin nem igerigi % 32,64 - 40,66, protein miktar1 % 24,78 - 26,47,
tuz miktar1 % 7,49 - 9,34, yag miktar1 % 28,73 - 30,65 arasinda oldugu belirtilmistir.
Ayrica ¢alismada 100 gr Mihali¢ peynirinin 131 mg potasyum, 988 mg kalsiyum, 43,8
mg magnezyum, 518 mg fosfor, 1465 mg sodyum igerdigi belirtilmistir. Enerji degeri
1se 383 kkcal olarak hesaplanmustir.

Tablo 7. Mihali¢ peynirinin bazi1 kimyasal 6zellikleri (Kamber, 2008)

Nem (%) Yag (%) Protein (%) Tuz (%) Asitlik (%) Siitiin Cinsi
32,64 28,73 24,78 8,89 98,98*
33,45 30,65 26,47 7,97 84,00*
40,66 23,75 24,88 9,34 54,08* inek Siitii
37,8 26,5 26,2 7,88 68,36* Kegi Siitii
35,21 29 25,07 7,49 98,91* Koyun Siitii
32,86 27,48 - 9,1 1,68**
36,9 25 26,1 9,08 1,43**

*Soxhlet Henkel (SH) ** Laktik asit (%)

Eralp (1974) Mihali¢ peynirleri ile yaptigi ¢caligmada; toplam kuru madde %
56,7 — 71,9, yag % 25,5 — 34,9, protein % 20,2 — 32,4, tuz % 5,1 — 10,9 ve asitligin
46,2 - 53 SH® degerleri arasinda oldugunu belirtmistir.

Yaygin, Gahun, & Karagiille (1984) ¢ig inek, koyun ve kegi siitlerinden yapilan
Mihali¢ peynirleri ile yaptiklari ¢alismada, peynirlerin 3 aylik olgunlasma donemi

boyunca kimyasal bilesimlerindeki degisimleri incelemislerdir. Tim orneklerde
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ortalama kuru madde oraninin % 51,41 - 64,79, pH degeri 4,97 - 5,68, tuz % 11,55 -
17,18, asitlik degeri 36,50 - 98,91 SH°, yag miktar oranm1 % 23,25 - 29,00,
kurumaddede yag miktar1 % 43,71 - 50,99, toplam protein % 23,58 - 26,20 arasinda
oldugunu bildirmislerdir.

Demirci  (1989) olgunlasmis Mihali¢ peyniri ile yaptigi c¢alismasinda,
peynirlerin % 65,37 kuru madde, % 31,14 siit yagi, % 25,33 protein, % 8,51 kiil
birlesimine sahip oldugunu bildirmistir.

Tekinsen (1997) Mihali¢ peyniri 6rnekleriyle yaptigi ¢calismada ortalama kuru
madde, yag, protein sirasiyla % 66,5, % 26,5 , % 30,6 olarak tuz oraninin ise % 8,0
oldugunu belirtmistir.

Altun, & Akyliz (1998) yaptiklar1 ¢alismada Kahramanmaras’in Elbistan
ilcesinden tesadiifi olarak 15 adet Kelle peyniri toplamislar ve bu peynirlerin
fizikokimyasal analizlerini yapmislardir. Buna gore Kelle peyniri 6rneklerinde, %
laktik asit cinsinden titrasyon asitligini % 0,35 - 1,20, yag oranim1 % 21-50 - 36,50,
protein oranint % 16,75 - 27,03, kuru madde oranim1 % 63,01 - 75,80, kiil oranin1 %
9,00 - 13,00 arasinda, tuz oraninin ise % 5,61 - 9,59, arasinda degisen degerlere sahip
oldugunu bildirmislerdir.

Dayici (2000) inek, koyun ve kegi siitlerinin karisimiyla pastorize edilmeden
tiretilen 4 ¢esit Mihali¢ Peyniri ile yaptig1 ¢alismasinda, peynirleri % 20 tuzlu salamura
iceren agz1 vakum kapakli plastik kaplarda 15 °C’ de 3 ay siire ile olgunlagtirmistir.
Olgunlasma doéneminin 7., 30., 60. ve 90. giinlerinde kimyasal analizleri yapilan
peynirlerin analiz sonucuna gore ortalama kuru madde degerlerinin % 49,93 - 52,54,
yag degerlerinin % 21,50 - 27,75, kuru maddede yag degerlerinin % 43,05 - 52,79,
rutubet degerlerinin % 47,46 - 50,07, tuz degerlerinin % 9,43 - 10,26, kuru maddede
tuz degerlerinin % 18,07 - 20,64, asitlik degerlerinin de % 0,64 - 0,72 arasinda
degistigini belirtmistir.

Ozcan (2000) 70 adet Mihali¢ peyniri drnegi iizerinde yaptigi ¢alismada
peynirlerinin ortalama kuru madde oranlarinin % 52,20 - 64,12, protein oraninin %
19,89 - 23,14, yag oranlarinin % 21,86 - 24,57, pH degerlerinin 5,53 - 5,86, titrasyon
asitliginin % 0,31 - 0,57, tuz oraninin % 3,82 - 8,07 arasinda degistigini bildirmistir.

Oner, & Sanlidere (2003) yaptiklar1 ¢alismada kegi siitiinden iiretilip 3 ay

olgunlasma donemi gecirmis Mihalic peynirlerinin kimyasal &zelliklerini
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incelemisglerdir. Analiz sonuglarina gore peynirlerde, toplam kuru madde icerigi %
53,70 - 64,59, yag icerigi % 21,5 - 24,0, toplam azot % 3,06 - 4,31, suda ¢6ziinen
azot % 0,14 - 0,23 arasinda, pH 5,15 - 5,76, titrasyon asitligi % 0,94 - 1,66, tuz %
3,51 - 10,06 arasindaki degerlerde hesaplandigini belirtmisglerdir.

Sen, Temelli, & Evrensel (2003) ¢alismalarinda ¢ig siitten iiretilen ve 30 giin
olgunlastirilan Mihali¢ peynirinde 21 giin boyunca yaptiklar1 kimyasal analizlerde
sonucu pH ve tuz degisimini incelemislerdir. Peynir 6rneklerinin pH degerinin 4,35 -
6,55 arasinda degistigini, tuz degerlerinin ise en yiiksek % 8,17°e ulastigim
bildirmislerdir.

Ozdemir, Ozdemir, Demirci, Celik, & Sénmez (2004) Bursa, Balikesir ve
Canakkale illerinde iiretilmis olan 20 adet Mihali¢ peynir 6rnekleriyle yaptiklar
caligsmada ortalama olarak kuru maddeyi % 62,69, yagi % 26,1, kuru maddede yag1 %
41,67, tuzu % 7,84, kuru maddede tuzu % 12,30, proteini % 26,03, titrasyon asitligini
46,84 SH°® ve pH’1ise 5,78 olarak bulduklarini bildirmislerdir.

Oner, & Aloglu (2004) Mihali¢ peynirinin olgunlasma periyodunun 1. ve 90.
gliniinde peynirlerin kimyasal 6zelliklerini incelemistir. 1. giinde, yagt % 22,3, kuru
maddede yag1 % 38,6, proteini % 22,7, nemi % 42,3, pH’1 5,2, titrasyon asitligini %
1,5, tuzu ise % 4,5 olarak belirtmistir. Olgunlagsmanin 90. giiniinde ise, yag1 % 22,3,
kuru maddede yag1 % 37,4, proteini % 23, nemi % 39,8, pH’1 5.4 titrasyon asitligini
% 1,1, tuzu ise % 9,9 olarak bulduklarini belirtmislerdir.

Donmez, Kemal Segkin, Sagdig, & Simsek, (2005) yaptiklari ¢alismada 8 adet
farkli geleneksel peynirin kimyasal ozelliklerini incelemislerdir. Calisma sonucu
Mihali¢ peynirinin titrasyon asitligini % 1,80, toplam kuru madde igerigini % 72,57,
tuz igerigini % 4,13, protein igerigini % 24,75, yag igerigini % 27,05, suda ¢oziinen
azot miktarin1 % 0,83, kolesterol miktarini ise 120,20 mg/100g olarak belirtmislerdir.

Bulut (2006) yaptig1 ¢alismada pastorize ve ¢ig siitten Mihali¢ peyniri tireterek,
3 aylik olgunlagsma siireleri boyunca {iretilen peynirlerin kimyasal 6zelliklerini
belirlemeye calismistir. Pastorize siitten {iretilen Orneklerde ortalama degerlere
bakildiginda yagsiz kuru madde igerigi % 24,66, su igerigi % 44,81, yag icerigi %
30,50, protein igerigi % 20,81, tuz igerigi % 7,39, pH degeri ise 4,78 olarak
bildirilmistir. Cig siitten iiretilen peynirlerde ise ortalama yagsiz kuru madde igerigi %

28,96, su icerigi % 42,84, yag icerigi % 28,53, protein icerigi % 22,50, tuz icerigi %
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7,26, pH degerini ise 4,84 olarak hesaplanmistir. Calisma sonucunda olgunlagma
stiresince orneklerin yagsiz kuru madde, su orani, kuru madde de yag, tuz, kuru madde
de tuz, protein, titrasyon asitligi ve pH degerlerinde meydana gelen degisim istatistiki
olarak onemli bulunmustur.

Golge, & Sahan (2008) yaptiklari calismada farkli lokasyonlarda inek siitiinden
8 adet, koyun siitiinden 8 adet olmak {izere toplamda 16 adet Mihali¢ peyniri iireterek
baz1 kalite 6zelliklerini incelemislerdir. Inek siitiinden iiretilen peynirde kuru maddeyi
% 32,01 - 63,36, yagt % 7,50 - 31,00, proteini % 11.38 - 21.92, pH degerini 4,81-
6,11, titrasyon asitligini % laktik asit cinsinden 0,12 - 1,16, tuz oranin ise % 6.89 -
10.60 degerleri arasinda hesaplamistir. Koyun siitiinden iiretilen Mihali¢ peynirlerinde
kurumadde % 53,32 — 67,06; yag % 23,00 - 31.00, protein % 16,28 — 26,97, pH
degerini 5,28 - 6,11, titrasyon asitligini % laktik asit cinsinden 0.16 - 0.34, tuz oranini
ise % 6,57 — 10,52 arasindaki degerlerde oldugunu belirtmislerdir.

Aday (2010) Marmara bolgesinin farkli illerinde tiretimi yapilmis olan 15 adet
Mihali¢ peyniri ile yapmis oldugu ¢alismada peynirinin bazi kimyasal 6zelliklerini
arastirmustir. Yapilan kimyasal analizlerde, peynirlerin kurumadde oranlart % 56,75 -
64,13 degerleri arasinda, yag oranlart % 25,25 - 33,00, protein miktarlarin1 % 18,64 -
24,63, pH degerlerini 5,09 - 5,92 arasinda, titrasyon asitligini % 0,37 - 1,04, tuz
oranlari ise % 3,27 - 8,18 degerleri arasinda degismekte oldugunu belirtmistir.

2.4. Mihali¢ Peyniri Uzerine Yapilan Mikrobiyolojik Calismalar

Mihalig peyniri ile ilgili yapilan mikrobiyolojik ¢aligmalar ¢cogunlukla patojen
bakteri arama veya toplam bakteri ve koliform gurubu bakterileri sayilarint belirleme
arastirmalart ile sinirhi kalmastir.

Cig siitten, 56 “C’de 2 dakika 1sitilan siitten ve pastorize siitten olmak tizere 3
ayr1 Mihali¢ peyniri iireten ve bu peynirleri mikrobiyolojik olarak inceleyen Sen
(1991), pastorize siitten iiretilen 3 ay boyunca olgunlastirilmis peynirin toplam aerob
bakteri sayisin1 1.6 x 10% - 1.1 x 10° kob/g, laktik streptekok sayisini1 7.8 x 10*- 3.9 x
10 kob/g, fekal streptekok sayisini 6.4 x 102 - 1.2 x 10* kob/g, laktobasiller 1.2 x 102
- 5.2 x 10? kob/g, propiyonik aist bakeri sayismi 3.7 x 10 - 6.4 x 10! kob/g olarak
bildirmistir. Stafilokoklar bir peynir 6rneginde bulunmazken, diger iki 6rnekte 2.1 x
102 - 7.4 x 10! kob/g olarak bulundugunu, koliform bakteri iki peynir drneginde

bulunmazken, bir &rnekte 2.4 x 10? kob/g olarak bulundugunu belirtmistir. Peynir
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orneklerinde olgunlasma donemi boyunca maya — kiife rastlanmadigin1 belirtmistir.
Cig siitten iiretilen Mihali¢ peynirinde ise toplam aerob bakteri says1 5.3 x 10° - 2.2 x
107 kob/g, koliform bakteri sayis1 6.3 x 10? - 2.4x10° kob/g, laktik streptekok 5.6x10°
- 1.7x10° kob/g, fekal streptekok 4.2 x 10% - 3.7 x 10° kob/g, laktobasiller 6.7x10* -
4.7x10° kob/g, propiyonik asit bakteri sayis1 9.5 x 10* - 7.4 x 10° kob/g, stafilokoklar
4.9 x 10% - 6.4 x 10% kob/g olarak bulundugunu, maya - kiife ise rastlanamadigim
bildirmistir. 56 °C’de 2 dakika 1s1l islem gérmiis siitten iiretilen Mihali¢ peynirinde ise
toplam aerop bakteri sayis1 1.6 x 10% - 5.7 x 10° kob/g, koliform bakteri iki 6rnekte
bulunmazken bir 6rnekte 1.2 x 10% kob/g, laktik streptekok 6.2 x 10% - 3.7 x 10 kob/g,
fekal streptekok 5.2 x 10° - 2.3 x 10* kob/g laktobasiller bir &rnekte saptanmazken,
digerlerinde 4.2 x 102 - 7.3 x 10% kob/g olarak bulundugunu, propiyonik asit bakteri
sayis1 ise 2.8 x 10° - 6.4 x 10% kob/g, stafilokoklar 5.5 x 10! - 4.3 x 10? kob/g olarak,
maya - kiife ise rastlanamadigini bildirmistir.

Bursa ilinde tiikketime sunulan Mihali¢ peynirlerinden 50 adet 6rnek toplayarak
koliform grubu mikroorganizmalar yoniinden inceleyen Sen, Temelli, & Evrensel
(2000) caligmalarinda 50 Ornegin 44 tanesinde koliform grubu mikroorganizma
bulundugunu, 6 ornekte ise koliform grubu mikroorganizmalara rastlanilmadigin
bildirmisleridir.

Pastorize edilmeyen Inek, koyun ve keci siitleri ile Mihali¢ peynirleri ihmal
eden ve drilinlerin Ozelliklerini inceleyen Dayict (2000) peynirlerin olgunlagma
déneminin 7. giin, 30. giin, 60. giin ve 90. giiniinde mikrobiyolojik analizler yapmuistir.
Yaptig1 analizler sonucu 7. giin, 30. giin, 60. giin ve 90. giin sirasiyla ortalama koliform
bakteri sayisin1 6.88 x10 # kob/g, 1.01 x 10* kob/g, 17 kob/g, 90. giinde ise koliform
gurubu mikroorganizmalar bulunamamistir. Staphylococcus aureus ve Salmonella -
Shigella orneklerin higbirinde saptanmamistir. Kiif sayist ise 7. giin ve 30. giinde
sirastyla 220 kob/g - 53 kob/g olarak bulunmus, olgunlasmanin 60. giiniinde kiif tespit
edilemedigini bildirmistir.

Golge (2009) galigmasinda ¢ig siitten starter kiiltiir kullanilmadan ve 2 farkh
ticari starter kiiltiir kombinasyonu (Str. thermophilus + Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
ve Str. thermophilus + Lb. helveticus) kullanilarak pastorize siitten Kelle peyniri
tretmis ve 90 giin siireyle olgunlastirilmistir. Calisma neticesinde peynirlerde

Escherichia coli bulunamazken; koliform bakteri sayisinin olgunlasma siiresince
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azaldigini bildirmistir. Cig siit kullanilan peynirlerinde baglangicta 3.12 log10 EMS/g
olan koliform sayisi, olgunlagsmanin 90. giiniinde 2.36 logl0 EMS/g’a diigsmiistiir.
Pastorize siitten ve starter kullanilarak yapilan peynirlerinde ise baslangigta 0.97 ve
1.05 log10 EMS/g olan koliform sayisi; peynirinde olgunlagsmanin 45. giiniinde ve 90.
giiniinde tespit edilmedigini bildirmistir.

Cig siitten tiretilen Mihali¢ peynirinin iiretimi ve olgunlagsma dénemi boyunca
Yersinia enterocolitica O:9 susunun canli kalabilme yetenegini incelemeyi amaglayan
Sen ve digerleri, (2003) cig siite 10° kob/ml diizeyinde Y. enterocolitica O:9 susu
inokiile ederek Mihali¢ peyniri lretmislerdir. Cig siitten, haglanmis telemeden ve
stiziilmis telemeden olgunlagma déneminin 1. 3. 5. 8. 15. ve 21. giinlerinde numuneler
alinarak Y. enterocolitica yoniinden analiz edilmistir. Cig siite 10° kob/ml diizeyinde
inokiile edilen Y. enterocolitica, haslanmis telemede 1,5 x 108 - 7,1 x 10° kob/g,
siiziilmiis telemede 4,2 x 10°- 3,0 x 107 kob/g diizeyiinde oldugunu belirtmisleridir. 1.
giinde 2,4 x 10* — 3,4 x 10° olan Y. enterocolitica sayim1 5. giinde 9,2 x 10%- 4,0 x 10*
olarak hesaplanmistir. Ayrica olgunlasma periyodu boyunca pH degerindeki azalis ve
tuz miktarindaki artis sebebiyle Y. enterocolitica’nin 1. partide 8. giin, 3. ve 4.
partilerde 15. giin, 2. partide ise 21. giinden itibaren canliligin1 kaybettigini
belirtilmislerdir.

Kegi siitiinden imal edilip 3 ay boyunca olgunlastirilan Mihali¢ peynirlerinin
mikrobiyolojik zelliklerini inceleyen Oner, & Sanlidere (2003), peynirlerde S. aureus
sayisin1 5.5 x 10° - 1.4 x 106 kob/g, toplam aerob mezofil bakteri sayisin1 7.0 x 108 -
4.0 x 10" kob/g, koliform sayism1 <10 - 1.0 x 10° kob/g, toplam psikrotrofilik bakteri
sayisn1 <10 - 3.5 x 107 kob/g, maya - kiif sayisin1 ise 4.0 x 10% kob/g degerleri arasinda
oldugunu bildirmislerdir.

Ozdemir ve ark., (2004) Bursa, Balikesir ve Canakkale bolgelerinden toplanan
20 adet Mihali¢ peynir Orneginin mikrobiyolojik 0©zellikleri iizerine inceleme
yapmustir. Yaptiklart analizlerde, peynir orneklerinde ortalama laktik asit bakteri
sayisin1 2.6 x 10° kob/g, spor olusturan bakteri sayisini 28 kob/g, toplam aerob
mezofilik bakteri sayisin1 1.8 x 107 kob/g, S. aureus sayismi 1.8 x 102 kob/g, maya
sayisini 20 kob/g ve kiif sayisin1 1.2 x 10% kob/g olarak hesaplandigini bildirmislerdir.
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Bursa ilinde tiiketime sunulan gesitli peynir ve et iiriinlerinde Y. enterocolitica
varligini arastiran Evrensel, Yiiksek, & Temelli (2006) aldiklar1 10 adet Mihalig peynir
numunesinde Y. enterocolitica varligina rastlanmadigini bildirmislerdir.

Cig ve pastorize siitten Mihali¢ peyniri iireterek elde edilen iiriinii olgunlagsma
periyodu boyunca mikrobiyolojik olarak inceleyen Bulut (2006) pastérize siitten kiiltiir
kullanarak {irettigi Mihali¢ peynirinde toplam mezofilik bakteri sayisini 1. ve 90. giin
sirayla 3,8 x 10%- 9,6 x 108 kob/g, toplam mezofilik laktik asit bakterisi sayis1 degerleri
9,3 x 10%- 4,6 x 107 kob/g, toplam termofilik laktik asit bakteri sayist degerleri 1,0 x
10°- 1,2 x 10° kob/g, propiyonik bakteri sayisinin 1,2 x 108- 6,6 x 108 kob/g, toplam
koliform bakteri sayisin1 ise 2,3 x 107 - 3,9 x 10® kob/g, oldugunu belirtmistir. Cig
slitten trettigi Mihali¢ peynirinde ise olgunlasma periyodunun 1 ve 90. giinlerindeki
degerlerinin sirayla, toplam mezofilik bakteri sayis1 degerleri 3,7 x10°- 1,7 x 10°
kob/g, toplam mezofilik laktik asit bakterisi say1s1 degerleri 1,2 x 108- 8,6 x 107 kob/g,
toplam termofilik laktik asit bakteri sayismin 1,9 x 10°- 9,2 x 108 kob/g, propiyonik
bakteri say1sinmn 7,0 x 108-2,5 x 108 kob/g, toplam koliform bakteri sayis1 degerlerini
ise 2,1 x 107 - 4,5 x 10? kob/g, oldugunu belirtmistir.

Cokal, Dagdelen, Cenet, & Giingen (2012) Balikesir bolgesinden topladiklari
200 adet geleneksel gida numunesinde Listeria monocytogenes, Salmonella spp., S.
aureus ve E. coli varligini inceleyen bir ¢alisma yapmislardir. Calisma sonucunda L.
monocytogenes in Mihali¢ peynirlerinin % 5’inde tespit edildigi, Salmonella spp.’nin
ise oOrneklerin higbirinde tespit edilmedigini belirtmislerdir. Ayni calismada S.
aureus’un Mihali¢ peynirlerinde yiiksek prevalans gosterdigi, ortalama degerinin 2.69
log kob /g oldugunu ve Mihali¢ peynir 6rneklerinde E. coli sayisinin ise ortalama 1.23
log kob /g oldugunu belirtmislerdir.

2.5. Mihali¢ Peyniri Uzerine Yapilan Duyusal Analiz Cahismalar

Inek, koyun, kegi siitiinden yapilan Mihali¢ peynirinin duyusal 6zellikleri
bakimindan inceleyen Yaygin ve digerleri (1984) yaptiklar1 ¢alismaya gore, inek
stitiinden iiretilen Mihali¢ peynirleri krem renginde, koyun siitiinden islenen Mihalig¢
peyniri acik krem renginde, keci siitii kullanilan peynirinin ise beyaz renkte oldugu
belirlenmistir. Koyun ve kegi siitii peynirlerinin, inek siitii peynirlerine kiyasla daha
sert ve sik1 bir yapiya sahip olduklarni bildirilmistir. Inek siitii peynirinin yapisinda

kiiciik yapida ve digerlerinden az sayida orta biiyiikliikkte gézeneklerin bulundugu
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belirtilmistir. Koyun siitiinden yapilan Mihali¢ peyniri diger peynirlere gore daha ¢cok
begenildigi, siralamayi ise keci ve inek siitleri peynirleri izledigi rapor edilmistir.

Kahramanmaras’in Elbistan il¢gesinden tesadiifi olarak 15 adet Mihali¢ peyniri
toplayan ve duyusal analizlerini inceleyen Altun, & Akyiiz (1998), on {izerinden
degerlendirme yaptig1 puanlamada renk ve goriiniisiin 2,50 - 4,50, yapinin 4,83 - 6,50,
tat ve kokunun ise 5,50 - 6,66 arasinda degisen puanlar aldigini belirtmislerdir.

Inek, koyun ve kegi siitlerinin karisimiyla pastdrize edilmeden iiretilen 4 gesit
Mihali¢ peyniri ile ¢aligan Dayici (2000), peynirleri % 20 tuzlu salamura iginde agz1
vakum kapakli plastik kaplarda oda 1sisinda (15 °C ) 3 ay siire ile olgunlastirmistir.
Olgunlasma doénemi sonunda yapilan duyusal analiz sonucuna gore; peynir ¢esitleri
icinde duyusal 6zellikler bakimindan en yliksek toplam puani, sade inek siitii ve esit
miktarlarda karistirilan inek-koyun siitlerinden yapilan Mihali¢ peynirlerinin aldig
rapor edilmistir.

Golge (2009) calismasinda kiiltiir kullanmaksizin ¢ig siitten ve 2 fakli ticari
kiiltiir kombinasyonu kullanarak pastorize siitten (Str. thermophilus + Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus ve Str. thermophilus + Lb. helveticus) Kelle peyniri iiretmis ve 3 ay
sireyle olgunlastirmistir. Calismasinda starter kiiltiir ve olgunlasma siiresi
interaksiyonunun duyusal 06zelliklere etkisi Onemli bulunmadigini belirtmistir
(p>0.05). Ayrica duyusal 6zellikler bakimidan Str. thermophilus + Lb. helveticus
kullanilarak iiretilen peynirin, en begenilen peynir oldugunu belirtmistir.

Aday, & Karagiil -Yiiceer (2014) Marmara bolgesi illerinden topladigi 15 adet
Mihali¢ peyniri o6rneginde fiziksel, kimyasal ve duyusal Ozelliklerini arastirmigtir.
Yaptiklar1 caligma sonucunda inceledikleri Mihali¢ peynir numuneleri arasinda
duyusal oOzellikler ve aroma-aktif bilesikler agisindan farkliliklar oldugunu
belirtmislerdir. Duyusal analiz sonuglarina gére peynirlerin merkez (i¢) ve kabuk (dis)
kisimlarinda renk farki oldugu ayrica peynirlerin sertlik, i¢ ve dis yapiskanlik, esneme,
cignenebilirlik ve sakizimsilik ozellikleri arasinda da fark oldugu bildirilmistir.
Yapilan aroma maddeleri analizi sonucu; diasetil, etil biitirat, biitirik asit, hekzanoik
asit, etil oktanoat, 2-feniletil alkol, p-kresol ve bilinmeyen 4 aroma maddesinin biitiin
peynir orneklerinde tespit edildigini belirtmislerdir.

Ozer (2015) calismasinda farkli starter kiiltiir kombinasyonlar1 ve farkl

haslama sicakliklar1 deneyerek Mihali¢ peynirleri liretmistir. Kontrol grubu peynirleri
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ise kiltiir kullanilmadan iretilmistir. Kontrol grubu peynirler, starter kiiltiir
kombinasyonlar1 kullanilarak iiretilen peynirlere gore daha diisiik duyusal puanlar
aldig1 belirtilmistir. En yiiksek duyusal puani alan Str. thermophilus, Lb. helveticus ve
propiyonik asit bakterisi kombinasyonunun kullanildigi peynirler oldugu bildirilmistir.
Ayrica toplam duyusal puanlar dikkate alindiginda 45°C’de haslanan peynirlerin,
40°C’de haslanan peynirlere gore daha yiiksek puanlar aldig bildirilmistir.

2.6. Mihalic¢ Peyniri Uzerine Yapilan Kiiltiir Cahsmalar

Bulut (2006) ¢alismasinda pastorize ve ¢ig siitten Mihali¢ peyniri iiretilerek
olgunlastirilan {iriiniin kimyasal 6zellikleri ve mikroflorasini incelemistir. Pastorize
stitten Mihali¢ peyniri tiretimi i¢in % 75 oraninda DX — 33A DSL kodlu (Lactococcus
lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris, L. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis,
Leuconostoc spp.) ve % 25 oraninda TX - 10A DSL kodlu (Str. thermophilus, Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus ve Lb. helveticus) igeren kiiltiir kombinasyonunu
kullanilmistir. Olgunlagma periyodunda peynirlerin su orani, yagsiz kuru madde, kuru
madde de yag, tuz, kuru madde de tuz, protein, titrasyon asitligi ve pH degerlerindeki
degisim istatistiki olarak 6nemli bulundugunu belirtmistir. Ayrica iiretilen her iki grup
Mihali¢ peynirlerinin toplam mezofilik bakteri, toplam mezofilik LAB, toplam
termofilik LAB ve toplam maya — kiif sayisindaki degisimin istatistiki olarak 6nemli
oldugunu bildirmistir.

Golge (2009) calismasinda kiiltiir kullanmaksizin ¢ig siitten ve 2 fakli ticari
kiiltiir kombinasyonu kullanarak pastorize siitten (Str. thermophilus + Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus ve Str. thermophilus + Lb. helveticus) Kelle peyniri tiretmis ve 3 ay
siireyle olgunlastirmistir. Yapilan ¢calismada starter kullanilmadan {iretilen peynirin
diger peynirlerden farkinin énemli bulundugunu (p<0.05) bildirmistir. Caligmasinda
starter kullaniminin, koliform, maya ve laktik asit bakterileri sayisina etkisinin 6nemli
oldugunu belirtmistir.

Ozcan, & Kurdal (2012) pastdrize siit ile Mucor miehei’den elde edilen fungal
lipaz (% 0,002 oraninda) ve Bacillus subtilis *ten elde edilen bakteriyel nétral proteazi
(% 0,002 oraninda) kullanarak ayr1 ve bunlara ilave olarak L. lactis ssp. cremoris, L.
lactis ssp. lactis, Leu. mesentroides ssp. cremoris, L. lactis ssp. diacetylactis suslarini
iceren mezofilik aerobik kiiltiirli %1 oraninda kullanarak ayr1 7 adet Mihali¢ peyniri

tiretmistir. Calisma sonucunda siitlin pastorize edilmesinden sonra mezofilik aromatik
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starter kiiltiir, protez ve lipaz kombinasyonun kullanilmasi Mihali¢ peynirin
olgunlagmasinda tavsiye edilen faydali bir yontem oldugunu belirtmislerdir.

Ozer (2015) calismasinda farkli starter kiiltir kombinasyonlar1 ve farkli
haslama sicakliklar1 deneyerek Mihali¢ peynirleri {iretmistir. Bu amagla
Propionibacterium spp., Str. thermophilus, Lb. helveticus, Leu.mesentroides ssp.
cremoris’den olusan starter kiiltiir kombinasyonlar1 kullanilmis, kontrol grubunda ise
kiltir kullanmamistir. Calisma sonucunda starter kiiltiir kullaniminin olgunlagmay1
hizlandirdigi ve duyusal 6zelliklere olumlu yonde katki sagladigi rapor edilmistir.

Geleneksel yontemlerle tiretilen Mihali¢ peynirinden maya izolasyonu ve
identifikasyonu yapan, enzimatik aktivitelerini inceleyen, Karasu-Yalgm, Senses-
Ergiil, & Ozbas (2017) 29 adet Mihali¢ peynir drneginden 72 maya izolat1 elde
etmistir. Calismalarinda tanimlanan mayalarin Candida, Geotrichum ve Trichosporon
tirlerine ait oldugunu belirtmislerdir. Candida famata var. famata’nin ise Mihali¢
peynir oneklerinde en baskin tiir olarak tespit edildigini bildirmislerdir.

Ozer, & Kesenkas (2019) yaptiklari calismalarinda Mihali¢ peyniri iiretiminde
en uygun Kkiiltir kombinasyonunu ve haslanma sicakligini  belirlemeyi
amaglamiglardir. Pastorize siite, Str. thermophilus, Lb. helveticus ve P. freudenreichii
kiltlirlerini iceren kombinasyonu ilave ederek {irettikleri peynirlerin, duyusal
ozelliklere ve olgunlagma siiresine olumlu katkilar yaptigin1 belirtmislerdir. Ayrica
proteoliz bakimindan, haglanma sicakliginin 45°C olmast 40°C'den daha uygun
oldugunu, yiiksek lipoliz seviyeleri igin haglama sicakliginin 40°C olmasinin tavsiye
edilebilecegini bildirmislerdir.

2.7. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Laktik asit bakterileri, gidalarin fermantasyonunda rol alan mikroorganizmalar
igerisinde 6nemli bir grubu olusturmaktadir. Bu bakteriler fermente siit {irlinleri, Sebze
tiriinleri, et tiriinleri ve hububat iirlinleri gibi ¢esitli gidalarin iiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. En bilinen fermantasyon olan laktik asit fermantasyonunun yani sira
alkol fermantasyonu, propiyonik asit fermentasyonu, cesitli bakteri ve kiiflerin
meydana getirdigi fermantasyon sekilleri de bulunmaktadir (Sengiin, 2011).

Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan laktik asit bakterileri uzun zamandir
bilinmektedir. XX. yiizyilin baglarinda Rus bilim adam1 Eli Metchnikoff tarafindan

olumlu etkileri bahsedilen laktik asit bakterileriyle ilgili, giinimiize kadar birgok
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calisma yapilmistir (Tamime, & Deeth, 1980). Cok farkli ekolojik ortamlarda
bulunabilen laktik asit bakterileri genellikle besin igerigi zengin olan ortamlarda
bulunmaktadir. Yasam alanlarina siit ve siit iirlinleri, islenmemis taze veya fermente
olmus bitkiler verilebilecegi gibi, agiz, vajina, insan ve hayvan bagirsak mukoza
icerikleri de dogal yasam alanlarina birer d6rnektir. Bu organizmalara su ve toprakta
nadiren rastlanilmaktadir (Isleroglu, Yildirim, & Yildirim, 2008).

Morfolojik agidan ¢ok farkli 6zelliklere sahip olan laktik asit bakterileri (kisa
veya uzun, ¢comak veya kok sekilli) fizyolojik a¢idan oldukca benzer ozellikler
gostermektedir. Tum tyeler Gram pozitif, katalaz ve oksidaz negatif, spor
olusturmayan, sitokromdan yoksun, fakiiltatif anaerob, genellikle homofermantatif,
hareketsiz, cubuk veya kok sekilli mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir
(Senocak-Soran, 2018). Laktik asit bakterileri, Gram (+) bakteriler arasinda diisiik
diizeyde guanin ve sitozin (G+C) oranina sahip olan ve genom biiytikliikleri genel
olarak 1.8 - 3.4 M bp arasinda degisen mikroorganizmalardir (Wyszynska,
Kobierecka, Bardowski, & Jagusztyn-Krynicka, 2015).

Laktik asit bakterileri ayni zamanda asidi tolere edebilen nitrati rediikte
edemeyen, olduke¢a diisiik pH ve tuz konsantrasyonlarinda gelisme gosterebilen,
karbonhidrat metabolizmasi sonucu ana fermantasyon iirlinii olarak laktik asit {ireten,
mikroorganizmalardir (Adams, & Marteau, 1995; Arslan, 2017; Bulut, 2003).

Laktik asit bakterileri yasamlarini devam ettirebilmeleri i¢in amino asitlere, B
grubu vitaminleri ile pilirin ve pirimidin bazlarina ihtiya¢ duyarlar. Genellikle
mezofilik karakterde olan laktik asit bakterilerinin bazi tiirleri 5 °C’den daha diisiik,
bazi tiirleri ise optimum 45 °C gibi yiiksek sicakliklarda gelisebilmektedirler. Laktik
asit bakterileri cogunlukla 4,0 — 4,5 pH degerleri araliginda gelisebilmelerine karsin
baz1 tiirler 3,2 gibi diisik ve 9,6 gibi yiikksek pH’larda da yasamlarimi devam
ettirebilmektedirler. Ayn1 zamanda baz tiirler zayif proteolitik ve lipolitik 6zellikler

gosterebilmektedir (Caplice, & Fitzgerald, 1999).
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2.8. Laktik Asit Bakterilerinin Simiflandirilmasi

Laktik asit bakterilerinin smiflandirilmasinda genel olarak kullanilan
taksonominin temeli; fizyolojik 6zelliklere, morfolojik ozelliklere, farkli sicaklik,
farkl1 pH degerleri ve tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme kabiliyetlerine, arjinin
parcalanmas1 ve karbonhidrat katabolizmas1 gibi biyokimyasal 06zelliklerin
incelenmesini igeren fenotipik tanimlamalara dayanmaktadir (Gobbetti, De Angelis,
Corsetti, & Di Cagno, 2005).

Laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasina iliskin yapilan arastirmalar,
familyaya ait iiyelerin morfolojik 6zellikleri bakimindan degiskenlik gosterse de
fizyolojik ozelikleri agisindan oldukc¢a benzerlik gosterdigini ortaya koymustur.
Geleneksel olarak laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasinin temelinde morfolojik
ozellikler 6nemli bir kriter olarak g6z oniine alinmaktadir. Ancak ikinci 6nemli kriter
ise standart kosullar altinda glikoz fermantasyon seklidir (Kirma, 2016).

Laktik asit bakterilerinin karbonhidrat metabolizmalarma bakildiginda
homofermantatif ve heterofermantatif olarak iki ayr1 gruba ayrildiklar goriiliir. Agiga
¢ikan son iriine gore yapilan bu ayrimda homofermantatif laktik asit bakterileri
homolaktik fermantasyon ya da homofermantatif yol ile glikozu pargalayarak,
fermantasyon sonucunda % 95-100 oraninda laktik asit iiretirler.

Heterofermantatif laktik asit bakterileri ise heterofermantatif ya da heterolaktik
fermantasyonla glikozu parcalayarak fermantasyon sonucunda % 50 laktik asit
tiretirken, bunun yaninda yiiksek oranda etanol, asetik asit, gliserol, mannitol ve
friiktoz gibi yan triinler de olustururlar. Homofermantatif laktik asit bakterilerinin
aldolaz ve heksoz izomeraz enzimleri vardir fakat fosfoketolaz enzimi yoktur. Bu
nedenle, Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) iz yoluna gore 2 laktat/glikoz olustururlar
(Sekil 6). Heterofermantatifler ise fosfoketolaz enzimine sahip olup, aldolaz ve heksoz
izomeraz enzimlerinden yoksundurlar ve glikozu indirgemek icin heksoz monofosfat
(HMP) iz yolunu kullanarak laktik asidin yaninda diger son iiriinleri de olustururlar
(Caplice, & Fitzgerald, 1999; Trias, Baneras, Montesinos, & Badosa, 2008).
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Sekil 6. Laktik asit bakterilerinin genel glikoz fermantasyon semasi (Caplice, &

Fitzgerald, 1999).
Genel olarak laktik asit bakterilerinin Lactobacillus, Leuconostoc,

Oenococcus, Weissella cinsleri heterofermantatif, diger laktik asit bakterileri ve
laktokoklar ise homofermantatiftir (Wormser, & Reid, 2005). Baz1 homofermantatif

ve heterofermantatif laktik asit bakterileri tiirleri Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8. Homofermantatif ve heterofermantatik laktik asit bakteri tiirleri (Jay, 2000)

Homofermantatif laktik asit bakterileri

Heterofermantatif laktik asit bakterileri

Lactobacillus

Guanin + Sitozin (%)

Lactobacillus

Guanin + Sitozin (%)

30

Lb. leichmannii 50.8 Lb. pontis 53-56
Lb. bulgaricus 50.3 Lb. fermentum 53.4
Lb. lactis 50.3 Lb. cellobiosus 53
Lb. delbrueckii 50 Lb. buchneri 44.8
Lb. casei 46.4 Lb. brevis 42.7-46.4
Lb. plantarum 45 Lb. trichoides 42.7
Lb. coryniformis 45 Lb. coprophilus 41
Lb. curvatus 43.9 Lb. hilgardii 40.3
Lb. helveticus 39.3 Lb. fructivorans 38-41
Lb. acidophilus 36.7 Lb. sanfrancisco 38.1-39.7
Lb. alimentarius 36-37 Carnobacterium

Lb. jugurti 36.5-39.0 C. Mobile 35.5-37.2
Lb. jensenii 36.1 C. gallinarum 34.3-36.4
Lb. salivarius 34.7 C. piscicola 33.7-36.4
Vagococcus C. divergens 33.0-36.4
V. salmoninarum 36-36.5 Weissella

V. fluvialis 33.6 W. halotolerans 45
Pediococcus W. confusa 44.5-45.0
P. pentosaceus 38 W. minor 44

P. acidilactici W. viridescens 43

P. cerevisiae W. kandleri 39

P. damnosus W. hellenica 3747
P. dextrinicus W. paramesenteroides 38-39
P. inopinatus Leuconostoc

P. parvulus Leu.mesenteroides ssp. mesenteroides

Tetragenococcus Leu. mesenteroides ssp. cremoris

T. halophilus 36.5 Leu. mesenteroides ssp. dextranicum

T. muriaticus Oenococcus

Lactococcus O. oeni 3842
L. lactis. ssp. cremoris 38-40

L. lactis ssp. lactis biovar.

Diacetylactis 38.4 - 38.6

L. garvieae 38.3-38.7

L. plantarum 36.9 - 38.1

L. lactis ssp. hordniae 35.2

L.rafinolactis 40-43

Streptococcus

Str. thermophilus 40

Str. bovis 38-42




Laktik asit bakterilerin siniflandirilmasinda s6z konusu fenotipik tanimlama
metotlarindan; kesin veriler alinamamasi ve az tekrarlanabilirligi gibi nedenlerden
dolay1 net bir ayrim yapilmadigina kanaat getirilmis, farkli arayislar i¢ine girilmistir.
Bazi metotlar halen uygulanabilir olmasina ragmen laktik asit bakterilerin dogru
smiflandirilmasinda molekiiler biyoloji yontemleri kullanilmaya baglamigtir. Bununla
birlikte geleneksel yontemlerin uzun siireli analizlere, is giicline, yetismis personele
ihtiya¢ duymasi, maliyetli olmas1 ve alinan verilerin yoruma ag¢ik olmasi gibi birgok
dezavantaji bulunmaktadir. Bundan dolayi, bakterileri sadece bu 6zelliklerine gore
siniflandirmak, bakteri gruplar1 arasindaki filogenik iliskiyi tespit etmede ve 6zellikle
de tiir ve alt tiir tanimlamalarinda yetersiz kalmaktadir. Konvansiyonel tekniklerin
sayilan dezavantajlarinin olmasi bakterilerin tanimlanmasinda molekiiler teknikler
gelistirilmesine ihtiyact arttirmistir (Botina, Tsygankov, & Sukhodolets, 2006;
Wormser, & Reid, 2005). Genotipik tiplendirmede yaralanilan metotlar arasinda,
plazmid profil analizi, restriksiyon endoniikleaz analizi, ribotipleme, pulsed-field jel
elektroforezi (PFGE), polimeraz zincir reaksiyonuna temeline dayanan yontemler
(PCR-RFLP, Rep-PCR, PCR-ribotipleme ve RAPD) ve niikleotit dizilim analizleri
gibi ¢esitli yontemler yer almaktadir.

Woese (1987) yaptigi calismada Gram pozitif bakterileri, 16S ribozomal
riboniikleik asit (16S rRNA) dizilerinin filogenetik iliskisine dayanarak, ytliksek
diizeyde guanin ve sitozin ‘‘High (G+C)”’ orani igeren Actinomycetes dali ve diisiik
diizeyde guanin ve sitozin ‘‘Low (G + C)’’ orani igeren Clostridium dali olmak tizere
iki ana dala aymrmistir. Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus,
Enterococcus ve Pediococcus gibi tipik laktik asit bakterileri Clostridium dalina aittir.
Buna karsin, Bifidobacterium ve Propionibacterium cinsi ise Actinomycetes dalina ait
olugunu belirtmistir (Stiles, & Holzapfel, 1997; Woose, 1987).

Karsilastirmali 16S ribozomal riboniikleik asit (16S rRNA) sekans analizine
dayali DNA’larinda diisiik guanin ve sitozin ‘‘Low (G + C)’’ orani iceren laktik asit
bakterilerinin baslica filogenetik gruplari igeren konsensus agaci Sekil 7°de verilmistir

(Holzapfel, Haberer, Geisen, Bjorkroth, & Schillinger, 2001).
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Sekil 7. Laktik asit bakterilerinin 16S rRNA sekans analizine dayali baglica filogenetik
gruplar1 (Holzapfel ve ark., 2001).

Laktik asit bakterilerinin taksonomide en ¢ok bilinen cinsleri arasinda

Aerococcus, Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Melisococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus ve Weisella yer almaktadir (Wormser, & Reid, 2005).

Laktik asit bakterileri ile ilgili yapilan ¢aligmalar sonucu son siniflandirmaya
ait sistematik bilgileri Tablo 9’da verilmistir (LPSN, 2019).

Tablo 9. Laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasi (LPSN, 2019)

Lactobacillales
Aerococcaceae | Carnobacteriaceae | Enterococcaceae | Lactobacillaceae | Leuconostocaceae | Streptococcaceae
Aerococcus Carnobacterium Enterococcus Lactobacillus Leuconostos Streptococcus
Abiotrophia Agitococcus Vagococcus Pediococcus Weisella Lactococcus
Dolosicoccus Alloiococcus Tetragenococcus | Paralactobacillus | Oenococcus Floricoccus
Eremococcus Lactosphaera Melissococcus Sharpea Convivina Lactavum
Facklamia Trichococcus Pilibacter Fructobacillus -
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2.9.Laktik Asit Bakterilerinin Endiistriyel Onemi

Laktik asit bakterileri endiistriyel agidan son derece degerli olan ve son
zamanlarda insan saglig1 tizerindeki olumlu fonksiyonlari sebebiyle GRAS (Generally
Recognized As Safe) statiisiinde olan “‘giivenli bakteriler’” olarak ta tanimlanmakta ve
giderek daha da 6nem kazanmaktadir.

Fermentasyonu saglayan laktik asit bakterileri peynir, yogurt, fermente siit ve
tereyagr gibi fermente gidalarin iretimi ve korunmasinda gerekli olan
mikroorganizmalardir. Ayrica laktik asit bakterileri son iriiniin tat, koku, renk,
goriinlis gibi organoleptik &zelliklerinin gelistirilmesinde de gorev almaktadir
(Charlier, Cretenet, Even, & Le Loir, 2009). Gidalarin korunmasinda kullanimlari
nedeni de laktik asit iireterek ortam pH’ sii diisiirmeleri ve buna ilave olarak bazi
antimikrobiyal maddeler (bakteriosin ve protein olmayan organik bilesikler gibi)
tretme kabiliyetleridir. Laktik asit bakterilerinin birgok susu gida ve yem
endiistrisinde kullanilir. Bu suglar siit mamiilleri (yogurt, peynir), fermente et {iriinleri
(salam, sosis), fermente sebzeler (zeytin, tursu), ekmek gibi gidalarda bulunurlar.
Laktik asit bakterileri bulunduklari gidalarda karbonhidrat1 -galaktosidaz enziminin
etkisiyle glukoz ve galaktoza pargalar, sonrasinda glukoz laktik asite ¢evrilir. Asidin
etkisiyle pH 5’in altina iner ve iriiniin istenilen tat ve aroma kazanmas1 saglanir.
Ayrica gida kaynakli patojenler ve patojen olmayan kontaminantlarin 6nemli bir
boliimii bu pH diisiisiine karst duyarlidir (Askar, Aslim, & Beyatli, 1999).

Laktik asit bakterileri gidalar1 fermente ederek iiriinlerin iiretim ve korunmasi
haricinde de bir¢ok fayda saglamaktadir. Bitki kaynakli siyanojen gibi saglik acisindan
tehlikeli bilesikleri pargalayarak toksisiteyi azaltmalar1 ve probiyotik etki ile intestinal
sistemde mikrobiyal dengeyi diizenlemeleri onemli faydalarindandir (Singh, &
Prakash, 2009).

Laktik asit bakterileri, endiistriyel ve geleneksel gida fermantasyon
proseslerinde, fermente gida Triinlerinin bozulmalara karsi korunmalarinda, son
irlinlinlin aroma ve tekstiir olusumuna olumlu katkida bulunmalar1 gibi amaclarla
endistride baslatict  kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Laktik asit bakterileri
fermantasyon kabiliyetlerinden dolay1 siit teknolojisinde starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadir. Starter kiiltiirler, siitte bulunan zararli mikroorganizmalarin

gelisimini sinirlandirarak, iiriine 6zgii standart kalitede tat, aroma ve yapinin olugmasi
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icin siite katilan faydali mikroorganizmalardir. Starter laktik asit bakterilerinin yani
sira, starter kiiltiir olarak kullanilmayan bakteriler olan Non-Starter laktik asit
bakterileri starter kiiltiirler ile birlikte fermantasyonda ve {iriine 0zgii aromanin
gelisiminde rol oynamaktadir. Starter ve Non-Starter laktik asit bakterileri birlikte
laktozu fermente ederek, siit proteinlerini peptitlere ve serbest amino asitlere
dontistiiriirler, sitrati ise ester, lipit ve ugucu metabolitlere indirgeyerek aroma
maddelerinin olusumuna katki saglarlar (Giimiistas, 2015).

Giinlimiizde laktik asit bakterileri fermente siit triinleri basta olmak {izere,
etlerin ve sebzelerin fermantasyonunda 6nemli gorevleri olan, faydali, giivenilir ve son
iriiniin kalitesini artiran mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir. Laktik asit
bakterileri endiistriyel gida fermantasyon teknolojisinde yaygin olarak yararlanilan
mikroorganizma grubudur.

Laktik asit bakterilerinden yararlanilarak iiretilen gidalarda fermantasyon
sonucu meydana gelen organik asitler, tirtinlerin raf 6mriiniin uzamasini saglamistir.
Onemli gorevleri olan organik asitler yaninda laktik asit bakterileri ayn1 zamanda
istenmeyen mikroorganizmalara kars1 inhibitor etkisi olan hidrojen peroksit, serbest
yag asitleri, amonyak, diasetil ve bakteriyosin gibi maddeler de iiretmektedirler. Bu
antimikrobiyel Ozellikler laktik asit bakterilerinin endiistride kullanimini oldukc¢a
onemli hale getirmistir (Daeschel, McKenney, & McDonald, 1990).

Laktik asit bakterilerinin 6nemli kullanim alanlarindan biri de probiyotik
olarak kullanilabilmeleridir. Giiniimiizde bir¢ok probiyotik tiiriin Siit endiistrisinde
kullanim alanina girmesiyle birlikte yeni probiyotik fonksiyonel gidalar da
gelistirilmektedir. ~ Probiyotikler —genel tanimlamada ‘‘Uygun miktarlarda
alindiklarinda konak canlinin saghg tiizerinde olumlu etkiler saglayan canh
mikroorganizmalar” olarak ifade edilir. Bunun yani sira, laktik asit bakterileri
antimikrobiyel peptitlerin ve ekzopolisakkaritlerin tiretimini gergeklestirmeleri, diyet
takviyeleri, biyodoniistiiriiciiler gibi bir¢ok endiistriyel uygulamalarda bulunmalari
nedeniyle ¢ok kiymetli bakterilerdir (Ross, Fitzgerald, Collins, & Stanton, 2002).

Laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasi igerisinde yer alan gida ile iliskili
bakteri cinsleri; Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc,  Oenococcus, Pediococcus, — Streptococcus,  Tetragenecoccus,

Vagococcus ve Weissella’ dir (Arlan, 2017). Gida endiistrisinde fermente gida
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tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan altt adet laktik asit bakteri cinsi
bulunmaktadir. Bunlar Lactococcus (siit triinleri), Lactobacillus (siit, et, sebze,
hububat tirtinleri), Leuconostoc (siit tiriinleri, sebze), Pediococcus (sebze, et tiriinleri),
Oenococcus (O. oeni, sarap), ve Streptococcus (Str. thermophilus, siit iriinleri)
seklinde siralanabilir (Sengiin, 2011). Bunlardan Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconotoc ve Streptococcus olmak tizere 4 grup, siit endiistrisinde kullanilan Starter
kiiltiir ve kombinasyonlarini igermektedir (Klein, Pack, Bonaparte, & Reuter, 1988).
2.10. Peynirde Laktik Mikrobiyota

Fermente siit iiriinleri, fermantasyon ile iiretilen gidalar arasinda énemli bir
yere sahiptir. Fermente siit lirtinleri, siitiin laktik asit bakterileri tarafindan fermente
edilmesi sonucu olusur. Fermente siit lirtinleri ( peynir, yogurt, tereyagi, kefir ve kimiz)
protein, laktoz, yag, mineral maddeler ve vitaminler bakimindan olduk¢a zengin bir
besin kaynagidir. Uriin mikroflorasinda bulunan laktik asit bakterileri bu iiriinlere 6zgii
aroma, koku ve yapi gibi 6zellikleri kazandirmaktadir. Siit tiriinleri pastdrizasyon ve
sterilizasyon gibi 1s1l islem gormedigi siirece spesifik laktik asit bakterileri bu {iriinler
igerisinde canliligin1 korur. Bu tip dogal fermantasyonla {iretilen {riinlerde tat ve
aroma 1ile tekstiir gelisimi tamamen dogal laktik mikrobiyotaya baghidir ve g¢ok
cesitlilik gostermektedir. Farkli arastimacilarin fermente siit {iriinlerinden izole

ettikleri laktik asit bakterileri Tablo 10’da verilmistir.
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Tablo 10. Cesitli fermente siit tiriinlerinden izole edilen laktik asit bakterileri (Sengiin,
2011).

Uriin ad1 Laktik asit bakteri tiirii Kaynak

Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, Str. thermophilus Tamime. & Marshall

Tereyagi, yayik ayrani, yogurt

L. lactis ssp. lactis diacetylactis (1997)
L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris,
Fermente probiotik sit L. lactis ssp. lactis var.diacetylactis, Leroy, & De Vuyst (2004)

Leu. mesenteroides ssp. cremoris

L. lactis spp. lactis, Ent. durans, Ent. faecium,

Eksi krema Leu. mesenteroides, Leu. pseudomesenteroides, Zamfir ve ark., ( 2006)
Leu. lactis
) Lb. kefiri, Lb. kefiranofaciens, Chen H, Wang, & Chen M
Kefir Leu. mesenteroides, L. lactis ' (200’8) '
L. lactis ssp. lactis,
Peynirler L. lactis ssp. cremoris Leroy, & De Vuyst (2004)

Leu. mesenteroides ssp. cremoris

Cig sitten tretilen peynirler, laktik asit bakterileri yoniinden oldukca
zengindir. Bu zengin mikroflora, baslatic1 (starter) laktik asit bakterileri ve ikincil
mikroorganizma veya Non- Starter laktik asit bakterileri (starter olmayan laktik asit
bakterileri) olarak da bilinen iki gruba ayrilir. Baslatici laktik asit bakterileri peynir
liretimi esnasinda, siit asitliginin artmasinda 6nemli rol oynarlar. Asitlik artis1 kazein
stabilitesini zayiflatmakla beraber rennin aktivitesini tesvik ederek peynir liretiminde
kullanilan siitiin pithtilasmasi kolaylagmaktadir. Ayrica olgunlasma periyodunda sahip
olduklar1 proteoltik ve lipolitik aktiviteleri ile peynirin karakteristik yapisini
olusumuna katkida bulunurlar. Non Starter laktik asit bakterileri ise peynir iiretimi
sirasinda siit asitliginin artmasina katkilar1 yoktur. Ancak olgunlasma periyodunda
cesitli organik asitlerin olusumuna énemli katki saglarlar. Ikincil mikroflora, peynir
dis yiizey kisminda ve/veya merkez i¢ kisminda gelisebilen, baslatict kiiltiir disinda
kalan laktik asit bakterilerinden olusabildigi gibi maya ve kiiflerden de
olusabilmektedir (Fox, McSweeney, & Lynch, 1998). Farkli arastirmacilarin yabanci
tip peynir g¢esitleri ile yaptiklari caligmalarda izole ettikleri laktik asit bakterileri Tablo

11°de verilmistir.
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Tablo 11. Fermente peynir g¢esitlerinden izole edilen laktik asit bakterileri (Sengiin,
2011).

Uriin ad1 Laktik asit bakteri tiirii Kaynak

L. lactis ssp. lactis

Gozeneksiz sert peynirler Leroy, & De Vuyst (2004)

L. lactis ssp. cremoris

L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris
Kiigiik gozenekli peynirler L. lactis ssp. lactis var. diacetylactis Leroy, & De Vuyst (2004)

Leu. mesenteroides ssp. cremoris

Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. paracasei

Lb. brevis, Lb. bunchneri, L. lactis, L. garvieae Ouadghiri, Amar,

Vancanneyt, & Swings
(2005)

Morocco yumusak beyaz peyniri
L. raffinolactis, Leu. pseudomesenteroides

Leu. mesenteroides, Leu. citreum, Ent. durans

Ent. faecalis, Ent. faecium, Ent. saccharominimus

Lb. delbrueckii ssp. lactis, Lb. helveticus

Isveg ve Italyan tipi peynirler Leroy, & De Vuyst (2004)

Lb. casei

Lb. casei/paracasei, Lb. plantarum, L. lactis

Yunan Graviera peyniri Samelis ve ark., (2011)

Str. thermophilus, Ent. faecium

2.11. Peynir Teknolojisinde Starter Kiiltiir Kullanimi ve Peynir Starterleri

Besin degerleri bakimindan olduk¢a onemli bir yerde olan fermente siit
uriinleri ge¢cmiste dogal fermantasyon ile yapilirken, gilinlimiizde glidimli
fermantasyona ge¢is s6z konusudur. Glidiimlii fermantasyonda siit tiriinleri tiretiminde
ham madde olan siit pastorize edilirken, zararli mikrobiyota yaninda iiriin olusumu
sirasinda yararli olabilecek mikrobiyota da yok edilir. Bunlarin yerine genellikle 2-3
farkli baslatict kiiltiirler (starter kiiltiir) katilir. Isil islem gormiis siitlerden tiretilen
fermente {triinlerinin standart ve yiiksek kalitede ftretilebilmesi igin, iriine has
ozellikleri tasiyan baslatict kiiltiirlerin kullanilmalar teknolojik bir zorunluluktur.
Baglatic1 kiiltiirler, iriine beklenen tat, koku, aroma ve yapi gibi Ozellikleri
kazandirmanin yani sira siitte bulunan zararli mikroorganizmalarin gelisimini
sinirlandirabilir, iirline bulasan patojen bakterilere karst inhibisyon o6zellik
gosterebilirler (Bacus, & Brown, 1981; Ertiirkmen, 2014; Giimiistas, 2015; Kirmact,
2010). Bu inhibisyon mekanizmasi starter kiiltiir tarafindan laktik asit iiretimiyle
baslar. Laktik asit, hiicre membranlarindan geger, hiicre igindeki asidik pH;
deformasyona, enzimatik aktivitelerde hasara, proteinler ve DNA yapisina zarara
neden olur. Diger bir mekanizma ise, hiicre zar1 gecirgenligindeki degisiklikleri
nedeniyle substrat tasimiminin engellenmesidir. Ayrica hiicre igindeki pH

degisikliklerini NADH oksidasyonunu baskilar, bu durum elektron tagima sistemini
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etkiler ve sonucunda mikroorganizmanin 6liimiine yol agar (Kang, Vézinz, Laberge,
& Simard, 1998; Mani-Lopez, Garcia, & Lopez-Malo, 2011; Yiice, 2017).

Peynir liretiminde siite starter kiiltiir ilave edilmesi siitte asitligi artirir ve peynir
mayasinin siitli pihtilastirma siiresini kisaltir. Ayn1 zamanda bu durum peynir suyuna
gecen yag ve protein miktarmni azaltmakta, peyniraltt suyunun ise ayrilmasini
kolaylasmaktadir. Ayrica starter kiiltiirler, fermantasyon islemi esnasinda iirettigi
laktik asit ile enzimlerinin proteoliz/aminoasit katabolizmasini aktive ederek ile peynir
olgunlagmasina da katkida bulunurlar. Bu sayede olgunlagsma esnasinda gerekli tat
aroma maddelerinin olusumu saglanir ve peynire 6zgii lezzet olusmaktadir. Starter
kiiltiir kullanilan peynirlerde salamuradan kitleye yeterli ve dengeli tuz gegisi
saglanmakta, kiiltlirlerin glikolitik ve lipolitik aktiviteleri sonucunda H20,,
bakteriyosin gibi antimikrobiyal bilesikler {iiretilmekte ve bu sayede patojen
bakterilerin gelismesi Onlenmektedir. Yine tiriinde pH ve redoks potansiyelinin
diismesiyle kontaminant bakteriler inhibe olur. Sonug¢ olarak starter kullanimi ile
peynirin raf 6mrii uzar, standart kalite ve randimanda {iriin elde edilmis olur.

Peynir iiretiminde, laktik asit bakterilerinin belirli tiirlerinden secilmis,
kontrollii sartlar altinda gelistirilmis, dayanikli, asit tiretim kapasitesi yiiksek kiiltiirler
starter kiiltiir olarak tercih edilmelidir (Giirsoy, & Kesenkas, 2011; Kilig, 2011;
Tekingen, 1997; Yaygin, & Kilig, 1993).

Siit endiistrisinde kullanilan starter kiiltiirler optimum gelisim sicakliklarina
gore mezofilik (optimum gelisme sicakliklari 20-30°C arasinda) ve termofilik
(optimum gelisme sicakliklar1 yaklasik 42°C) olarak iki guruba ayrilmaktadirlar.
Peynir tiretiminin biiyiik bir boliimiinde mezofilik kiiltiirlerden yararlanilir. Termofilik
kiiltirler ise proseslerinde yiiksek 1sil islem olan peynirlerin {retiminde
kullanilmaktadir (Kirmaci, 2010; Ozer, 2015; Sengiin, 2011). Bu tip kiiltiirler yogurt
ve Ozellikle de sert ve telemesi pismis peynirlerde (Emental, Gruyere, Parmigiano ve
Grana) kullanilmaktadir (Delcour, Ferain, & Hols, 2000).

Endiistride peynir tiretiminde yaygin olarak kullanilan mezofilik kiiltiirler L.
lactis ssp. lactis, L. lactis biovar diacetylactis, L. lactis ssp. cremoris, Leu.
mesenteroides ssp. cremoris tiirleridir. Termofilik kiiltiirler ise Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus, Lb. casei ssp. casei, Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Str. thermophilus
tirleridir (Nasrollahi, Nasrollahi, Esmaeili, Kaviani, & Shariati, 2016) (Tablo 12).
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Ancak baz1 6zel peynir tiirlerinde (Mozzaralla ve Cheddar) hem termofilik hem de
mezofilik kiiltiirler kullanilabilmektedir (Beresford, Fitzsimons, Brennan, & Cogan,
2001; Parente, Rota, Ricciardi, & Clementi, 1997).

Tablo 12. Peynir tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterileri
Nasrollahi ve ark., 2016)

Peynir Uretiminde Starter kiiltiir Olarak Kullanilan Laktik Asit Bakterileri

Mezofilik laktik starterler Termofilik laktik starterler
L. lactis ssp lactis

Lb delbruecckii ssp. bulgaricus

L. lactis biovar diacetylactis Lb. casei ssp. casei

L. lactis ssp. cremoris Lb. acidophilus

Lb. helveticus

Leu. mesenteroides ssp. cremoris

Str. ssp. thermophilus

Lactococcus spp., Lactobacillus spp., Str. thermophilus tiirlerinin starter olarak
kullanildig1 peynirlerde proteoliz artarak Ozellikle kisa peptitler ve serbest
aminoasitlerin seviyelerinin yiikselmektedir. Bu tiirlerle olusturulan kiiltiirlerde
bulunan Streptococcus tiirlerinin asil islevi laktik asit Gretimidir. L. lactis ssp. lactis
biovar diacetylactis asit liretimi yani sira, sitratt metabolize ederek diasetil, asetaldehit
gibi 6nemli aroma bilesiklerini ve CO2 olusturur.

Leuconostoc tiirleri (Leu. mesenteriodes ssp. cremoris ve Leu. lactis) ise
heterofermentatif 6zellikleri ile glikoz fermantasyonu sonucu laktik asit ile beraber
COg, asetik asit, etanol gibi bilesikler olusturmaktadir. Bu cins bakterilerin proteolize
etkileri 6nemli diizeyde olmayip, Gouda ve Edam gibi gozenekli peynirlerde
kullanilmaktadir. Bunlarin disinda Ent. faecalis ve Ent. faecium tiirleri ise Cheddar
peyniri, yumusak Italyan peynirleri ve baz1 Isvigre peynirler iiretiminde kullanilan
starter kiiltiirlerdir (Ozer, 2015; Sengiin, 2011).

Ayrica gozenekli peynirlerin tiretiminde genellikle P. freudenreicheii ve P.
shermanii tiirleri i¢eren kiiltiirler tercih edilmektedir (Fox, & McSweeney, 1996; Mc
Sweeney, & Fox, 1997). Bu tiir kiiltiirler Emmental ve Gruyere ve Isvigre tipi
peynirlerde karakteristik gozenek olusumunda gorev alirlar. Tablo 13’de ¢esitli
spesifik peynirlerde kullanilan starter kiiltii kombinasyonlar1 verilmistir.

Mihali¢ peynirinde gozeneklerin olusumunda propiyonik asit bakterilerinin rol
oynadig1 bilinmekle beraber bu 06zel peynirin mikroflorasi tam olarak aciga

kavusturulmamustir (Bulut, 2006; Ozer, 2015).
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Tablo 13. Bazi Peynirlerde Kullanilan Starter Bakteriler (Cogan ve ark., 1997

Glimiistas, 2015; Hayaloglu, Giiven, & Fox, 2002)

Peynir Cesitleri

Starter Olarak Kullanilan Laktik Asit Bakteri Tiirii

Camembert

Lactococcus spp., Penicillium camemberti

Kagkaval

Str. thermophilus + Lb delbrueckii ssp. bulgaricus
L. lactis ssp. lactis + Str. thermophilus + Lb. casei ssp. casei

Cottage peyniri
Krem peyniri

L. lactis ssp. lactis; L. lactis ssp. cremoris; L. lactis ssp. lactis + L. lactis ssp. cremoris +
Cit(+) L. lactis ssp. lactis var. Diacetylactis

Matsoni

Lb. lactis ssp. cremoris

Parmesan, Romano

Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ve Str. thermophilus karigim1

Cheddar

L. lactis ssp. lactis; L. lactis ssp. cremoris, L. lactis ssp. lactis var. diacetylactis

Isvigre tipi Emmental

Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, Str. thermophilus, P. shermanii

Provolone

Istya dayanikli Lactobacillus ve Str. thermophilus

Blue ,Gorgonzola,
Roquefort, Stilton

L. lactis spp. lactis + P. Roqueforti

Brick, Limburger

Str. thermophilus + L. lactis ssp. cremoris, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus +
Str. thermophilus; L. lactis ssp. lactis +  Str. thermophilus

Muenster

Str. thermophilus + Lactobacillus tiirleri

Gouda ve Edam

L. lactis ssp. lactis; L. lactis ssp. cremoris + Leu. spp.

Mozzeralla

Istya dayanikli Lactobacillus ve Str. thermophilus

Beyaz peynir

L. lactis ssp. lactis + L. lactis ssp. cremoris + Lb. helveticus;
L. lactis ssp. lactis + Lb. plantarum
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2.12. Mikrobiyal Genetik Kaynaklarin Korunmasi ve Kiiltiir Koleksiyonlari

Onceleri yalnizca bir enfeksiyon etkeni olarak bilinen ve degerlendirilen
mikroorganizmalar giiniimiizde biyoteknoloji alaninda kullanilmakta, biyoekomoniye
katki sunmakta hatta biyolojik gii¢ olarak nitelendirilmektedir. Gelisen teknoloji ile
mikroorganizmalarin sahip olduklar1 zengin gen potansiyelleri yiiksek ekonomik
yetkinlikte kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar giiniimiizde saglik sektoriinden
egitim sektoriine, gida endiistrilerinden tarim ve c¢evre endiistrilerine, enzim
tiretiminden yenilenebilir enerji kaynaklarin gelistirilmesine kadar daha bir¢ok
alanda biyoekonomiye hizmet vermektedir.

Biyogesitliligin ve mikrobiyal zenginligin korunmasi, iiretilen {iriinlerin
zenginliginde ve dilinya piyasasinda farkli {riinler ile rekabet etmede Onem
arzetmektedir. Bu sebeplerle diinyanin farkli iilkelerinde hem ulusal, hem de
uluslararast mikroorganizma kiiltiir koleksiyon organizasyonlari olusturulmustur
(Unal, & Caliskan, 2014; Yumusak, Onciil, & Esen, 2005).

2.13. Uluslararasi Kiiltiir Koleksiyonu Organizasyonlari

Genel olarak kiiltiir  koleksiyonlar;  ozellikleri onceden belirlenen
mikroorganizma, hiicre dizileri ve biyolojik iiriinlerin, fizyolojik, morfolojik,
biyokimyasal ve genetik Ozelliklerinin korunarak saklandigi, gerektiginde de
arastirmalarda kullanilmak tizere uzun siire ile muhafaza edildigi merkezler olarak
tanimlanmaktadir.

Uluslararas1 kiiltiir koleksiyonu organizasyonlari, iilkelerin sahip olduklar
biyolojik potansiyelin giiciinii boyutunu ve kaynagini belirlemeye yonelik ¢alismalar
yaparlar. Ayrica biyolojik materyalin ulusal ve uluslararasi iiretimini ve dolagimini
uluslararas1 diizeyde kabul gdren yasal altyapilar ile kontrol altinda tutar ve aksi
halinde c¢esitli yaptirnmlarda bulunurlar. Bu amaglara 1990 yilinda kurulan ilk
organizasyon Word Federation for Culture Collection (WFCC) Diinya Kiiltiir
Koleksiyonu Federasyonudur. ilk ¢alismalarina Avusturalya’da baslamis olsa da su
andaki merkezi ise Japonya’dadir. Su an tiim diinyadan 76 iilke ve 768 Kkiiltiir
koleksiyonu iiyedir. Biitlin bu koleksiyonlarda 3.145.497 mikroorganizma
saklanmaktadir (WFCC info, 2019). WFCC organizasyonuna kayitli koleksiyonlarin
kitalar bazinda dagiliminda Aysa ve Avrupa en ¢ok kiiltlir koleksiyonuna sahiptir.

Ulkeler bazinda ise A.B.D 32 kiiltiir koleksiyonu ve bu koleksiyonlara ait 337.006 adet
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mikroorganizma ile WFCC organizasyonuna kayitli en ¢ok organizmaya sahip iilkedir.
Ulkemizde ise 11 Kkiiltiir koleksiyonu ve bu koleksiyonlara ait 7824 adet
mikroorganizma WFCC organizasyonuna kayithdir (WFCC statistics, 2019). Tablo
14’de WFCC organizasyonuna kayitli bazi iilkeler ve koleksiyon sayilar1 verilmistir.

Bir diger uluslararas1 kiiltiir koleksiyon otoritesi olan (European Culture
Collections Organisation, ECCO) Avrupa Kiiltiir Koleksiyonlar1 Birligi, Avrupa
ilkelerindeki kiiltiir koleksiyonlar1 arasinda isbirligini saglamak ve iiye koleksiyonlara
hem danigmanlik yapmak hem de koleksiyonlarin tanitimini saglamak amaciyla 1981
yilinda kurulmustur. Merkezi Almanya’da olan ECCO, aym1 zamanda WFCC
zincirinin bir parcasidir. Bu organizasyona iiye 22 Avrupa Ulkesi ve 61 kiiltiir
koleksiyonu vardir. Ulkemizden ise Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu
(RSKK), Hayvan Hiicrelerinin Kiiltiir Koleksiyonu (HUKUK) ve Kiiltiir
Koleksiyonlar1 Enstitiisii (KUKENS), ECCO organizasyonuna iiye koleksiyonlardir
(ECCO info, 2019; ECCO members, 2019).

Diinya ¢apinda bazi1 6nemli mikrobiyel kiiltiir koleksiyon merkezleri asagida
siralanmustir.

ATCC American Type Culture Collection

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

IEGM Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms

JCM Japan Collection of Microorganisms

BCCM Belgian Co-ordinated Collections of Microorganisms

IMI CABI Bioscience Genetic Resource Collection

Developmental Cell and Molecular Biology Group Duke Univercity

ALGAE A world catalogue of algal collections

CCAP The Culture Collection of Algae and Protozoa
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Tablo 14. WFCC organizasyonuna kayitli bazi {ilkeler ve koleksiyon sayilar1 (WFCC
statistics, 2019)

Ulke Koleksiyon Sayisi Koleksiyonlara Ait Toplam Sus sayisi
A.B.D. 32 337006
Belgika 7 288366
Cin 44 267982
Japonya 26 258924
Hindistan 32 199461
Danimarka 3 112066
Almanya 14 106386
Hollanda 6 106275
Fransa 38 97596
Rusya 30 63793
Polonya 10 9206
ftalya 20 50192
Yunanistan 8 7962
Tiirkiye 11 7824

2.14. Ulkemizde Mikrobiyal Kiiltiir Koleksiyonlar

Ulkemizde kiiltiir koleksiyon ¢alismalar1 1951 yilinda ‘‘arastirma ve iiretimde
kullanilan biitiin suslarin herhangi bir viriilans degisikliginden korunmasi i¢in kurutma
usuliiniin kabul edilmesi’’ karariyla baslamistir. Bu baglamda 1954 yilinda Refik
Saydam Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu ilk kurulan sus koleksiyonu olmustur.
1970’1i yillarda Capa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Kiirsiisiiniin ¢aligmalari da
tilkemizde mikrobiyal kiiltiir koleksiyon alaninda ilk ¢aligmalardandir.

Giliniimiizde tlkemizde WFCC organizasyonuna kayithh 11 adet Kkiiltiir
koleksiyonu ve liye koleksiyonlarda toplamda 7824 adet mikroorganizma mevcuttur.
Bu koleksiyonlardan biri Istanbul Universitesi T1p Fakiiltesi Mikrobiyoloji biinyesinde
bulunan ilk ismi Kiiltiir Koleksiyonu Enstitiisii (KUKENS) olan Mikroorganizma
Kiltir Koleksiyonu Arastirma ve Uygulama Merkezi koleksiyonudur. Bu
koleksiyonda suslardan 1090 adedi bakteri, 160 adeti maya, 140 adeti de mantardir.
Bir diger koleksiyon Ege Universitesi Biyomiihendislik Fakiiltesi biinyesinde bulunan

ACTINOCC (Ege Universitesi Actinomycetes Kiiltiir Koleksiyonu) isimli
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koleksiyondur. Bu koleksiyonda da 1.165 adet bakteri susu mevcuttur. Ayrica
Pamukkale Universitesi, Erciyes Universitesi, Mugla Sitki Kogman Universitesi,
Istanbul Universitesi, Tiibitak, Saglik Bakanligi, Tarim ve Orman Bakanlig1 gibi
kuruluslarin ~ sahip olduklar1 koleksiyonlar mevcuttur. Ulkemizde WFCC
organizasyonuna iiye olan kiiltlir koleksiyonlar1 ve koleksiyon sayilar1 Tablo 15 ‘te

verilmigtir.

Tablo 15. Tirkiye’de WFCC’ye kayith kiiltiir koleksiyonlar1 ve sayilart (WFCC
country, 2019)

Hayvan
Koleksiyon | Koleksiyon ismi Koleksiyon Yeri | Bakteri | Maya | Alg | Mantar Hiicre
Sira | Kisaltma Dizisi/
No ismi Hidridoma
Ege Universitesi Ege Universitesi
ACTINOCC | Actinomycetes Biyo-miihendislik 1.165
1 Kiiltiir Koleksiyonu | Bolimii
Ege Universitesi Ege Universitesi
EGE-MACC | Microalgae Biyo-miihendislik 43
2 Kiiltiir Kolleksiyonu | Bolimii
Erciyes Universitesi e
EUCC o . Erciyes Universitesi 545 764 32
3 Kiiltiir Koleksiyonu
Hayvan Hiicrelerinin Tarim ve Orman
HUKUK Kﬁilt‘i]ir Koleksivonu Bakanhgi, Sap 89/10
4 y Enstitiisti
Kiiltir Koleksiyonu | )
Enstitiisti (Ilk ismi)/ | Istanbul Universitesi
- Mikroorganizma Tip Fakiiltesi
KUKENS Kiiltiir Koleksiyonu | Mikrobiyoloji 1.00 160 140
Aragtirma ve Bolimii
5 Uygulama Merkezi
bitak Marmata | piitak, Gada Bilimi
MRC strma ve Teknolojisi 16 23 2.014
Merkezi Kiltiir Arastirma Enstitiisti
6 Koleksiyonu s
Mugla Universitesi y
MU Mikroorganizma %ﬁ%ﬁigﬁ Kogman 300 50 7
7 Kiiltiir Koleksiyonu
Pamukkale Pamukkale
Universitesi Universitesi
PUFECC Gida Miihendisligi | Gida Miihendisligi 250
8 Kiiltiir Koleksiyonu | Boliimii
Refik Saydam Saglik Bakanligi,
RSKK Ulusal Tip Halk Saglig 833 22 21
9 Kiiltiir Koleksiyonu | Midiirligii
SOLEY Soley Microalgae Soley Biyoteknoloji
10 Kiiltiir Koleksiyonu | Enstitiisii
Su Uriinleri Istanbul Universitesi
SUFAKM | Fakiltesi Su Uriinleri 250
11 Kiiltiir Koleksiyonu | Fakiiltesi
Toplam/Genel
Toplam 4449 11.019 |43 [2214 99 7.824
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Ulkemizin sahip oldugu iklim c¢esitliligi ve bolgesel iiretim farkliliklar
sebebiyle geleneksel yolla liretilen gidalar ¢ok zengin bir mikrofloraya sahiptir.
Geleneksel iiriinler hammaddeden veya ¢evreden koken alan laktik asit bakterilerinin
iiriine bulagmas1 sonucu dogal fermantasyon ile meydana gelir. Artisanal kiiltiirler
veya saha tipi laktik asit bakterileri olarak da tanimlanan bu bakteriler ticari olanlarina
gore rekabetgi Ozellikleri, biiylime oranlari, hammaddeye adaptasyonlari,
antimikrobiyal ozellikleri ve tiiketicinin aradigi tat, aroma ve Kkalite nitelikleri
bakimindan daha istiindiir. Son yillarda geleneksel iiriinlerden izole edilen saha tipi
laktik asit bakterilerin starter kiiltlir olarak kullanilmasi olanaklarina ilgi giderek
artmaktadir. Ham madde ve ¢evre kdkenli bu mikroorganizmalar starter kiiltiir olarak
kullanildiklarinda hem geleneksel hem de ticari {iretilen iirlinlerde tiiketiciler
tarafindan aranilan nitelikler olusmaktadir (Demirel, & Giirler, 2016).

Ulkemizde bazi kurum ve kuruluslar biinyelerinde mikroorganizma kiiltiir
koleksiyonlari yapiyor olsalar da bu istenilen seviyede degildir. Gerek ham madde
gerekse cevreden kaynakli bu dogal mikrofloray1 olusturan bakterilerin varyasyon
veya mutasyona ugramadan saf halleri ile uzun siire canli kalmasini saglanmalidir. Bu
amacla tlilkemize 6zgii koleksiyon calismalari siirdiiriilmelidir. Tarim ve Orman
Bakanligi hem mikroorganizma gen kaynaklarimizin tespiti hem de muhafazasi ve
sirdiiriilebilirligi saglamak amaciyla ile Bursa Gida ve Yem Kontrol Merkez
Arastirma Enstitiisii biinyesinde Siit Uriinleri Gen Bankasi’n1 2016 yilinda faaliyete
gecirmistir.

Geleneksel trilinlerden, tilkemize 06zgii kiiltiir koleksiyonlar1 olusturarak
uriinlerimizi daha lezzetli, daha giivenilir, daha kaliteli bir sekilde gelecege
tasiyabilecegimiz diigiiniilmektedir.

Bu amagla ¢aligmamizda materyal olarak daha once laktik mikrobiyotasiyla
ilgili kapsamli ve detayli ¢alismaya rastlanmamis olan iilkemize 6zgii geleneksel
peynirimiz Mihali¢ peyniri se¢ilmistir. Calismamizda bu 6zel peynirin kendine has
organoleptik 6zelliklerinin olusumunda gorev alan dogal laktik mikrobiyotas1 genis
capli bir sekilde aragtirilmis, elde edilen laktik asit bakterileriyle Mihali¢ peynir kiiltiir
koleksiyonu olusturulmustur. Calismamiz Tarim ve Orman Bakanligi Tarimsal
Aragtirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii (TAGEM) tarafindan desteklenmis olup,

laboratuvar caligmalar1 Bursa Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
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biinyesinde kurulan Siit Uriinleri Gen Bankasi’nda gergeklestirilmistir. Olusturulan
Mihali¢ peynir kiiltiir koleksiyonu Siit Uriinleri Gen Bankasi’nda muhafaza altina
alinmistir. Boylelikle koleksiyonun siirdiirebilirligi saglanarak, endiistriyel anlamda

ihtiya¢ duyuldugunda tiretim imkani olacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

Projede yapilan ¢aligmalarin ilk asamasinda 6rnekler peynirin tamamini temsil
edecek sekilde herhangi bir ayrim yapilmaksizin biitiin olarak analize alinarak Mihalig
peynirinin genel laktik mikrobiyotasinin ortaya ¢ikarilmasi amaclanmistir. Daha
sonrasinda ise duyusal analiz sonuglarina gore yap1 ve aroma kusurlu olanlar elenerek,
begenilen peynirler belirlenmistir. Duyusal analizlerden yiiksek puan alan peynirler
icerdikleri tuz oranlarma gore az tuzlu ve tuzlu olarak ayristirilmislardir. Yine
peynirlerin dis (kabuk) ve i¢ (merkez) kisimlar1 ayr1 ayri mikrobiyolojik ve kimyasal

yonlerden incelenmistir.

3.1. Gerec¢

3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu calismada geleneksel yontemlerle ¢ig siitten iretilmis, ticari kiiltiir
bulasmamis ve en az 3 ay olgunlasma donemi ge¢irmis 53 adet Mihali¢ peyniri
kullanilmuastir.

Ornekler, Balikesir ili’nin Marmara Denizi’ne kiyisi olan, Mihalig iiretiminin
aktif olarak yerel {ireticiler tarafindan yapildigi Gonen ilgesinden basta olmak iizere,

Savastepe, Havran, Manyas ve Karacabey’den toplanmistir. Mihali¢ peynirinin

toplandigi ilgelerin cografi haritast Resim 1°de verilmistir.

-
Manyas Eursa

=u=uriuk H'\

- Bahikesir
-

Er'c:lek:
'“

Canakkale

Ke-r:-sut =
Cuarsurnkbey
Eicgsadig:
-

Elr‘ldlr’gl

Resim 1. Mihali¢ peynirleri 6rneklerinin toplandig ilgelerin cografi gosterimi

Inek siitiiniin yaninda, koyun ve keci siitiinden de elde edilen Mihalic
peynirlerini analize alabilmek i¢in numune toplama islemi nisan mayis ve haziran
aylarinda yapilmistir. Bu donemler ozellikle koyun ve keci siitlinden yapilan

peynirlerin satisa sunuldugu aylardir. Sonug olarak 53 adet Mihali¢ peyniri belirtilen
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ilgelerin semt pazarlari, yerel dreticileri ve sarkiiterilerden alinmig steril kaplarda
soguk zincir altinda laboratuvara ulastirilmistir (Resim 2). Ornekler calismalar
yapilincaya kadar vakumlu paketlerde + 4°C’de muhafaza edilmistir. Toplanan
peynirlerin {ireticileri tarafindan beyan edilen bilgileri (liretim yeri, iiretimde

kullanilan siit cinsi, tuz oran1 ve olgunlagma siireleri) kayit altina alinmistir (Tablo 16).

Resim 2. Toplanan Mihali¢ peynir 6rnekleri gorseli
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Tablo 16. Toplanan Mihali¢ peynir drneklerine ait bilgiler

ORNEK L. KULLANILAN TUZLULUK OLGUNLASMA
NO IL/ILCE LOKASYON SUT CINSI | AZIORTA/TUZLU | SURESI/GUN
1 BALIKESIR- Semt Pazar Inek Orta Tuzlu/Tuzlu 90
Havran
2 BALIKESIR- Semt Pazari Inek Az Tuzlu 90
Havran
3 BALIKESIR- Semt Pazari Koyun Orta Tuzlu/Tuzlu 90
Havran
4 BALIKESIR- Semt Pazar Inek Orta Tuzlu/Tuzlu 120
Havran
5 BALIKESIR- Semt Pazari Kegi-Inek Tuzlu 120
Havran
6 BALIKESIR- Semt Pazari Kegi-inek Az Tuzlu 120
Havran
BALIKERIR- i
7 Havran Semt Pazari Inek Tuzlu 120
8 BALIKESIR- Semt Pazar1 Inek-Koyun Tuzlu 120
Havran
9 BALIKESIR- Semt Pazart inek Az Tuzlu 120
Havran
10 BALIKESIR- Yerel isletme Inek Orta Tuzlu/Tuzlu 90
Savastepe
11 BALIKESIR- Yerel isletme Inek Orta Tuzlu/Tuzlu 120
Savastepe
12 BALIKESIR- Yerel isletme Inek Tuzlu 120
Savastepe
13 BALIKESIR- Yerel isletme Inek-Koyun Orta Tuzlu/Tuzlu 120
Savastepe
14 BALIKESIR- Yerel isletme Inek-Koyun Tuzlu 120
Savastepe
15 BALIKESIR- Yerel isletme Inek Az Tuzlu 120
Savastepe
16 BALIKESIR- Yerel isletme Inek Orta Tuzlu/Tuzlu 90
Savastepe
17 BALIKESIR- Semt Pazart inek Az Tuzlu 90
Savastepe
18 BALIKESIR- Semt Pazari Inek-Koyun Tuzlu 9
Savastepe
19 B {XLIKESIR_ Yerel Isletme Inek Az Tuzlu 120
Gonen
20 BALIKESIR- Yerel isletme Inek Orta Tuzlu/Tuzlu 120
Gonen
21 BALIKESIR- Yerel Tsletme Tnek Tuzlu 120
Gonen
22 BALIKESIR- Yerel Tsletme Kegi Az Tuzlu 120
Gonen
23 BALIKESIR- Yerel Isletme Inek -Koyun Az Tuzlu 120
Gonen
24 BALIKESIR- Yerel isletme Inek Orta Tuzlu/Tuzlu 120
Gonen
25 BéUKESIR' Yerel isletme Kegi -Inek Orta Tuzlu/Tuzlu 120
Gonen
26 CB}QI};(ESIR_ Yerel isletme Koyun-Kegi-Inek Orta Tuzlu/Tuzlu 120
27 BALIKESIR- Yerel isletme Inek Az Tuzlu 120
Gonen
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Tablo 16. Toplanan Mihali¢ peynir drneklerine ait bil

giler (devami)

ORNEK P, KULLANILAN TUZLULUK OLGUNLASMA
NO ILVILCE LOKASYON SUT CINSi AZ/ORTAITUZLU | SURESIGUN

28 BéLIKESIR- Yerel isletme Inek Tuzlu 120
Gonen

29 BALIKESIR- Yerel Isletme Inek Az Tuzlu 120
Gonen

30 B{.\LIKESIR- Yerel Isletme Inek Tuzlu 120
Gonen

31 | BALIKESIR- Yerel fsletme nek Orta Tuzlu/Tuzlu 120
Gonen

32 BéLIKESIR- Yerel isletme Inek Tuzlu 120
Gonen

33 BALIKESIR- Yerel Isletme Koyun Az Tuzlu 120
Gonen

34 BéLIKESLR_ Yerel Isletme Inek Orta Tuzlu/Tuzlu 120
Gonen

35 B{}LIKESIR- Yerel Isletme Inek Tuzlu 120
Gonen

36 B{}LIKESIR- Semt Pazari Kegi-Tnek Orta Tuzlu/Tuzlu 90
Gonen

37 BALIKESIR- Semt Pazar Koyun-inek Orta Tuzlu/Tuzlu 90
Gonen

38 BéLIKESLR_ Semt Pazar1 Inek Az Tuzlu 90
Gonen

39 BALIKESIR- Ulusal isletme Inek-Koyun Tuzlu 120
Manyas
BALIKESIR- . .

40 Manyas Ulusal Isletme Inek-Koyun Az Tuzlu 120
BALIKESIR- . :

41 Manyas Ulusal Isletme Inek-Koyun Tuzlu 120

42 BALIKESIR- Ulusal Isletme Inek-Koyun Az Tuzlu 120
Manyas

43 BALIKESIR- Semt Pazar Inek Orta Tuzlu/Tuzlu 90
Manyas
BALIKESIR- .

44 Manyas Semt Pazari Inek Az Tuzlu 90
BALIKESIR- -

45 Manyas Semt Pazari inek Tuzlu 90

46 BURSA- Ulusal Isletme Inek Orta Tuzlu/Tuzlu 120
Karacabey

47 BURSA- Ulusal Isletme inek Orta Tuzlu/Tuzlu 120
Karacabey
BURSA- . .

48 Karacabey Ulusal Isletme inek Orta Tuzlu/Tuzlu 120
BURSA- . .

49 Karacabey Ulusal Isletme Inek Orta Tuzlu/Tuzlu 120

50 BURSA- Yerel Isletme Koyun Tuzlu 120
Karacabey

51 BURSA- Yerel isletme Koyun Az Tuzlu 120
Karacabey
BURSA- .

52 Karacabey Semt Pazari Inek Tuzlu 90

53 BURSA- Semt Pazar Inek Az Tuzlu 90
Karacabey
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3.1.2. Referans Suslar
MALDI TOF MS cihaz1 ¢alismalarinda kalibrasyon i¢in kullanilmak tizere
Escherichia coli ATCC 8739 (American Type Culture Collection Manassas, ABD)

standart bakteri suslar1 pozitif kontrol olarak kullanildu.

3.1.3. Tez Kapsaminda Yapilan Deneylerde Kullanilan Besiyerleri ve

Kimyasallar
Tablo 17. Calismada kullanilan besiyeri ve kimyasallar

Kimyasal/Besiyeri Ad1 Hazirlams1 Firma

1.MRS Agar 70 g MRS Agar tartilip 1000 mL saf suda ¢oziildi ve LabM
otoklavlandi.

2.M17 Agar 57,2 g M17 Agar tartilip 1000 mL saf suda ¢oziildii ve LabM
otoklavlandi.

3.KAA Agar 21,3 g KAA Agar tartilip 500 mL saf suda ¢oziildi Kanamycin | Oxoid
Supplement eklendi ve otoklavlandi.

4.PIA Agar 40,3 g PIA Agar tartilip 1000 mL saf suda ¢6ziildii 10 gr HiMedia
Sodyum Laktat eklendi ve otoklavlandi.

5.MRS Broth 50 g MRS Broth tartilip 1000 mL saf suda ¢6ziildii ve Merck
otoklavlandi.

6.M17 Broth 42,5 g M17 Broth tartilip 1000 mL saf suda ¢oziildii ve Merck
otoklavlandi.

7.KAA Broth 32,67 g KAA Broth tartilip 1000 mL saf suda ¢6ziildii ve HiMedia
otoklavlandi.

8.Gliserol Merck

9.Bactident Katalaz Sigma

10.Gram Boyama Seti BioMérieux

11.Anaeropack Kit MGC

12.BPW BioM¢érieux

13.MRD LabM

14. API 50 CHL Kiti BioMérieux

15. API 20 STREP Kiti BioMérieux
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3.1.4. Laboratuvarda Kullanilan Cihazlar

e Hassas terazi (Precisa, 220 M SCS)

Otomatik diliisyon terazisi (Diliimat Start, BioMérieux)
e Mikroskop (Olympus, BX51)

e Deiyonize su sistemi (Milipore Mili-Q)

e pH metre (WTW pH 3110)

e Su banyosu (Memmert ONE 22)

e Otoklav (Panasonic, 3180)

e Stomacher (AesChemunex)

o Vorteks (AesChemunex, Fransa)

e Biyogiivenlik kabineti Tip II (Esco, AC2-4E1)
e inkiibatorler (Memmert UNS55)

e -20°C’lik derin dondurucu (Ugur)

e -80°C’lik derin dondurucu (Panasonic)
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3.2. Yontem
3.2.1. Orneklerden Numune Alinmasi ve Sulandirmalarin Yapilmasi
Calismanin ilk asamasinda analize alinan 53 adet Mihali¢ peynir 6rneginin i¢
ve kabuk kisimlari birlikte alinip karistirilmis ve degerlendirmeye tabi tutulmustur.
Buna istinaden peynir numunelerinden aseptik kosullar altinda kabuk
kismindan 10 g, i¢ kismindan 10 g olmak iizere 6rnek alinmistir. Toplamda 20 g 6rnek
tartilmig, lizerine 180 ml BPW (Buffer Pepton Water, Ref: 42629, BioMérieux,
Fransa) ilave edilmis ve 2 dakika karistiricida (AesChemunex, Fransa) homojenize
edilmistir. Hazirlanan homojenattan, Maximun Recovery Diluent kullanilarak ( MRD,
LabM103-A, Ltd., Bury, Lancashire, Ingiltere) 108 ‘e kadar bir dizi diliisyonlari
yapilarak ekim i¢in hazirlanmistir (Bracquart, 1981).

3.2.2. Bakteri izolasyonu

Laktobasillerin izolasyonu i¢in MRS (de Man Rogosa Sharpe agar, LAbM223-
A Ltd., Bury, Lancashire, Ingiltere) besiyeri kullanilmistir. Aseptik kosullar altinda
drigalski spatiilii ile homojen yayilmis plaklar anaerobik olarak (MGC, Anaeropack
Kit, Japonya) 37 °C’de 48-72 saat siireyle inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda
MRS agar’da iireyen tipik goriiniislii koloniler (1-2 mm ¢apli, krem renkli, mat,
diizgiin kenarli koloniler) ve koloni morfolojisi bakimindan farkli oldugu diisiiniilen
koloniler ileri diizeyde tanimlama igin segilmistir (Kirmaci ve ark., 2016).

Laktokoklarin izolasyonunda M17 Agar ( pH 7,2 £ 0.2, LAbM092-A, Ltd.,
Bury, Lancashire, Ingiltere) kullanilmistir. M17 agara uygun diliisyonlardan yayma
plak teknigine gore ekimleri yapilmistir. Aseptik kosullar altinda drigalski spatiilii ile
homojen yayilmis plaklar 30 °C’de 48-72 saat siireyle inkiibasyona birakilmis ve stire
sonunda M17 agar’da iireyen tipik goriiniislii koloniler (beyaz, diizgiin kenarli, parlak
koloniler) ve morfolojisi bakimindan farkli oldugu diisiiniilen koloniler seg¢ilmistir
(Kirmaci ve ark., 2016).

Enterokoklarin izolasyonu i¢in Kanamycin Esculin Azide Agar (KAA, pH 7,0
+ 0.2, Oxoid Ltd., CM0591, Hampshire, United Kingdom) ve Kanamycin Supplement
(SR0092) ilaveli besiyeri iizerine ekim yapilarak 37 °C’ de 48 saat siireyle inkiibe
edilmis petrilerden tipik goriiniislii koloniler (koyu kahverengi renkte goriilen tipik
enterokok kolonileri) ve koloni morfolojisi bakimindan farkli oldugu diisiiniilen

koloniler segimde dikkate alinmistir (Kirmaci ve ark., 2016).
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Propiyonibakterilerin izolasyonu i¢in segici olan Propionibacter Isolation Agar
(PIA M956, Himedia, Hindistan) besi ortamina sodyum laktat ilave edilmesi ile
hazirlanan PIA (Propionibacter Isolation Agar) kati besiyeri kullanilmistir. PIA kati
besiyeri i¢eren plaklar anaerobik jar da 30°C’de 7-10 giin inkiibasyona birakilmuistir.
(Darilmaz, 2010).
3.2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Se¢imi ve Saflastirma Islemleri

Her bir peynir 6rnegi icin MRSA’da iireyenlerden beser, M17A ve KAA’da
tireyenlerden licer ve PIA’da iireyenlerden de birer adet olmak iizere toplamda 636
adet (53 adet ornek x 12 farkli tipik koloni) segilmistir. Segilen kolonilerin
mikroskobik morfolojileri incelenmis, katalaz testi ile Gram boyamaya tabi
tutulmustur. Bu asamada PIA besiyerine diisen koloniler Gram boyama ve katalaz testi
uygun reaksiyon vermediginden degerlendirmeye ve ileri tanimlamaya alinmamus,
propiyonik asit bakterisi olarak degerlendirilmemistir. Gram boyamada pozitif, katalaz
testinde negatif sonug¢ veren kok veya cubuk seklinde bakterilerden alinarak, MRS
Broth (Merck10661, Darmstadt, Almanya ) ve M17 Broth (Merck,15029 Darmstadt,
Almanya) ve KAA Broth’lara (HiMedia M776, Hindistan) ekim yapilmis 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Uygun siv1 besiyerlerinde iireyen bakteriler agar plaklarina
tek koloni diisecek sekilde ekilmistir. Islem art arda iki defa tekrarlanarak saflastirma
gerceklestirilmistir. Bu siire sonunda Gram boyama ve katalaz testi tekrar edilmistir.
Sonugta homojen goriiniimlii Gram pozitif, katalaz testi negatif kok veya basil
seklindeki bakteriler muhtemel laktik asit bakterileri olarak se¢ilmistir (Korucu, 2012;
Tigu, Assefa, Mehari, & Ashenafi, 2016).
3.2.4. Laktik Asit Bakterilerinin Morfolojilerinin Incelenmesi ve Saflik Kontrolii

Elde edilen kiiltlirlerin 151k mikroskobunda (Olympus, BX51 Scientific,
Tokyo, Japonya) saflik kontrolleri, morfolojileri (kok, basil, cubuk) ve dizilisleri (
mono —diplo-tetra kok, balya ve zincir) incelenmistir (Sharp, 1979). Kiiltiirlere Gram
boyama testleri (BioMérieux, Fransa) ve Katalaz (Sigma, Bactident katalase
SRE0041, Almanya) testi uygulanmistir. Gram (+), katalaz (-), kok veya ¢ubuk sekilli
bakteriler muhtemel laktik asit bakterileri olarak degerlendirilmistir (Karaduman ve

ark., 2017).
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3.2.5. Stok Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Muhafazasi

Saflastirilan kolonilerin uzun siire muhafazasi igin, 1.5 ml’ lik eppendorf tiipler
icerisinde hazirlanan gliserol (% 30’ luk) ve MRS Broth (Merck 10661, Almanya)
(basiller i¢in) veya M17 broth (Merck 15029, Almanya) (koklar i¢in) dan olusan
karigim igerisine 3-4 6ze dolusu saflastirilan mikroorganizmalar alinarak konuldu ve
vorteks ile karistirildi. Hazirlanan bu stok kiiltiirler kullanilincaya kadar (-80° C)
muhafaza edilerek stok kiiltiirler hazirlanmistir. Her analiz Oncesinde izolatlar

aktiflestirildikten sonra kullanilmistir (Arslan, 2017 ).

3.2.6. Gram Boyama

Gram boyama i¢in uygun besiyerinde 24 saat boyunca gelisen kiiltiirler
kullanilmistir. Bu amagla 6ze ile alinan bir miktar kiiltiir distile su igerisinde siispanse
edilerek tiim lam yiizeyine yayilmistir. Lam kuruduktan sonra, ii¢ kez bek alevinden
gecirilerek fiksasyon yapilmistir. Ardindan preparat kristal viole ile boyanmis ve 2—3
dakika bekletilmistir. Preparat ylizeyindeki fazla boyanin giderilmesi i¢in lam distile
suda yikanmistir. Daha sonra lam yiizeyine lugol ¢ozeltisi yayillmis ve 2 dakika
bekletilmistir. Fazla boyanin distile su yardimiyla yikanmasini takiben preparat %
95’lik etil alkol ile 15-20 saniye muamele edilmistir. Sonrasinda distile su yardimiyla
tekrar yikanmigstir. Son olarak preparat 45 saniye siireyle, sulu karbol fiiksin ile
boyanmistir. Ardindan fazla boya yikanarak hazirlanan preparat kurumasi icin bir siire
bekletilmistir. Hazirlanan preparat mikroskopta (Olympus, BX51 Scientific Tokyo,
Japonya) incelenip degerlendirilmistir. Gram boyama sonucunda mor renkli goriilen
bakteriler Gram (+), pembe renkli olanlar ise Gram (-) olarak belirlenmistir (Norris,
Berkeley, Logan, & O'donnell, 1981).
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3.2.7. Katalaz Testi

Laktik asit bakterileri katalaz negatif bakterilerdir. Bakterilerde katalaz
enziminin varligmi veya yoklugunun belirlenmesinde kullanilan bu test, katalaz
enziminin ortamda bulunan hidrojen peroksidi su ve oksijene ayirmasi prensibine
dayanmaktadir. Enzim varligiin belirlenmesi amaciyla dncelikle bakteriler MRS ve
M17 agar besiyerlerinde 24-48 saat siireyle gelistirildi. Katalaz testi i¢in, besiyerindeki
test edilecek koloninin ilizerine 1 damla % 3’liik H2O> ¢ozeltisi (Bactident Catalase,
Sigma, Almanya) damlatilmasini takiben gaz c¢ikisinin gozlenmesi pozitif, gaz
¢ikisinin olmamasi durumunda negatif olarak belirlenmistir (Temiz, 2008). Gram (-)
ve katalaz (+) olan izolatlar, laktik asit bakterisi olmadigindan dolay1
degerlendirilmeye alinmayarak elenmistir. Geriye kalan izolatlarla bir sonraki agama

olan MALDI — TOF-MS ile tanimlamaya gec¢ilmistir.

3.2.8. Laktik Asit Bakterilerinin Sayillarinin Belirlenmesi

5 farkli lokasyondan toplanan Mihali¢ peynirlerinden elde edilen laktik asit
bakterilerinin besiyerlerinde iireme miktarlarinin, peynirlerin toplandigi bolgesel
farkliliklar acgisindan istatistiksel bir anlam tasiyip tagimadigi degerlendirilmistir.
Izolasyon asamasinda belirtilen inkiibasyon siirelerinin ardindan MRS (de Man,
Rogosa, Sharpe Agar) agar ve M 17 agar da gelisen kiiltiirlerin katalaz testleri yapilarak
katalaz negatif tipik koloniler sayilmis olup, kob/g olarak kayit altina alinmistir.
(Omemu, & Faniran, 2011; Papamanoli, Tzanetakis, Litopoulou-Tzanetaki, &
Kotzekidou, 2003; Yidiz, 2011). Kanamycin Esculin Azide Agar’da ise inkiibasyon
sonunda gelisen merkezi gri, siyah haleli koloniler sayilmis olup, kob/g olarak kayit
altina alimmistir (Da Costa, Bica, Vaz-Pires, & Bernardo, 2010; Fontan, Lorenzo,
Parada, Franco, & Carballo, 2007; Yidiz, 2011).
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3.2.9. Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi
3.2.9.1. MALDI TOF MS Yontemi ile Tamimlama

Son zamanlarda MALDI TOF MS yontemi mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda tercih edilen bir yontem haline gelmistir. Yontemin hizli sonug
vermesi, analiz i¢in ¢ok az biyolojik materyale ihtiya¢ duyulmas: gida laboratuvar
uygulamalar i¢in tercih sebeplerindendir. MALDI TOF MS ydntemi, rutin olarak
laboratuvarlarda kullanilan ¢esitli biyokimyasal reaksiyonlar1 degerlendirerek
tanimlama yapan otomatik sistemlerden farklidir. Bu yontemde mikroorganizmalara
ait proteinler iyonize edilir ve sonrasinda manyetik alandan gegirilerek protein
profilleri ¢ikarilmaktadir. Bu profil spektralarina ait grafiksel goriintiiler ile, sistemin
veri tabanindaki referans organizmaya ait grafiksel goriintiiler karsilastirilarak
bunlarin uyumuna goére mikroorganizmalar cins ve tiir bazinda tanimlanmaktadir
(Akyar, & Can, 2013). Iyonize edilmis izolatlarin MS analizinin genel semas: Sekil
8’de gosterilmisti. MALDI TOF MS tanimlama ydnteminin diger tanimlama
yontemine gore birgok avantaji bulunmaktadir (Rodriguez-Sanchez ve ark., 2016). En
onemlilerinden bir tanesi hizli bir yontem olmasidir. Geleneksel yontemlerle
tanimlama islemleri birkac giin zaman alirken MALDI TOF MS yontemi yontemi ile
tanimlama islemi bir saatten daha az bir zaman almaktadir. Ayrica bu yontem 6rnek
basina diisen maliyet agisindan diger yontemlere gore oldukca avantajhidir (Kanak, &
Yilmaz, 2018; Karaduman ve ark., 2017). Biyokimyasal tanimlama testleri ile
karsilastirildiginda 4 kat daha az bir maliyetinin oldugu belirtilmistir (Seng ve ark.,
2009). Gelencksel yontemlerle tanimlanmasi zor olan anaerobik, non-fermantatif
bakterilerin ve Gram pozitif basillerin ayirimi basarili bir sekilde yapilmaktadir.
Ayrica bu yeni yontem ayriminda zorlanilan benzer tiirlerin identifikasyonunda
basarili olmustur (Kacaniova ve ark., 2017; Mahajan ve ark., 2017 ). MALDI TOF MS
yontemi, diger yontemlere gore daha kisa slirede ve daha az maliyetle tanimlama

yapmasindan dolay1 caligmamizin ilk tanimlama basamagini olusturmustur.
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Sekil 8: Tyonize edilmis izolatlarmn MS analizinin genel semasi

3.2.9.2. MALDI-TOF MS Yonteminin Calisma Prensibi

Bu yontemde mikroorganizmaya ait protein, peptid, seker gibi biyomolekiiller
ve polimer, dendrimer, makromolekiil gibi biiyiik organik molekiiller lazer atisi
yardimiyla elektromanyetik ugus tiipiinden gegirilmektedir. Lazerden gelen fotonlarla,
matriks molekiilleri arasindaki 1s1ndan gelen enerji ile olan etkilesim, matriksin gaz
fazina gegctigi sublimasyonu tetikler. Atislarla birlikte matriks lazer 151811 absorbe
eder ve drnekteki molekiiller iyonize bir hal alir. Isin atig bombardimani sonucunda
hem numunede hem de matrixde sublimasyon ve iyonizasyon olusur. Sekil 9°da
MALDI TOF ‘un lazer atis1 ile desorbsiyonu ve iyonizasyonu sematize edilmistir.
Iyonize hale gelen molekiiller cihaz i¢inde molekiil agirliklarma gére ugmaya
baglarlar. Kiitleleri ile orantili hiz kazanan iyonlar dedektore farkli zamanda garparak
farkli sinyaller elde edilir. Boylece elde edilen sinyaller, proteinlerin kiitle spektralarini
olusturmakta ve bu spekturumlarin goriintiileri de sistemin veri tabaninda ki goriintiiler
ile eslestirilerek mikroorganizmalar hem cins hem de tiir bazinda tanimlanmaktadir.
Tanimlama i¢in temel alinan mikroorganizma proteinleri ise hiicre i¢inde bol miktarda
bulunan orta hidrofobik o6zellikteki ribozamal proteinlerdir. Genellikle 4 -15 Kda
araliginda bulunan bu proteinler ¢evresel faktorlerden ¢ok az etkilenirler.
Tanimlanacak mikroorganizma sayis1 10%-10° gibi az bir miktarda olmasi dahi analiz
i¢in yeterli olmaktadir. Ancak analizin yasli kolonilerden alinarak yapilmasi ribozomal

proteinlerin parcalanmasindan dolayr ayirt edici piklerin sayist ve yogunlugu
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azaltmaktadir. Bundan dolay1 analiz edilecek koloniler 48 saatten daha yasli olmamasi
gerekmektedir (Guo ve ark., 2014; Kacaniova ve ark., 2017; Kanak, & Yilmaz, 2018;
Rodriguez-Sanchez ve ark., 2016).

Laser Atis:

numune ve matriks,

e 2l

Matrix ve numunedea ayrilan protein iyvonlar

Sekil 9. MALDI’nin lazer atis1 ile desorpsiyonu ve iyonizasyonu

3.2.9.3. MALDI-TOF MS Yéntemi ile izolatlarin Tanimlanmasi

Bu sistemin ¢alismas1 esnasinda kalibrasyon kontrolii i¢in E. coli ATCC 8739
(American Type Culture Collection Manassas, ABD) standart bakteri susu referans
olarak kullanilmistir. MALDI-TOF MS yonteminde spesifik agarlarda gelisen 24
saatlik kiiltiirler dogrudan alinarak sisteme yliklenmistir. Logaritmik faz sonundaki
stipheli laktik asit bakteri kolonileri direkt petrilerden tek kullanimlik 1 pul hacminde
halka uglu 6ze (Lp Italiana) ile alinarak cihazin “target” ad1 verilen metalden yapilmis
plakasi iizerindeki belirlenmis alanlara siiriilmiistiir. Ardindan 1 pl matriks soliisyonu
Vitek MS CHCA (BioM¢érieux, Ref 411071, Fransa) her bir 6rnegin iizerine eklenerek
havada kurumasi igin bekletilmistir. Sekil 10°da izole kiiltiirlerden identifikasyon
yonteminin genel semasi yer almaktadir. Matriks soliisyonu % 50 asetonitrile ve % 2,5
trifluoroacetic acid i¢inde doymus a-cyano-4-hydro- xycinnamic acid bilesiminden
olusmaktadir. Kuruyan plak daha sonra cihaza yerlestirilerek okuma baslatilmistir
(Guo ve ark., 2014). Tanimlama islemlerinde cihazin VD (In-Vitro Diagnosis,
MYLA database) veritaban1 ve RUO (Research Use Only, SARAMIS-Spectral
Archive And Microbial Identification System) veritabani kullanilmistir(Wattal, &
Oberoi, 2016). MALDI-TOF (VITEK-MS) ile tanimlama sonucu alinan spektrumlar,
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2.000-20.000 Da kiitle agirligindaki yapilarin 20 Hz’lik lazer vurus siklig ile lineer
pozitif iyon modeli kullanilarak elde edilir. Pik goriintiileri ise Launchpad (Shimadzu
Biotech, Kyoto, Japonya) programi sayesinde olusturulur. Yine suslarin birbirleriyle
olan yakinlik ve uzakliklar1 “Pearson Korelasyonu” (% 0.8 tolerans) kullanilarak
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) algoritmasi ile

hesaplanmaktadir.

00.0s

GosNOBIONL
0000000000
0009999000
00000000000
D0000#00
0000000000’.
00000000000
0000000000z
0000004000:
0000000002
00000000007
0000000000r
A

00000

iZOLE M.oRANiZy’

MATRIX SOLUSYONU

W
<
>
|
9
_‘
O
Q
!
b
=
b
2

>

Sekil 10. izole kiiltiirlerden MALD-TOF MS ile identifikasyon yontemi

3.2.9.4. API 50 CHL ve API 20 STREP ile izolatlarmin Tanimlanmasi:

Saf kiiltiirlerin karbonhidratlar1 fermente edebilme ozelliklerini temel alan
dolayisiyla da kullandiklar1 karbon kaynaklarin1 biyokimyasal testlerle belirleyen
hazir enzimatik kitler, fermente siit iirlinlerinde bulunan laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Analytical Profile Index (API,
BioMérieux, Marcy 1’Etoile, Fransa) test kitlerinin laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasinda kullanilan basarili bir yontem oldugu ortaya konmustur (Arslan,
2017; Bezekova, 2013; Fguiri ve ark., 2016; Koruru, 2012; Kumar, Marotta,
Bharadwaj, & Mishra, 2017; Maikhan, & Amin, 2017; Papamanoli ve ark., 2003,
Turgut ve ark., 2012b; Yildiz, 2011).

Calismamizda karbonhidrat metabolizma testi olan API 50 CHL Analytical
Profile Index (API, BioMérieux, Marcy I’Etoile, France) test kitleri (laktobasillerin
tanimlanmasi i¢in) ve API 20 Strep Analytical Profile Index (API BioMérieux, Marcy
I’Etoile, France) test kitleri (Streptekok ve benzer bakterilerin tanimlanmasi igin)

kullanilmigtir. MALDI TOF ile tanimlanan laktik asit bakterilerinden tiir diizeyinde
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farkli olan 40 adeti secilerek API Test Kitleri ile tanimlanmistir. Boylelikle MALDI
TOF tanimlama sonuglari, biyokimyasal tanimlama metodu olan APl (API

BioM¢érieux, Marcy I’Etoile, France) ile karsilagtirilmigtir.

3.2.9.5 16S DNA Gen Sanger Dizi Yontemi ile Tanimlamanin Yapilmasi

Elde edilen verilerin genotipik verilerle desteklenmesi amaciyla Siit Uriinleri
Gen Bankasi’nda olusturulan Mihali¢ peynir kiiltlir koleksiyonundan farkli tiir ve alt
tirlerde 250 adet laktik asit bakterisi secilmistir. DNA izolasyonu oncesinde saf
kiiltiirleri elde edilen laktik asit bakterileri MRSA, M 17, KAA besiyerlerine ¢izgi ekim
yontemi ile ekilmistir. Inkiibasyon sonrasinda petriler soguk zincir altinda 16S DNA
Sanger dizi analizinin yapilmas1 amaciyla (Letgen Biotechnology, Bornova, izmir)

firmasina teslim edilmistir.

3.2.9.6. Genomik DNA izolasyonu

Inkiibasyon sonrasinda petrilerde gelisen organizmalardan tek koloni alinip,
belirtilen ~ besiyerlerinin  brothlarma inokiilasyon gergeklestirilmistir.  Ikinci
inkiibasyon sonrasi spesifik brothlarda gelisen hiicreler 1,5 ml’lik ependorflara
aktarilmistir. Secilen suslardan genomik DNA izolasyonu i¢in HighPure Template
DNA izolasyon kit (Roche Diagnostics, Mannhiem, Almanya) protokolii
uygulanmistir. Kullanilan bu kit ile bakteri hiicre duvari parcalanir ve DNA 6zel bir
kolona tutunur. DNA disindaki protein ve hiicre icerikleri yikanarak uzaklastirilir.
Sonrasinda kolondaki DNA’ nin eliisyonu gergeklesir. Hiicre lizat1 eldesi, DNA

baglanmasi, DNA yikanmasi ve eliisyon islemlerinde deney kit protokolii izlenmistir.

3.2.9.7. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Reaksiyonu

16S geninin amplifikasyonu Taq DNA polimeraz kiti (HelixAmp™,
NonoHelix, Giiney Kore) kullanilarak gergeklestirilmistir. 16S rDNA gen bolgesi
27F: 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3, ve 1492R: 5'-
TACGGTTACCTTGTTACGACTT- 3" primerleri kullanilarak amplifiye edildi.
Amplifikasyon tiipiine eklenen bilesenler ve reaksiyon basamaklari Tablo 18 ve 19 ‘da

verilmistir.
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Tablo 18 : PZR Bilesen ve Miktarlari

Bilesen Miktar:
Kalip DNA Spul
10x Taq Buffer Spul
DINTP 1ul
Primer — F 1 pl
Primer —R 1pl
5x Tune Up Buffer 10 pl
Tag Polimeraz 1,25 unit
Su 50 pl'ye tamamlanir.
Tablo 19 : 16S Geninin PZR Kosullari
islem Siire Sicakhik Dongii
[k Denatiirasyon 2dk 95°C 1
Denatiirasyon 20sn 95°C
Annealing 40sn 55°C 35
Elongasyon 50 sn 72°C
Son Uzama 5dk 72°C 1
Sogutma Sinirsiz 4°C

3.2.9.8. PZR Uriinlerinin Elektroforez ile Ayrim

PZR friinlerinin elektroforez ile ayrimi; agaroz jel elektroforezi, 2,5 pl
GelRed'li % 1 agaroz (Sigma) igeren jelde gerceklestirilmistir. 2 ul DNA soliisyonu,
1ul yiikleme boya soliisyonu ve 3 ul su ile karigimi hazirlanarak 90 V’da 60 dk siireyle

yirtitilmustiir.

3.2.9.9. 16S Geninin PCR iiriinlerinin Dizi Analizi

Dizi analizinde 16S Sanger didioksi dizileme metodu kullanilmistir. Dizileme
hem ileri hem de ters yonde, otomatik dizileme cihazi (ABI 3730XL, Applied
Biosystems, ABD) kullanilarak, Big Dye Terminator Cycle Sequencing Reaction Kit
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) ile yapilmistir. 16S DNA genlerinin
niikleotit sekanslart DNA Dynamo 2004-2019 programi (Bluetractor software,

Ingiltere) kullanilarak hizalanip, diizenlenmistir.
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3.2.9.10. Dizi Analizlerinin Yapilmasi

16S DNA genlerinin niikleotit sekanslart DNA Dynamo 2004-2019 programi
(Bluetractor software, UK) kullanilarak hizalanip, diizenlenmis FASTA formatina
cevrilmistir. Elde edilen veriler anlamli hale getirip gen dizilerine ulasilmistir. Proje
kapsaminda elde edilen 16S genleri sekanslanarak ilgili dizilerin hangi bakteri tiiriine
ait oldugu NCBI (National Center for Biotechnology Imformation,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov) internet sistesinde BLAST sistemindeki mevcut tiirler
ile karsilastirilarak bulunmustur. Karsilagtiritlmasi yapilan izolatlarin sistemdeki 16S
genleri ile % 97 — 100 arasinda benzerlik gostermesi bu izolatin o tiire ait olabilecegi
olarak yorumlanmistir. Elde edilen gen dizileri BLAST sistemine yiiklenmistir.
National Center for Biotechnology Information tarafindan kayit numaras: alinarak
tescillenen 238 adet sus, Siit Uriileri Gen Bankasi’nda TSGB (Tiirkiye Starter Kiiltiir
Gen Bankasi) TSGB 3001 ile baslayan kodlarla kayit altina alinmig ve her bir sus
gliserol i¢inde (- 80 )°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.10. Mihali¢ Peynirlerinin Duyusal Niteliklerinin Belirlenmesi

Mihali¢ peynirlerinin duyusal niteliklerinin belirlenmesi amaciyla 9 puanlik
duyusal ‘‘hedonik skala’ kullanilmistir (Ogden, 1992). Hedonik skala iiriinlerin
begenilme derecelerini belirlemek icin kullanilan 6rnekleri renk, goriiniis, yap1, koku
ve tat gibi duyusal niteliklerine gore smiflandiran, bir duyusal analiz metodudur.
Puanlama 1-9 puan ( 9- son derece iyi, 8- ¢ok iyi, 7- orta derece iyi, 6- biraz iyi, 5-ne
iyi ne kotii, 4- biraz kotii, 3- orta derece kotii, 2- ¢cok katii, 1- son derece kotii) arasinda
yapilir. Kullanilan “‘hedonik skala’ Cizelge 1’de gosterilmistir. ~ Duyusal
degerlendirmeler Bursa Gida Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii’nde c¢alisan
10 kisinin katilimiyla olusturulan panalist gurubu tarafindan yapilmistir. Duyusal
analizi yapilan peynir 6rneklerinden yap1 ve aroma kusurlu olanlar elenerek, en ytliksek
puan alan 15 adeti segilmistir. Segilen peynirler % tuz oranlarina ve etiket bilgileri
ve/veya satici bilgilerine istinaden tuzlu ve az tuzlu olarak siniflandirilmistir. Daha
sonra kabuk ve merkezleri ayri, ayr1 olmak lizere mikrobiyolojik ve kimyasal analize

alinmistir.
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NIiTELiKLER ORNEK (A) ORNEK (B)
RENK
GORUNUS
YAPI
KOKU
TAT

BEGENILME DERECESI PUAN
Son derece iyi 9 Puan
Cok iyi 8 Puan
Orta derecede iyi 7 Puan
Biraz iyi 6 Puan
Ne iyi ne de kot 5 Puan
Biraz kotii 4 Puan
Orta derecede kot 3 Puan
Cok kotii 2 Puan
Son derece kotii 1 Puan

Cizelge 1: Dokuz puanli hedonik skalaya gore duyusal degerlendirme g¢izelgesi

(Ogden, 1992)

3.2.11. Secilen Mihali¢ Peynir Orneklerine Uygulanan Kimyasal Analizler:
Kimyasal analizler i¢in, duyusal analizden en yiiksek puani alan 15 adet

Mihali¢ peynir 6rneginin kabuk ve i¢ kisimlari ayr1 ayri analize alinmustir.

3.2.11.1. Toplam Kuru Madde icerigi Tayini
Peynir 6rneklerinde toplam kuru madde igeriginin tayini i¢in Tiirk standard

TS 5311 EN ISO 5534 (2006) referans yontemi kullanilmistir.

3.2.11.2. Tuz Oram Tayini
Peynir Orneklerinde tuz tayini MOHR titrasyon yontemine goére hazirlanan

ornegin 0.1 N AgNOg ¢6zeltisi ile titrasyonu sonucu belirlenmistir (AOAC, 1983.14).
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3.2.11.3. Protein Miktarinin Belirlenmesi
Mihali¢ peynirlerinde protein tayini KJELDAHL yontemi ile Official Methods
of Analysis of AOAC International (AOAC) 991.20 (1995)’e gore gore yapilmistir.

3.2.11.4. Yag Muhtevasi Tayini ve Kuru maddede Yag Oram
Peynirlerde kiitlece yag muhtevasi tayini i¢in peynir biitirometresi kullanilarak

GERBER yontemi ile Tiirk standardi TS ISO 3433 (2008)’e gore yapilmustir.

3.2.11.5. Tirtasyon Asitligi Tayini (% LA) ve pH
Peynir 6rneklerinde titre edilebilir asitligi belirlemek amaciyla Tiirk standardi

TS 591 (2006)’e gore analiz yapilmustir.

3.2.12. istatistiksel Analizler

Analiz sonuglarinda elde edilen veriler ortalama ve standart sapma olarak ifade
edildi. Besiyerlerindeki iireme miktarlarinin bolgesel olarak farkliliklari, parametrik
olmayan bir test (SPSS-Non parametrik teslerden-Kuruskal-Wallis Test) ile
degerlendirilmistir. Kimyasal analizler bagimsiz 3 tekrarin sonrasindaki ortalamalar
olup, farkliliklarin degerlendirildigi istatistiksel analizlerde t- testi kullanilmistir. Elde

edilen verilerin istatistik sonuglar1 p<0,05 anlamlilik diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Calismada Balikesir ve Bursa illerinin 5 farkli bolgesinden (Gonen, Savastepe,
Manyas, Havran ve Karacabey) toplanan 53 adet Mihali¢ peynirinden, laktik asit
bakterileri, enterekoklar ve propiyonik asit bakterilerinin izolasyonu ig¢in spesifik
besiyerlerine ekim yapilmistir.

Calismanin ilk asamasinda Ornekler peynirin tamamini temsil edecek sekilde,
i¢ kisim ve kabuk kismi1 ayrim1 yapilmaksizin biitiin olarak teste alinmistir. Yapilan
ekimin ardindan MRSA, M17A, KAA, PIA kati besiyerlerinde iireyen, ayr1 ve tek
diisen tipik koloniler ileri diizeyde tanimlama i¢in secilmistir. Her bir peynir 6rnegi
icin MRSA’da lireyenlerden beser, M17A ve KAA’da iireyenlerden liger, ve PIA’da
tireyenlerden de birer adet olmak {izere toplamda 636 adet (53 adet 6rnek x 12 farkl
tipik koloni) secilmistir.

Gram boyama ve katalaz testi sonucunda; MRSA’dan izole edilen 265 adet
izolattan 259 adetinin, M17 agardan izole edilen 159 izolattan 112 adetinin, KAA’dan
izole edilen 159 izolattan 96 adetinin laktik asit bakterisi 6zelligi gosterdigi tespit
edilmistir. PIA besiyerine diisen koloniler bu asamada Gram boyama ve katalaz testi
uygun sonu¢ vermediginden degerlendirmeye ve ileri tanmimlamaya alinmamus,
propiyonik asit bakterisi olarak degerlendirilmemistir.

Laktik asit bakterisi oldugu siiphelenilen 467 adet izolat saflagtirma iglemine
tabi tutulmustur. Bu amagla, uygun sivi besi yerinde iireyen bakteriler kati besi yerine
tek koloni diisecek sekilde ekilmistir. Islem art arda iki defa tekrarlanarak saflastirma

gerceklestirilmistir.

4.2. Stok Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Muhafazasi

Saflastirilan kolonilerin uzun siire muhafazasi i¢in, 1.5 ml lik eppendorf tiipler
icerisinde hazirlanan gliserol (% 30’luk) ile MRS veya M 17 siv1 besiyerlerine 3-4 6ze
dolusu saf kiiltiirler ilave edilerek vortekslenmistir. Hazirlanan bu stok Kkiiltiirler
kullanilincaya kadar (—80° C) muhafaza edilmistir. Daha sonra yapilan ileri tanimlama
islemleri i¢in izolatlar aktiflestirilmis ve kullanima hazir hale getirilmistir (Arslan,

2017).
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4.3. Laktik Asit Bakterilerinin Sayimm

Ekimi yapilan Mihali¢ peynir 6rneklerinde gelisen laktik asit bakteri sayilar
Tablo 20°de verilmistir. MRSA’da gelisen ortalama laktik asit bakteri sayilart Havran,
Gonen, Manyas, Karacabey, Savastepe icin sirastyla 7,53 + 0,38, 7,6 = 0,63, 7,48 +
0,39, 7,83 £0,26, 7,57 + 0,45 log (kob/g), M17 besiyerinde gelisen ortalama laktik asit
bakteri sayilar1 ayni sirayla 8,43 + 0,71, 8,69 + 0,66, 8,78 £0,41, 8,73 + 0,13, 8,48 +
1,13 log (kob/g), KAA besiyerinde gelisen ortalama bakteri sayilar1 ise siraile 7,19 +
0,79, 6,98 +0,62, 7,23 0,57, 7,07 + 0,47, 6,55 +0,65 log (kob/g) olarak belirlenmistir.
Bu sonuglardan goriildiigii tizere M17 besiyerinde gelisen mikroorganizma sayisinin
diger besiyerlerinde gelisenlerden yaklasik 1 log seviyesinde daha fazla oldugu
goriilmektedir. Bu durum, daha ziyade streptekoklar igin spesifik olan bu besiyerinde
sayisal olarak daha fazla tiremenin gozlenmesinin Mihali¢ peynirinde bu cinse ait

mikroorganizmalarin daha baskin oldugu sonucunu ¢ikarmaktadir.

Tablo 20. Mihalig¢ peynir 6rneklerinde gelisen laktik asit bakteri sayilari

Mihali¢ Peynir Orneklerinde Gelisen LAB Sayilari (log kob/g)
Bolgeler
Besiyeri

Havran Gonen Manyas Karacabey Savastepe

(n=9) (n=20) (n=7) (n=8) (n=9)
*MRS  Agar 7,53 +£0,38 7,6 +0,63 7,48 £0,39 7,83 0,26 7,57 +0,45
*M17 Agar 8,43 +0,71 8,69 + 0,66 8,78 0,41 8,73+0,13 8,48 +1,13
*KAA Agar 7,19+ 0,79 6,98 + 0,62 7,23 0,57 7,07 £ 0,47 6,55 +0,65

*Ayni satirdaki degerler arasinda farklilik bulunmamustir (P > 0.05).

Orneklerin toplandig1 5 farkli ilge arasinda, besiyerlerinde (MRSA, M17,
KAA) iireme miktarlar1 bakimindan, istatiksel olarak (Non Parametrik Kuruskal

Wallis Test, SPSS 22) anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
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4.4. Izolatlarmn MALDI - TOF MS ile Tanimlanmasi

Tanimlama islemi igin, spesifik agarlarda gelisen 24 saatlik taze kiiltiirler
kullanilarak “target” adindaki plakalar hazirlanmistir. Hazirlanan plakalar1 cihazin
IVD (In-Vitro Diagnosis, MYLA Database) veritabaninda okutularak elde edilen
verilerin mevcut veritabaninda taranmasi saglanmistir.

Analiz sonuglarina gore tanimlanan 467 adet izolattan; 232 adeti (% 49,67),
laktobasil, 152 adeti enterokok (% 32,54), 71 adeti streptekok (% 15,20), 7 adeti
laktokok (% 1,49), 5 adeti de (% 1,07) pediokok olarak tanimlanmistir (Sekil 11).

Lactococcus; 1,49 % Pediococcus ; 1,07 %
_\ 0

-
Streptococcus; \
15,20 %

= Lactobacillus
\ = Enterococcus
—__Lactobacillus; = Streptococcus

/

49,67 %
» Lactococcus

= Pediococcus

Enterococcus;
32,54 %

% Hesaplarinda virgiilden sonra son iki rakam alinmis, yuvarlama yapilmamustir.

Sekil 11. MALDI-TOF MS ile tanimlanan laktik asit bakterilerinin cins seviyesinde
yiizdelik dagilimi.

Elde edilen izolatlarin tiir diizeyinde dagilimi ise Sekil 12°de verilmistir.

MRS besiyerinde iireyen mikroorganizmalarin dagilimi degerlendirildiginde;
laktobasil cinsi olarak tanimlanan 232 izolatin, 97 adeti (% 41,81)
Lb.paracasei/casei/rhamnosus, 85 adeti (% 36,63) Lb. fermentum, 14 adeti (% 6,03)
Lb. delbrueckii, 13 adeti (% 5,6) Lb. rhamnosus, 8 adeti (% 3,44) Lb.
pentosus/plantarum, 6 adeti (% 2,58) Lb. curvatus, 5 adeti (% 2,15) Lb. parabuchneri,
3 adeti (% 1,29) Lb. brevis, 1 adet izolat ise Lb. helveticus (% 0,43) olarak
tanimlanmustir (Sekil 13).
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Sekil 12. MALDI-TOF MS ile tanimlanan laktik asit bakterilerinin tiir seviyelerinde

dagilimi

Genellikle laktobasillerin iiredigi MRS besiyerinde 22 adet enterekok ve 5 adet

pediokok izolatinin da iiredigi saptanmaistir.

. paracasei/casei/rhamnosus
% 41,81 Lb. fermentum

%36,63

Lb. helveticus
% 0,43

Lb. brevis

% 1,29 Lb. delbrueckii

Lb. rhamnosus %6,03

Lb. curvatus| Lb. pentosus/plantarum % 5,6
% 2,58 % 3,44

Lb. parabuchneri
% 2,15

% Hesaplarinda virgiilden sonra son iki rakam alinmis, yuvarlama yapilmamistir.

Sekil 13. MRS besiyerinden izole edilip, tanimlanan laktobasil izolatlarinin dagilimi
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M17 besiyerinde tireyen 78 adet streptekok izolatinin 25 adeti (% 32,05) Str.
gallolyticus ssp. macedonicus, 10 adeti (% 12,82) Str. infantarius ssp. infantarius, 7
adeti (% 8,97) Str. thermophilus, 7 adeti (% 8,97) L. lactis olarak tanimlanmustir. 29
(% 37,17) adet sus ise streptekok olarak tanimlanmakla birlikte tiir seviyesinde
tanimlanamamustir (Sekil 14). M 17 besiyeri, daha 6nceleri N-Lancefield streptekoklar
olarak adlandirilan enterokoklar i¢in de uygun bir lireme ortamidir. Bu agidan bu besi
yerinde iireyip tanimlanan mikroorganizmalar i¢inde enterekok olarak siniflandirilan

34 adet koloni izole edilmistir.

Str. thermophilus ; % 8,97 L. lactis; 8,97

\ ‘ Streptococcus spp.;% 37,17

y -

Str. infantarius ssp. [
infantarius; % 12,82

Str. gallolyticus ssp. macedonicus; 32,05

% Hesaplarinda virgiilden sonra son iki rakam alinmis, yuvarlama yapilmamistir.

Sekil 14. M17 besiyerinden izole edilip, tanimlanan streptokok izolatlarinin dagilimi

KAA besiyerinde enterokok cinsine ait olduklar1 tanimlanan 96 adet izolatin
40 adeti (% 41,66) Ent. faecium, 37 adeti (% 38,54) Ent. faecalis, 12 adeti (% 12,5)
Ent. durans, 1 adet (% 1,04) izolat Ent. raffinosus, 6 adeti (% 6,25) ise tiir Seviyesinde

tanimlanamamistir (Sekil 15).
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Enterococcus spp; % 6,25 Ent. raffinosus; % 1,04

Ent. durans ;% 12,5

Ent. faecalis ;% 38,54

Ent. faecium; % 41,66

% Hesaplarinda virgiilden sonra son iki rakam alinmis, yuvarlama yapilmamistir.

Sekil 15. KAA besiyerinden izole edilip, tanimlanan enterokok izolatlarinin dagilimi

4.5. MALDI-TOF MS ile Tanimlanan Laktik Asit Bakterilerinin Tiirlere Ait Elde
Edilen Spektrumlari ve Dendrogram Analizleri

MALDI-TOF MS ile tanimlama sonucu alinan spektrumlar, 2.000 - 20.000 Da
kiitle agirhigindaki yapilarin 20 Hz’lik lazer vurus sikligi ile lineer pozitif iyon modeli
kullanilarak elde edilmistir. Lazer atislar1 sonrasinda molekiillerin iyonize hale gecip
cihazin tiipli igerisinde molekiil agirligina gore ugmaya baslayarak detektore
carpmastyla olusan veriler Launchpad (Shimadzu Biotech, Kyoto, Japonya) programi
sayesinde dijital hale ¢evrilip pik gorintiileri olusturulmustur. Tanimlanan farkh
tiirlerdeki laktobasil, streptekok, laktokok ve enterekoklara iliskin MALDI-TOF MS
spektrumlar1 Sekil 16,17 ve 18°de verilmistir. Farkl: tiirlere ait profillerin de farkli
olduklar1 goriilmektedir. Bununla birlikte teknigin o6zellikle IVD veritabaninin
birbirine yakin olan tiirlerin ayriminda yeterli etkinlige sahip olmadig1 goriilmektedir.
Lb. plantarum ve Lb. pentosus’un ayrimi yapilamazken, Lb. casei, Lb. paracasei ve

Lb. rhamnosus tiirlerinin de ayristirilamadigi goriilmektedir.
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Sekil 16. MALDI-TOF MS laktobasillerden alinan spectrumlar m/z (da). A. Lb.
fermentum B. Lb. paracasei/casei/rhamnosus C. Lb. delbrueckii
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Sekil 17. MALDI-TOF MS ile enterekoklardan alinan spectrumlar m/z (da). A. Ent.

faecium B. Ent. faecalis C. Ent. durans
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Sekil 18. MALDI-TOF MS streptekoklardan alinan spektrumlar m/z (da). A. Str.

gallolyticus ssp. macedonicus B. Str. infantarius ssp. infantarius C. L. lactis.
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Yine elde edilen bu profiller kullanilarak ayni tiire ait suglar arasindaki
benzerlik ve farkliliklarin ortaya konulmasi da cihazin yapisina entegre edilmis olan
dendogram olusturma sistemi ile incelendi (Sekil 19, 20, 21). Elde edilmis olan protein
pik profilleri kiyaslanarak suslarin birbirleriyle olan yakinlik ve uzakliklar1 “Pearson
Korelasyonu” (% 0.8 tolerans) kullanilarak UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean) algoritmasi ile hesaplanmis ve dendogramlar olusturulmustur
(De Respinis ve ark., 2013). Dendogramda analiz edilen bir¢ok susun % 80 seviyesinin
daha altindaki seviyelerde homojenite gosterdigi ve farkli suslar olma ihtimalinin
yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Bu degerin iizerinde benzerlik gdsterenlerin ise
ayni sugun fakli izolatlar1 olma ihtimali yliksektir. Bununla birlikte kullanilan bu
teknigin sus seviyesinde ayrim yapabilme giiciinlin sinirli oldugu bilinmektedir, bu

sebepten suslarin ayrim giicii yliksek baska tekniklerle de onaylanmasi gerekmektedir.
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4.6. APl (50 CHL - 20 STREP), MALDI — TOF MS ve 16S rDNA Dizi Analizi
Sonuclarimin Karsilastirilmasi

Kullanilan teknigin tanimlamadaki etkinligini kiyaslamak amaciyla MALDI-
TOF MS ile tanimlanmis olan 40 adet LAB susu hem API ile hem de 16S rDNA dizi
analizi ile teste tabi tutulmustur (Tablo 21). Elde edilen sonuglar laktobasiller ve
enterokoklar icin biiyiilk oranda paralellik gostermistir. Bununla birlikte bazi
farkliliklarin da bulundugu gdzlenmektedir. Ornegin Lb. paracasei/casei/rhamnosus
olarak tanimlanan ancak ayrimi yapilamayan mikroorganizmalar hem APl hem de 16S
rDNA dizi analiziyle Lb. paracasei olarak tanimlanmistir. Lb. pentosus/plantarum
olarak belirlenenler ise plantarum tiirii olarak tanimlanmistir. Lb delbrueckii olarak tiir
seviyesinde tanimlanan suslar dizi analizi ile alt tiir seviyesinde Lb. delbrueckii ssp.
lactis olarak tanimlanmustir. Benzer sekilde MALDI-TOF MS ile Lb. parabuchneri
olarak tanimlanan mikroorganizmalar dizi analiziyle de Lb. parabuchneri ancak API
ile Lb. buchneri olarak tanimlanmustir.

Streptekoklarin  karsilagtirllmasindan da baz1 farkliliklarin = bulundugu
gozlenmistir. MALDI-TOF MS ile Str. gallolyticus ssp. macedonicus olarak
tanimlanan 5 adet sus, API 20 Strep test kitleri Str. gallolyticus ssp. pasteurianus
olarak tanimlanmistir. Bu durumun API test kitlerinin veritabaninda Str. gallolyticus
ssp. macedonicus ‘un yer almamasindan kaynaklanmaktadir. Str. infantarius ssp.
infantarius olarak tanimlanan 3 adet susun, API ile yapilan tanimlamada Str.
infantarius ssp. infantarius olarak tanimlandigi ancak tanimlama yiizdelerinin, %
85’in altinda kaldig1 gériilmiistiir. Ayrica API 20 Strep test kitleri bu suslar i¢in yapilan
tanimlamada, ikinci bir olas1 takson olan Str. [utetiensis’i de vermistir. 16S rDNA dizi
analizi ise bu suslari (MK752865, MK752872, MK752873) Str. lutetiensis olarak
tanimlamistir. Ancak blast analizleri ile beraber incelendiginde bu suslarin, Str.
infantarius HDP90056 susuna % 99,9 oraninda benzerligi goriillmektedir. Gorildigii
tizere kullanilan bu teknikler infantarius veya lutetiensis tiir/alttiirlerini ayirt etmek
icin yeterli degildir. Bu iki mikroorganizmanin ayriminda sodA geni dizi analizinin de
belirtilen bu tekniklere ilave olarak yapilmasi tanimlamada gereklidir (Almuzara ve
ark., 2013).
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Tablo 21. APl, MALDI-TOF MS, 16S rDNA dizi analiz sonuglarinin karsilagtirilmasi

NCBI
* -
Voo | kaviT APLSQ CHEAPI 20 MALDI-TOF MS 165 rDNA
NUMARASI

TSGB3080 MK752690 | Lb. paracasei ssp. paracasei | Lb. paracasei/casei/rhamnosus | Lb. paracasei
TSGB3098 MK752709 | Lb. paracasei ssp. paracasei | Lb. paracasei/casei/rhamnosus | Lb. paracasei
TSGB3086 MK752696 | Lb. paracasei ssp. paracasei | Lb. paracasei/casei/rhamnosus | Lb. paracasei
TSGB3109 MK752723 | Lb. paracasei ssp.paracasei | Lb. paracasei/casei/rhamnosus | Lb. paracasei
TSGB3090 MK?752700 | Lb. paracasei ssp.paracasei | Lb. paracasei/casei/rhamnosus | Lb. paracasei
TSGB3004 MK744067 | Lb. fermentum Lb. fermentum Lb. fermentum
TSGB3048 MK752638 | Lb. fermentum Lb. fermentum Lb. fermentum
TSGB3047 MK752637 | Lb. fermentum Lb. fermentum Lb. fermentum
TSGB3036 MK752624 | Lb. fermentum Lb. fermentum Lb. fermentum
TSGB3022 MK?752610 | Lb. fermentum Lb. fermentum Lb. fermentum
TSGB3158 MK752784 | Lb. rhamnosus Lb. rhamnosus Lb. rhamnosus
TSGB3161 MK752787 | Lb. rhamnosus Lb. rhamnosus Lb. rhamnosus
TSGB3167 MK752795 | Lb. rhamnosus Lb. rhamnosus Lb. rhamnosus
TSGB3190 MK752823 | Lb. plantarum Lb. pentosus/plantarum Lb. plantarum
TSGB3186 MK752819 | Lb. plantarum Lb. pentosus/plantarum Lb. plantarum
TSGB3188 MK752821 | Lb. plantarum Lb. pentosus/plantarum Lb. plantarum
TSGB3172 MK752801 | Lb. brevis Lb. brevis Lb. brevis
TSGB3175 MK752804 | Lb. brevis Lb. brevis Lb. brevis
TSGB3183 MK752815 | Lb. delbrueckii Lb. delbrueckii Lb. delbrueckii ssp. lactis
TSGB3258 MK752816 | Lb. delbrueckii Lb. delbrueckii Lb. delbrueckii ssp. lactis
TSGB3181 MK752811 | Lb. buchneri Lb. parabuchneri Lb. parabuchneri
TSGB3182 MK752814 | Lb. buchneri Lb. parabuchneri Lb. parabuchneri

*TSGB : Tirkiye Starter Gen Bankasi Erisim Kodu
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucleotide&term=MK752787.1&dopt=GenBank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucleotide&term=MK752795.1&dopt=GenBank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucleotide&term=MK752823.1&dopt=GenBank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucleotide&term=MK752819.1&dopt=GenBank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucleotide&term=MK752821.1&dopt=GenBank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucleotide&term=MK752801.1&dopt=GenBank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucleotide&term=MK752804.1&dopt=GenBank

Tablo 21. Tablo 21’nin devami

TSGB NCBI KAYIT API 50 CHL-API 20
NUMARASI | NUMARASI STREP MALDI-TOF MS 16S rDNA

TSGB3192 | MK7s2825 | St gallolyticus ssp. Str. gallolyticus ssp. Str. macedonicus
pasteurianus macedonicus

TSGB3197 | MK752830 | St gallolyticus ssp. Str. gallolyticus ssp. Str. macedonicus
pasteurianus macedonicus

TSGB3201 MK752834 str. gallplytlcus SSP. str. gallo_lytlcus SSP. Str. macedonicus
pasteurianus macedonicus

TSGB3204 MK752837 str. gallplytlcus SSP. str. gallo_lytlcus SSP. Str. macedonicus
pasteurianus macedonicus

TSGB3203 MK752836 Str. gall_olytlcus ssp. Str. gallo_lytlcus ssp. Str. macedonicus
pasteurianus macedonicus

TSGB3215 MK752865 _Str. |nfa_ntar|us ssp. _Str. |nfa[1tar|us SSp. Str. lutetiensis
infantarius infantarius

TSGB3222 | MK7s2872 | StF- infantarius ssp. Str. infantarius ssp. Str. lutetiensis
infantarius infantarius

TSGB3223 MK752873 _Str. mfa_ntanus ssp. _Str. mfaptarlus Ssp. Str. lutetiensis
infantarius infantarius

TSGB3228 MK752879 | L. lactis spp. lactis L. lactis L. lactis

TSGB3224 MK752875 | L. lactis spp. lactis L. lactis L. lactis

TSGB3230 MK752888 | Ent. faecium Ent. faecium Ent. faecium

TSGB3231 MK752889 Ent. faecium Ent. faecium Ent. faecium

TSGB3232 MK752890 Ent. faecium Ent. faecium Ent. faecium

TSGB3233 MK752891 Ent. faecium Ent. faecium Ent. faecium

TSGB3237 MK752895 Ent. faecium Ent. faecium Ent. faecium

TSGB3244 MK752908 | Ent. faecalis Ent. faecalis Ent. faecalis

TSGB3245 MK752909 Ent. faecalis Ent. faecalis Ent. faecalis

TSGB3246 MK752910 Ent. faecalis Ent. faecalis Ent. faecalis

*TSGB : Tirkiye Starter Gen Bankasi Erisim Kodu.
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4.7. Laktobasillerin ve Streptekoklarin 16S rDNA Dizi Analizi ile Tanimlanmasi

Toplamda 203 adet laktobasil susu 16S rDNA dizi analizine tabi tutulmustur
(Tablo 22). MALDI-TOF MS ile tanimlamasi yapilip dondurulan 14 adet Lb.
delbrueckii susundan sadece 2 tanesi tekrar canlandirilabilindi. Bu suslarin donmaya
kars1 direncglerinin diigiik oldugu daha once yapilan c¢aligmalarda da bildirilmistir
(Bozoglu, Ozilgen, & Bakir, 1987; Giindiiz, 2010; Tsvetkov, & Shishkova, 1982).

MALDI-TOF MS ile yapilan tanimlamada filogenetik olarak birbirine yakinlik
gOsteren paracasei, casei ve rhamnosus tiirleri ayristirilamamakta ve bu sebepten
dolay1 da aletin IVD veri tabaninda bu tiirler ayn1 grupta yer almaktadir. Bu sekilde
tir seviyesinde MALDI-TOF MS ile Lb. paracasei/casei/rhamnosus olarak
tanimlanan 85 adet susun dizi analizi yapildiginda tiir seviyesinde daha net sonuglar
elde edildigi ve bunlarin 66 adetinin Lb. paracasei, 16 adetinin Lb. rhamnosus 3
adetinin ise tamamen farkli bir tiir olan Lb. coryniformis oldugu belirlenmistir. Lb.
coryniformis olarak tanimlanan MK752808, MK752809, MK752810 giris numarali
bu suslarin Lb. paracasei ATCC 25302 susuna sirasi ile % 96,40, %94,93 % 95,31
oraninda benzer olduklari tespit edilmistir. MALDI-TOF ile tanimlanan 13 adet Lb.
rhamnosus, dizi analizi ile de Lb. rhamnosus olarak tanimlanmistir. Lb. fermentum
olarak tanimlanmis olan 80 susun, 77’si dizi analizi ile onaylanmis ancak 3 tanesi
tanimlanamamustir. Yine Lb. pentosus/plantarum olarak tanimlanan 8 susun 7’si dizi
analizi sonuglaria gore Lb. plantarum olarak tanimlanmistir. Ayrica 6 Lb. curvatus
susunun 3’4 Lb. curvatus olarak, 5 adet Lb. parabuchneri susunun 2’si Lb.
parabuchneri, 3 adet Lb. brevis’in ise hepsi Lb. brevis olarak tanimlanmistir. Genel
olarak degerlendirildiginde her iki test sonuglarinin birbirine paralellik gdsterdigi
ancak birlikte kullanimlarinin birbirlerini tamamlayici oldugu goriilmiistir.

Dizi analizine tabi tutulan 47 streptekok susuna iliskin sonuglar Tablo 23’de
verilmistir. MALDI-TOF MS veritabaninda Str. gallolyticus ssp. macedonicus olarak
tanimlanan suslarin hepsi ayni adla anilan Str.macedonicus olarak tanimlanmustir.
MALDI-TOF MS’de Str. infantarius ssp. infantarius olarak tanimlanan 10 susun 7
tanesi dizi analizinde Str. lutetiensis olarak tanimlanirken, 3 tanesi Str. thermophilus
olarak tanimlanmustir. Dizi analizinde Str. lutetiensis olarak tanimlanan ve NCBI giris
numaralart  MK752865, MK752866, MK752867, MK752868, MK752871,
MK752872 ve MK752873 olan 7 susun blast analizleri incelendiginde Str. infantarius
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HDP90056 susuna sirasi ile % 99,9, % 99,8, % 99,7, % 99,8, % 99,7, % 99,9, % 99,9
oraninda benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir. Dizi analizinde Str. thermophilus
olarak tanimlanan MK752854, MK752843 ve MK752845 numaral1 suslar ise Str.
infantarius HDP90056 susuna benzerlik gostermektedir.

MALDI-TOF MS ile streptekok olarak tanimlanan ancak tiir diizeyinde
tanimlanamayan 8 susun 6’s1 Str. thermophilus, 2’si ise Str. salivarius tiirlerine
benzerlik gdstermistir. Ote yandan Str. thermophilus olarak isaretlenen 7 susun 7’si de
Str. thermophilus olarak tanimlanmustir. L. lactis suslarinin 6 adeti dizi analizi ile

onaylanirken bir adedi tanimlanamamastir.

Tablo 22. Laktobasiller i¢in karsilastirmali MALDI-TOF MS ve 16S rDNA dizi analiz
sonuglari

MALDI-TOF MS ile

16S rDNA Dizi Analizi ile Tanimlama
tanimlama

Dizi

analizine | Lb, Lb. Lb. to. | "> " | Tammiana-
alinan paracasei | rhamnosus | coryniformis | curvatus Iacrt)i.s mayan
Sus sayisl

L. 85 66 16 3 - - -

paracasei/casei/rhamnosus

Lb. rhamnosus 13 - 13 - - - -

Lb. curvatus 6 - - - 3 - 3

Lb. delbrueckii 2 - - - - 2 -

Dizi
MALDI-TOF MS ile analizine Lb. Lb. Lb. Lb. Lb. Tammlana-
tanimlama alman | fermentum | plantarum | parabuchneri brevis | helveticus mayan
sus sayisi
Lb. fermentum 80 77 - - - - 3
Lb. pentosus/plantarum 8 - 7 - - - 1
Lb. parabuchneri 5 - - 2 - - 3
Lb. brevis 3 - - - 3 - -
Lb. helveticus 1 - - - - - 1
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Tablo 23. Streptokoklar i¢in karsilastirmali MALDI-TOF MS ve 16S rDNA dizi
analiz sonuglari

MALDI-TOF
MS ile 16S rDNA Dizi Analizi ile Tanimlama
tanimlama
Dizi Str
analizine Str. Iutetien'sis / Str. Str. Str. L. Tammla-
aliman | macedonicus | . - infantarius | thermophilus | salivarius | lactis* | namayan
infantarius
sus saylisi
Streptococcus 8 3 3 ) 6 2
spp.
Str. infantarius 10 ) 7 ) 3
ssp. infantarius
Str. thermophilus 7 - - - 7
Str. gallolytlcgs 15 15
ssp. macedonicus
L. lactis 7 - - - - - 6 1
15 7 16 6
Uil < (%319) | (%148) : (% 34) 2l w127) 1

*Mald1 Tof ile tamimlanan bir adet * L. Lactis, 16S rDNA dizi analizi ile tanimlanamamustir.

4.8. Organoleptik Olarak Yiiksek Puan Alan Peynirlerin  Florasimin
Degerlendirilmesi

Toplanan Mihali¢ peynir numunelerinin duyusal analizlerinin sonuglarina gore
yapt ve aroma kusurlu olanlar elenerek, begenilen peynirler belirlenmistir. Duyusal
analizlerden yiiksek puan alan bu peynirler igerdikleri tuz oranlarina gore ve etiket
bilgilerine gore tuzlu/az tuzlu olarak ayrilmiglardir. Yine peynirlerin kabuk (dis) ve i¢

(merkez) kisimlar1 da kimyasal ve mikrobiyolojik yonlerden incelenmistir.

4.8.1 Mihali¢ Peynirlerinin Kimyasal ve Duyusal Analizleri

Aroma ve yapi kusurlar1 olan peynirlerin elenmesi amaciyla, peynir ornekleri
hedonik skalaya gore duyusal analize tabi tutulmustur. Peynir 6rnekleri renk, goriins,
yapi, koku ve tat gibi duyusal niteliklerine gore 1-9 ( 9- son derece iyi, 8- ¢ok iyi, 7-
orta derece iyi, 6- biraz iyi, 5-ne iyi ne kotii, 4- biraz kotii, 3- orta derece kotii, 2- cok
kotii, 1- son derece kotii) arasinda puanlama ile degerlendirilmistir.
Duyusal analizlerden orta seviye (5) ve tizeri puan alan 15 adet peynir kimyasal olarak
ta test edilmistir. Peynirlerde ortalama % tuz orani degeri ise % 5,38 = 0,99 olarak
saptanmistir. Bu degerin altindakiler az tuzlu iizerindekiler ise tuzlu olarak
siiflandirilmigtir. Az tuzlu gruba ayrilan peynirlerdeki ortalama tuz oran1 % 4.48 +

0,65, tuzlu peynirlerde ortalama tuz oranmi % 6,16 = 0,33 olarak hesaplanmistir.
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Peynirlerin etiket bilgilerinin de bu degerlendirmeye paralellik gosterdigi ve uygun
oldugu gozlenmistir. Tablo 24’de Mihali¢ peynirlerinin (8 adet tuzlu, 7 adet az tuzlu )
tuz analiz sonugclar1 verilmistir.

Tablo 24. Mihalig¢ peynirlerinin % tuz analiz sonucu

Peynir 1 2 3 4 5 6 7
No
AZTUZU | g 304 005 | 4832023 | 483£023 | 4624022 | 448021 | 391+0,18 336+0,16
Peynirler
Peynir 1 2 3 4 5 6 7 8
No
Tuzlu | 1031 | 6522031 | 642030 | 6172029 | 6152029 | 5944027 | 589027 | 04
Peynirler 0,26

Az tuzlu ve tuzlu olarak tasnif edilen peynirlerin aldiklar1 duyusal puan
ortalamalari Tablo 25’de verilmistir. Buna gore az tuzlu ve tuzlu peynirlerin ortalama

duyusal nitelik puanlar1 5,80 £+ 0,35 ile 5,85 + 0,30 arasinda degisiklik gostermistir.

Tablo 25. Mihali¢ peynir 6rneklerinin duyusal analiz sonuglar1 (Tuzlu / Az tuzlu)

Duyusal Nitelikler Tuzlu Mihali¢ Peynirleri Az Tuzlu Mihali¢ Peynirleri
Renk 6,16 +0,76 5,44 +1,26
Goriiniis 5,63 +£0,5 5,75+0,96
Yapi 5,83 +0,39 6,2+0,72
Koku 5,63 +0,70 5,88+0,15
Tat 5,76 £ 0,79 6+0,3
Ortalama 5,8+0,35 5,85 +0,30

Tuzlu ve az tuzlu olarak tasnif edilen peynirlerin kimyasal analiz sonuglarinin
ortalama degerleri Tablo 26°de verilmistir. Peynirlerin kabuk kisimlari ile i¢ kisimlari

arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (p>0.05).
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Tablo 26. Mihali¢ peynirleri kimyasal analiz sonuglari

Tuzlu Mihali¢ Peynirleri

Az Tuzlu Mihali¢ Peynirleri

Kimyasal Analizler
Kabuk (D1s) i¢ (Merkez) Kabuk (Dis) i¢ (Merkez)
% Kuru madde 59,47+ 1,41 57,80 + 1,28 58,44 +1,92 56,47+ 1,36
% Kuru maddede yag 44,39+ 0,79 4514+1,1 49,89+ 1,39 48,16+ 1,38
% Protein 21,20+0,25 22,12+ 1,02 20,85+ 0,85 21,26+ 0,29
pH 5,26+ 0,88 5,28 + 0,06 5.64 +0,16 5,61+ 0,55
% LA 1,54 +0,14 1,64 + 1,93 1,24+0,21 1,26+ 0,25

4.8.2. Az Tuzlu ve Tuzlu Mihali¢ Peynirlerinin Mikrobiyolojik Analizleri

Tuzlu ve az tuzlu Mihali¢ peynirleri ile bu peynirlerin kabuk ve i¢ kisimlari
ayr1 ayri laktik mikrobiyota yoniinden incelenmistir (Tablo 27). Laktobasil sayisi
bakimindan tuzlu ve az tuzlu peynirlerin arasinda anlamli bir fark oldugu belirlenmistir

(p<0,05). Yine laktobasiller ve enterekok sayilari bakimindan kabuk ve i¢ kisimlari

arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Tablo 27. Mihali¢ peynirlerinin laktik asit bakteri sayimlari

Lactobacillus spp. Streptococcus spp. Enterecoccus spp.
Mihali¢ Peynirleri log (kob/gr) log (kob/gr) log (kob/gr)
(MRS agar) (M17 agar) (KA agar)
Tuzlu 6,240,528 7,1£0,47 6,09+0,19
Az Tuzlu 7,06+0,44° 7,27+0,12 6,14+0,28
Kabuk 5,30+0.522 7,00+0.27 5,26:0.31°
i¢c Kisim 6,78+0.29" 6,78+0.32 6,31+0.182

Ay siitunda farkli harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki farklilik ® ° P< 0.05 diizeyinde dnemlidir
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4.8.2.1. Az tuzlu/tuzlu Peynirlerin Kabuk ve I¢ Kisimlarinda Laktik Floranin

Degerlendirilmesi

Test edilen 15 adet peynir 6rneginin kabuk ve i¢ kisimlarindan ayr1 ayr1 yapilan
ekimler sonucunda MRSA, M17, KAA besiyerlerinden (her bir peynirin kabugundan
15, i¢ kismindan 15 olmak tizere) toplam 450 koloni tiir/alttiir seviyesinde tanimlama
icin se¢ilmistir. Gram boyama ve katalaz testi olumsuz ¢ikan ve LAB profili
gostermeyen mikroorganizmalar elendikten sonra MRS agardan 142, M17 agardan
120 ve KAA agardan 107 koloni olmak iizere toplam 369 koloni MALDI-TOF (RUO-
SARAMIS) /16S rDNA ile tanimlanmustir.

Tuzlu ve az tuzlu peynirlerin kabuk ve merkez kisimlarinda bulunan LAB

dagilimlar1 Tablo 28 ve 29°de verilmistir.

Tablo 28. Tuzlu ve az tuzlu peynirlerin LAB florasi

Mikroorganizma Tuzlu Az Tuzlu Toplam
Sayr (%) Sayr (%) Sayr (%)

Lb. paracasei 15 30,6 52 55,9 67 47,1
Lb. rhamnosus 6 12,2 12 12,9 18 12,6
Lb. fermentum 27 55,1 23 24,7 50 35,2
Lb. plantarum 1 2 - - 1 0,7
Lb. delbrueckii - - 4 43 4 2,8
Lb. curvatus - - 2 2,1 2 14
Toplam Lactobacillus spp. 49 100 93 100 142 100
Str. gallolyticus ssp. macedonicus 16 41 17 41,4 33 41,2
Str. infant_ariu_s ssp. infantarius 4 102 2 48 6 75
(Str. lutetiensis)

Str. thermophilus 3 7,6 3 73 6 75
L. lactis 16 41 19 46,3 35 43,7
Toplam Streptococcus spp. 39 100 41 100 80 100
Ent. faecium 32 45 32 42,1 64 43,5
Ent. faecalis 28 39,4 34 44,7 62 42,1
Ent. durans 11 15,4 6 7,8 17 11,5
Ent. raffinosus - - 4 5,2 4 2,7
Toplam Enterococcus spp. 71 100 76 100 147 100

Tablo 28’de goriildiigii tizere; tuzlu ve az tuzlu peynirlerin florasi
kiyaslandiginda goze c¢arpan onemli hususlardan biri Lb. paracasei’nin izolasyon

yayginligi az tuzlu peynirlerde daha yiiksek iken, Lb.fermentum un tuzlu peynirlerdeki
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yayginliginin daha yiiksek bulunmasi olmustur. Lb. delbrueckii ve Lb. curvatus sadece
az tuzlu peynirlerden alinan oOrneklerden tanimlanmistir. Oransal olarak Str.
infantarius ssp. infartarius tuzlu peynirlerde nispeten daha yaygin bulunmustur.
Duyusal olarak {istiin segilen bu peynirlerden izole edilen L. Lactis yayginlhiginin (%

43,7) M17 agarda iireyen diger tiirlerden yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Tablo 29. Peynirlerin kabuk ve i¢ kisimlarinda mikrobiyal dagilimi

Kabuk I¢ Toplam
Mikroorganizma

Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Lb. paracasei 30 63,8 37 38,9 67 47,1
Lb. rhamnosus 4 8,5 14 14,7 18 12,6
Lb. fermentum 9 19,1 41 43,1 50 35,2
Lb. pentosus 1 2,1 - - 1 0,7
Lb. delbrueckii 2 4.2 2 2,1 4 2,8
Lb. curvatus 1 2,1 1 1,05 2 14
Toplam Lactobacillus spp. 47 100 95 100 142 100
Str. gallolyticus ssp. macedonicus 18 47,3 15 35,7 33 41,2
étt: llzii?itea:]rslz.lssi ssp. Infantarius 2 59 4 95 6 75
Str. thermophilus 2 5,2 4 9,5 6 75
L. lactis 16 42,1 19 45,2 35 43,7
Toplam Streptococcus spp. 38 100 42 100 80 100
Ent. faecium 46 52,8 18 30 64 43,5
Ent. faecalis 29 333 33 55 62 42,1
Ent. durans 9 10,3 8 13,3 17 11,5
Ent. raffinosus 3 34 1 1,6 4 2,7
Toplam Enterococcus spp. 87 100 60 100 147 100

Tablo 29°da goriildiigi tizere Lb. fermentum (% 43,1) ve Lb. rhamnosus
(% 14,7) oransal olarak i¢ kisimda daha yagin oldugu, buna karsin Lb. paracasei nin
(% 63,8) kabuk kisimda daha yaygin oldugu belirlenmistir. Str. gallolyticus ssp.
macedonicus’un kabuk kisminda nispeten daha yaygin oldugu, az sayida izole edilmis
olsada Str. infantarius ssp. infantarius ve Str.thermophilus’un i¢ kisimda daha yaygn
oldugu tespit edilmistir. Enterokoklar degerlendirildiginde ise Ent. faecium’un
kabuktan ( % 52,8), Ent. faecalis’in ise (% 55) merkez kisimdan daha yiiksek yiizde

orani ile izole edildigi belirlenmistir.
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4.9. Elde Edilen Suslarin Kiiltiir Koleksiyonuna Dahil Edilmesi
Caligmamizda elde ettigimiz suslarin 16S rDNA geni NCBI kayit numaralari

ile ilgili Tiirkiye Starter Kiiltiir Gen Bankas1 numaralar1 Tablo 30’ da verilmistir.

Tablo 30. Tanimlanan ve kiiltiir kolleksiyonuna alinan mikroorganizmalarin listesi
(NCBI kayit ve TSGB kodlari ile birlikte)

Sira No *TSGB Kodu *NCBI Kayit Numarasi 168 rDNA Dizi é:ﬂi}zig:ucuna Gére En
1 TSGB3001 MK744064 Lb. fermentum
2 TSGB3002 MK744065 Lb. fermentum
3 TSGB3003 MK744066 Lb. fermentum
4 TSGB3004 MK744067 Lb. fermentum
5 TSGB3005 MK744068 Lb. fermentum
6 TSGB3006 MK744069 Lb. fermentum
7 TSGB3007 MK744070 Lb. fermentum
8 TSGB3008 MK744071 Lb. fermentum
9 TSGB3009 MK744072 Lb. fermentum
10 TSGB3010 MK744073 Lb. fermentum
11 TSGB3011 MK752599 Lb. fermentum
12 TSGB3012 MK752600 Lb. fermentum
13 TSGB3013 MK752601 Lb. fermentum
14 TSGB3014 MK752602 Lb. fermentum
15 TSGB3015 MK752603 Lb. fermentum
16 TSGB3016 MK752604 Lb. fermentum
17 TSGB3017 MK752605 Lb. fermentum
18 TSGB3018 MK752606 Lb. fermentum
19 TSGB3019 MK752607 Lb. fermentum
20 TSGB3020 MK752608 Lb. fermentum
21 TSGB3021 MK752609 Lb. fermentum
22 TSGB3022 MK752610 Lb. fermentum
23 TSGB3023 MK752611 Lb. fermentum
24 TSGB3024 MK752612 Lb. fermentum
25 TSGB3025 MK752613 Lb. fermentum
26 TSGB3026 MK752614 Lb. fermentum
27 TSGB3027 MK752615 Lb. fermentum
28 TSGB3028 MK752616 Lb. fermentum
29 TSGB3029 MK752617 Lb. fermentum
30 TSGB3030 MK752618 Lb. fermentum
31 TSGB3031 MK752619 Lb. fermentum
32 TSGB3032 MK752620 Lb. fermentum
33 TSGB3033 MK752621 Lb. fermentum
34 TSGB3034 MK752622 Lb. fermentum
35 TSGB3035 MK752623 Lb. fermentum
36 TSGB3036 MK752624 Lb. fermentum
37 TSGB3037 MK752625 Lb. fermentum
38 TSGB3038 MK752626 Lb. fermentum
39 TSGB3039 MK752627 Lb. fermentum

40 TSGB3040 MK752628 Lb. fermentum
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41 TSGB3041 MK752631 Lb. fermentum
42 TSGB3042 MK752632 Lb. fermentum
43 TSGB3043 MK752633 Lb. fermentum
44 TSGB3044 MK752634 Lb. fermentum
45 TSGB3045 MK752635 Lb. fermentum
46 TSGB3046 MK752636 Lb. fermentum
47 TSGB3047 MK752637 Lb. fermentum
48 TSGB3048 MK752638 Lb. fermentum
49 TSGB3049 MK752639 Lb. fermentum
50 TSGB3050 MK752640 Lb. fermentum
51 TSGB3051 MK752641 Lb. fermentum
52 TSGB3052 MK752642 Lb. fermentum
53 TSGB3053 MK752643 Lb. fermentum
o4 TSGB3054 MK752644 Lb. fermentum
55 TSGB3055 MK752645 Lb. fermentum
56 TSGB3056 MK752646 Lb. fermentum
57 TSGB3057 MK752647 Lb. fermentum
58 TSGB3058 MK752648 Lb. fermentum
59 TSGB3059 MK752649 Lb. fermentum
60 TSGB3060 MK752650 Lb. fermentum
61 TSGB3061 MK752651 Lb. fermentum
62 TSGB3062 MK752652 Lb. fermentum
63 TSGB3063 MK752653 Lb. fermentum
64 TSGB3064 MK752654 Lb. fermentum
65 TSGB3065 MK752655 Lb. fermentum
66 TSGB3066 MK752656 Lb. fermentum
67 TSGB3067 MK752657 Lb. fermentum
68 TSGB3068 MK752658 Lb. fermentum
69 TSGB3069 MK752659 Lb. fermentum
70 TSGB3070 MK752660 Lb. fermentum
71 TSGB3071 MK752661 Lb. fermentum
72 TSGB3072 MK752662 Lb. fermentum
73 TSGB3073 MK752663 Lb. fermentum
74 TSGB3074 MK752664 Lb. fermentum
75 TSGB3075 MK752665 Lb. fermentum
76 TSGB3142 MK752666 Lb. fermentum
77 TSGB3143 MK752667 Lb. fermentum
78 TSGB3076 MK752686 Lb. paracasei
79 TSGB3077 MK752687 Lb. paracasei
80 TSGB3078 MK752688 Lb. paracasei
81 TSGB3079 MK752689 Lb. paracasei
82 TSGB3080 MK752690 Lb. paracasei
83 TSGB3081 MK752691 Lb. paracasei
84 TSGB3082 MK752692 Lb. paracasei
85 TSGB3083 MK752693 Lb. paracasei
86 TSGB3084 MK752694 Lb. paracasei
87 TSGB3085 MK752695 Lb. paracasei
88 TSGB3086 MK752696 Lb. paracasei
89 TSGB3087 MK752697 Lb. paracasei
90 TSGB3088 MK752698 Lb. paracasei

90




91

TSGB3089 MK752699 Lb. paracasei
92 TSGB3090 MK752700 Lb. paracasei
93 TSGB3091 MK752701 Lb. paracasei
94 TSGB3092 MK752702 Lb. paracasei
95 TSGB3093 MK752703 Lb. paracasei
96 TSGB3094 MK752704 Lb. paracasei
97 TSGB3095 MK752705 Lb. paracasei
98 TSGB3096 MK752707 Lb. paracasei
99 TSGB3097 MK752708 Lb. paracasei
100 TSGB3098 MK752709 Lb. paracasei
101 TSGB3099 MK752710 Lb. paracasei
102 TSGB3100 MK752711 Lb. paracasei
103 TSGB3101 MK752712 Lb. paracasei
104 TSGB3102 MK752713 Lb. paracasei
105 TSGB3103 MK752714 Lb. paracasei
106 TSGB3104 MK752715 Lb. paracasei
107 TSGB3105 MK752716 Lb. paracasei
108 TSGB3106 MK752720 Lb. paracasei
109 TSGB3107 MK752721 Lb. paracasei
110 TSGB3108 MK752722 Lb. paracasei
111 TSGB3109 MK752723 Lb. paracasei
112 TSGB3110 MK752724 Lb. paracasei
113 TSGB3111 MK752725 Lb. paracasei
114 TSGB3112 MK752726 Lb. paracasei
115 TSGB3113 MK752727 Lb. paracasei
116 TSGB3114 MK752728 Lb. paracasei
117 TSGB3115 MK752729 Lb. paracasei
118 TSGB3116 MK752730 Lb. paracasei
119 TSGB3117 MK752731 Lb. paracasei
120 TSGB3118 MK752732 Lb. paracasei
121 TSGB3119 MK752733 Lb. paracasei
122 TSGB3120 MK752734 Lb. paracasei
123 TSGB3121 MK752735 Lb. paracasei
124 TSGB3122 MK752736 Lb. paracasei
125 TSGB3123 MK752737 Lb. paracasei
126 TSGB3124 MK752738 Lb. paracasei
127 TSGB3125 MK752739 Lb. paracasei
128 TSGB3126 MK752743 Lb. paracasei
129 TSGB3127 MK752744 Lb. paracasei
130 TSGB3128 MK752745 Lb. paracasei
131 TSGB3129 MK752746 Lb. paracasei
132 TSGB3130 MK752747 Lb. paracasei
133 TSGB3131 MK752748 Lb. paracasei
134 TSGB3132 MK752749 Lb. paracasei
135 TSGB3133 MK752750 Lb. paracasei
136 TSGB3134 MK752751 Lb. paracasei
137 TSGB3135 MK752752 Lb. paracasei
138 TSGB3136 MK752760 Lb. paracasei
139 TSGB3137 MK752761 Lb. paracasei
140 TSGB3138 MK752762 Lb. paracasei
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141 TSGB3139 MK752763 Lb. paracasei
142 TSGB3140 MK752764 Lb. paracasei
143 TSGB3141 MK752765 Lb. paracasei
144 TSGB3144 MK752770 Lb. rhamnosus
145 TSGB3145 MK752771 Lb. rhamnosus
146 TSGB3146 MK752772 Lb. rhamnosus
147 TSGB3147 MK752773 Lb. rhamnosus
148 TSGB3148 MK752774 Lb. rhamnosus
149 TSGB3149 MK752775 Lb. rhamnosus
150 TSGB3150 MK752776 Lb. rhamnosus
151 TSGB3151 MK752777 Lb. rhamnosus
152 TSGB3152 MK752778 Lb. rhamnosus
153 TSGB3153 MK752779 Lb. rhamnosus
154 TSGB3154 MK752780 Lb. rhamnosus
155 TSGB3155 MK752781 Lb. rhamnosus
156 TSGB3156 MK752782 Lb. rhamnosus
157 TSGB3157 MK752783 Lb. rhamnosus
158 TSGB3158 MK752784 Lb. rhamnosus
159 TSGB3159 MK752785 Lb. rhamnosus
160 TSGB3160 MK752786 Lb. rhamnosus
161 TSGB3161 MK752787 Lb. rhamnosus
162 TSGB3162 MK752788 Lb. rhamnosus
163 TSGB3163 MK752789 Lb. rhamnosus
164 TSGB3164 MK752792 Lb. rhamnosus
165 TSGB3165 MK752793 Lb. rhamnosus
166 TSGB3166 MK752794 Lb. rhamnosus
167 TSGB3167 MK752795 Lb. rhamnosus
168 TSGB3168 MK752796 Lb. rhamnosus
169 TSGB3169 MK752797 Lb. rhamnosus
170 TSGB3170 MK752798 Lb. rhamnosus
171 TSGB3171 MK752799 Lb. rhamnosus
172 TSGB3261 MK752800 Lb. rhamnosus
173 TSGB3172 MK752801 Lb. brevis
174 TSGB3173 MK752802 Lb. brevis
175 TSGB3175 MK752804 Lb. brevis
176 TSGB3176 MK752805 Lb. curvatus
177 TSGB3177 MK752806 Lb. curvatus
178 TSGB3178 MK752807 Lb. curvatus
179 TSGB3179 MK752808 Lb. coryniformis
180 TSGB3180 MK752809 Lb. coryniformis
181 TSGB3260 MK752810 Lb. coryniformis
182 TSGB3181 MK752811 Lb. parabuchneri
183 TSGB3182 MK752814 Lb. parabuchneri
184 TSGB3183 MK752815 Lb. delbrueckii ssp. lactis
185 TSGB3258 MK752816 Lb. delbrueckii ssp. lactis
186 TSGB3184 MK752817 Lb. plantarum
187 TSGB3185 MK752818 Lb. plantarum
188 TSGB3186 MK752819 Lb. plantarum
189 TSGB3187 MK752820 Lb. plantarum
190 TSGB3188 MK752821 Lb. plantarum
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191 TSGB3189 MK752822 Lb. plantarum

192 TSGB3190 MK752823 Lb. plantarum

193 TSGB3191 MK752824 Str. macedonicus
194 TSGB3192 MK752825 Str. macedonicus
195 TSGB3193 MK752826 Str. macedonicus
196 TSGB3194 MK752827 Str. macedonicus
197 TSGB3195 MK752828 Str.macedonicus
198 TSGB3196 MK752829 Str. macedonicus
199 TSGB3197 MK752830 Str. macedonicus
200 TSGB3198 MK752831 Str. macedonicus
201 TSGB3199 MK752832 Str. macedonicus
202 TSGB3200 MK752833 Str. macedonicus
203 TSGB3201 MK752834 Str. macedonicus
204 TSGB3202 MK752835 Str. macedonicus
205 TSGB3203 MK752836 Str. macedonicus
206 TSGB3204 MK752837 Str. macedonicus
207 TSGB3268 MK752838 Str. macedonicus
208 TSGB3205 MK752839 Str. thermophilus
209 TSGB3206 MK752840 Str. thermophilus
210 TSGB3207 MK752841 Str. thermophilus
211 TSGB3208 MK752842 Str. thermophilus
212 TSGB3209 MK752843 Str. thermophilus
213 TSGB3210 MK752844 Str. thermophilus
214 TSGB3211 MK752845 Str. thermophilus
215 TSGB3212 MK752846 Str. thermophilus
216 TSGB3213 MK752847 Str. thermophilus
217 TSGB3214 MK752848 Str. thermophilus
218 TSGB3262 MK752850 Str. thermophilus
219 TSGB3263 MK752851 Str. thermophilus
220 TSGB3264 MK752852 Str. thermophilus
221 TSGB3265 MK752853 Str. thermophilus
222 TSGB3266 MK752854 Str. thermophilus
223 TSGB3267 MK752855 Str. thermophilus
224 TSGB3215 MK752865 Str. lutetiensis

225 TSGB3216 MK752866 Str. lutetiensis

226 TSGB3217 MK752867 Str. lutetiensis

227 SGB3218 MK752868 Str. lutetiensis

228 TSGB3221 MK752871 Str. lutetiensis

229 TSGB3222 MK752872 Str. lutetiensis

230 TSGB3223 MK752873 Str. lutetiensis

231 TSGB3219 MK752869 Str. salivarius

232 TSGB3220 MK752870 Str. salivarius

233 TSGB3224 MK752875 L. lactis ssp. lactis
234 TSGB3225 MK752876 L. lactis ssp. lactis
235 TSGB3226 MK752877 L. lactis ssp. lactis
236 TSGB3227 MK752878 L. lactis ssp. lactis
237 TSGB3228 MK752879 L. lactis ssp. lactis
238 TSGB3229 MK752880 L. lactis ssp. lactis

*TSGB : Tiirkiye Starter Gen Bankasi Erisim Kodu

*NCBI : National Center for Biotechnology Information

93




5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemiz peynir c¢esitliligi bakimimdan zengin bir iilkedir. Geleneksel
peynirlerin dogal mikrobiyotasinda bulunan laktik asit bakterileri, tirettikleri bilesikler
ile peynirlerde dokuyu gelistirir ve nihai iirliniin tat, koku, yap1 ve goriiniim agisindan
beklenilen nitelikleri kazanmasina katkida bulunurlar. Bu sebeple geleneksel siit
tiriinlerinin dogal mikrobiyotasini olusturan laktik asit bakterileri {izerine hem
endiistriyel alanda, hem de bilimsel alanda yogun ¢alismalar yapilmaktadir (Kanak, &
Yilmaz, 2018; Kiran, & Osmanagaoglu, 2011). Bu ¢alismada kendine has 6zellikleri
ile ayr1 bir yerde olan, énemli bir peynir ¢esidimiz, Mihali¢ peynirinin genis capl
mikrobiyotas1 ortaya ¢ikartilmistir.

Mihali¢ peynirlerinde LAB sayilarint belirlemek amaciyla yapilan
calismalarda; Sen (1991) ¢ig siitten yapilan Mihali¢ peynir Orneklerinde laktik
Streptococcus spp. sayisini 3,74- 5,23 log kob/g, Lactobacillus spp. ise 1,82- 3,67 log
kob/g diizeyinde; Ozdemir ve ark., (2004) ise laktik asit bakteri sayilarinmn 5,41 log
kob/g diizeyinde oldugunu rapor etmislerdir. Bulut (2006) ¢ig siitten yapilan peynir
orneklerinin toplam mezofilik laktik asit bakteri sayisini olgunlagsmanin 1. giinlinde
8,07 log kob/g, olgunlagsmanin 90. Giiniinde 7,93 log kob/g olarak, toplam termofilik
laktik asit bakterisi sayisini ise olgunlasmanin 1. giniinde 9,2 log kob/g,
olgunlagsmanin 90. giiniinde ise 8,96 log kob/g olarak bildirmislerdir. Bizim
calismamizda ise 5 farkli bolgeden toplanan peynirinin lireme sayilart MRS agarda
ortalama 7,6 log kob/g, M17 agarda ise 8,62 log kob/g olarak belirlenmistir.
Calismamizda elde edilen iireme sayilar1 Sen (1991) ve Ozdemir ve ark., (2004)
yaptig1 ¢alisma sonuglarina gore yiliksek, Bulut (2006) c¢alismasi ile uyumludur.
Calismamizda M17 besiyerinde gelisen mikroorganizma sayisinin, diger
besiyerlerinde gelisenlerden yaklasik 1 log seviyesinde daha yiiksek oldugu goriildii.
Bu durum aslinda baskin florada koklarm hakimiyetini gostermektedir. Ancak bu
besiyerinde enterokoklarinda iireyebildikleri ve bu sekilde sayisal artisa katki
sagladiklar1 g6z Oniinde bulundurulmasi gereken bir husustur. Calismamizda
peynirlerin toplandigi 5 farkli ilce arasinda, besiyelerinde iireme miktarlari
bakimindan anlamli bir fark bulunamamasi (p>0,05); siit hayvani, iiretim teknigi ve

iklimin belirgin bir etkisinin olmadig1 sonucunu ortaya ¢ikarmistir.
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Peynir salamuralarinda tuza direngli sekilde canliligini koruyan laktik asit
bakterileri ve mayalarin, peynirin dis yiizeyinde biyofilm tabakasi olusturmasi ve
peynirin ekosistemi igerisinde gelismelerini siirdiirerek tat ve aromaya katki
sagladiklar1 belirtilmektedir (Montel ve ark., 2014). Hatta bu sebeple son zamanlarda
eski peynir salamuralarinin, yeni peynir salamuralarina ilave edilerek kullanilmalar
da yayginlasmaktadir (irkin, 2017). Calismamizda peynirin i¢ (merkez) kisimlarinda
laktobasillerin ve enterokoklarin, peynirin dis (kabuk) kismina kiyasla sayica fazla
olmasinin nedeni bu durumla agiklanabilir. Ancak c¢alismamizda peynirlerin i¢
kismindaki tuz oramiyla dis kisimdaki tuz oranlari arasinda belirgin farklilik
bulunmamustir.  Ureticiler tuzlu peynirlerin fazla tuzunun giderilmesi icin
paketlemeden evvel bir miiddet normal su icinde bekletebilmektedir. Ozellikle
pazarlanma asamasindaki iirtinlerin kabuk kisminda tuz oraninin i¢ kisimla benzerlik
gostermesi buna bagli olabilir. Kabuk ve i¢ kisimda mikroorganizmalarin iireme
dinamikleri incelendiginde peynirin i¢ (merkez) kisminda laktobasil ve enterekoklarin
1 log ve daha iistii oranlarda ¢ogaldiklar: bu durumun 6zellikle laktobasiller i¢in daha
bariz oldugu goriilmektedir. Streptekok sayisinda ise bdyle bir farklilik s6z konusu
degildir. I¢ kissmda % LA degerinin nispeten daha yiiksek olmasi da yiiksek oranda
bulunan bu mikroorganizma sayilariyla agiklanabilir. Mihali¢ peynirinin 6zellikle i¢
kisminda daha yogun bulunan laktobasil ve enterekoklar bu kisimlarda aroma ve
lezzetin daha yiiksek oranda sekillenmesinde Oncii rol oynarlar. Yine bu
mikroorganizmalar ve 6zellikle heterofermentatif nitelige sahip olan Lb. fermentum,
Lb. paracasei ve Lb. rhamnosus i¢ kisimdaki gozenek olusumundan da sorumlu
olabilecek mikroorganizmalardir. Uretimi esnasinda haslama islemine maruz kalan
Mihali¢ peynirinde propiyonik asit bakterilerinin iiremesi i¢in uygun sartlarin
sekillenecegi diisiiniilse de, g¢alismamizda bu grup mikroorganizmalar izole
edilememistir.

Peynir ortaminda iyi gelisebilen Ent. faecium diisiik pH’ya dayanikli ve dis
faktorleri yiiksek seviyede tolere edebildigi bildirilmistir (Franz, Holzapfel, & Stiles,
1999). Sanchez, Palop, & Ballesteros (2000) bir ¢esit patlican tursusu olan
Almagro'dan izole ettikleri Lb. plantarum, Lb. pentosus, Lb. brevis ve Lb. fermentum
tiirlerinin % 4 tuz konsantrasyonunda gelistigini, % 6,5 tuz konsantrasyonunda belirli

oranlarda biitin tiirlerde gelisme goriilebildigini, % 8 tuz oraninda ise Lb.
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fermentum ‘un gelisemedigi ancak diger tiirlerin sinirli da olsa gelisme gosterdigini
bildirmislerdir. Peynirdeki tuz konsantrasyonunun; {irliniin yapisi, pH degeri ve nem
miktarina uygun olmasi 6nem tasimaktadir. Tuzun gidada bulunan su igerisinde
¢Ozlinmesi ile birlikte su aktivitesi diismekte ve mikroorganizma inhibisyonu
olusmaktadir (irkin, 2017). Calismamizda Lactobacillus spp. ve Enterococcus spp.
sayisinin peynirin kabuk 6rneklerinde daha diisiik tespit edilmesi, kabuktaki tuz orant
ve buna bagl olarak diisiik aw degeri ile kuru maddede artan yag oranindan
kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Bove ve ark., 2012; Koch ve ark., 2010).

Mihali¢ peynirleri ile bugiine kadar yapilmis c¢alismalarin daha ziyade
kimyasal Ozelliklerini belirleme, patojen bakteri arama ¢aligmalart ve kiiltiir
denemeleri ile smirli kalmasi ve olgunlasmay1 saglayan floraya iliskin yeterli ve
kapsamli ¢aligma olmamasi kiyas imkanini sinirlandirmaktadir.

Ertiirkmen, & Oner (2015), Isparta ydresinden temin ettigi ¢ig inek siitiinden kiiltiir
kullanmadan 7 adet beyaz peynir liretmistir. Bu Orneklerden 77 adet laktik asit
bakterisi izole edip, biyokimyasal yontemlerle ve Gram-pozitif ID test kiti ile
tanimlama yapmislardir. Caligmalarinin  sonucunda tanimlanan laktik asit
bakterilerinin 30 adeti Lactobacillus spp., 25 adeti Lactococcus spp., 22 adetini ise
Enterococcus spp. olarak belirtmislerdir. Arastirmacilar test ettikleri peynirde hakim
floranin Lactobacillus spp. ve Lactococcus spp. ve Enterococcus spp. grubu laktik asit
bakterilerince olusturuldugu sonucuna varmiglardir. Yaptigimiz calismada baskin
floranin streptekoklar ile birlikte, laktobasil ve kismen enterokoklardan olustugu
sonucu ¢ikmigstir. Bircok peynirin yapisinda yaygin olarak yer alan laktokoklarin sinirl
olarak floraya katki sagladig1 sonucu ortaya ¢ikmistir. Turgut ve ark., (2012b) Karin
Kaymagi peynirinden izole edilen 107 adet izolatin API 50 CHL kiti ile tanimlamasini
yapmislardir. Tanimlanan 82 adet laktobasilin % 47.56’smin Lb. plantarum tip 1 ve
tip 2, % 21,9’unun Lb. brevis tip 1 ve tip 3, % 10,97’nin Lb. delbrueckii ssp.
delbrueckii, % 9.75’nin Lb. acidophilus tip 3 ve % 2,43’liniin ise Lb. fermentum
oldugunu bildirilmistir. Tanimlanan izolatlardan Leu. mesenteroides ssp.
mesenteroides/dextranicum tip 2’nin ise 25 adet ile floranin % 24,4 {inii olusturdugu
bulunmustur. Bizim calismamizda, bu ¢alismadan farkli olarak 16konostok tiirlerine
rastlanmamustir. Ayrica ¢alismamizda tiir bazinda laktobasillerden Lb. acidophilus

bulunmazken, Lb. paracesi/casei/rhamnosus’un (% 41,8) ve Lb. fermentum un
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(% 36,6) MRS agardan en fazla izole edilen tiirler oldugu tespit edilmistir. Hakim
mikrobiyotanin Lactobacillus spp. olarak rapor edildigi ¢alismalardan Bostanci
(2019), Afyonkarahisar ilinde satisa sunulan paketsiz peynirlerden izole ettigi laktik
asit bakterilerini 16S rDNA PZR analizi ile tanimlamistir. {zolatlarin 16S rDNA
sekans analiz sonuglarina gore, peynir 6rneklerinden en ¢ok Lactobacillus cinsine ait
tiirler tanimlanmis olup bunlar arasinda; Lb. plantarum, Lb. fermentum, Lb. casei, Lb.
curvatus, Lb. helveticus, Lb. rhamnosus yer almaktadir. Bu ¢alismadan alinan sonuglar
bizim ¢alismamizla paralellik géstermektedir. Buna ilave olarak, ¢alismamizda Lb.
delbrueckii, Lb. parabuchneri ve Lb. brevis tiirleri de tanimlanan laktobasil tiirleri
arasinda bulunmaktadir. Ghahremani, Mardani, & Rezapour, (2015) peynir
ornekleriyle yapiklar1 calismada laktik asit  bakterilerinin  izolasyonunu
gerceklestirmis, baskin flora olarak Lactobacillus ve Lactococcus cinslerini
tanimlamiglardir. Yine baskin floranin Lactobacillus spp. oldugu Fas’a ait geleneksel
bir peynir tlirli Moroccan peyniri ile ¢alisgan Ouadghiri ve ark., (2005) tanimlanan
laktik asit bakterilerinin % 34’{inii Lactobacillus spp., % 27’sini Lactococcus spp., %
27’sini Leuconostoc spp. ve % 10’unu Enterococcus spp.’nin olusturdugunu tespit
etmiglerdir. Turgut ve ark., (2012a) Kars yoresinin geleneksel iiriinlerinden olan
Gravyer peyniri ile yaptiklari ¢alismada 120 adet laktobasil susu izole etmislerdir. API
50 CHL test kitleri ile yaptiklar1 tanimlama sonucunda; % 25 Lb. brevis, % 18,3 P.
pentosaceus, % 14,1 Lb. paracasei ssp. paracasei, % 13,3 Lb. fermentum, % 12,5 L.
lactis ssp. lactis, % 7,5 Lb. delbrueckii ssp. lactis, % 5 Lb. plantarum ve (% 4,16) Lb.
rhamnosus olarak tespit edildigini bildirmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda bu
peyniri olusturan mikrobiyotada laktobasillerin baskin tiir oldugunu belirtmislerdir.
Laktobasiller genellikle ¢ig siitte bulunurlar ve buna bagl olarak ¢ig siitten iiretilen
peynirlerde laktobasillerin bulunmasi dogaldir. Lb. casei ssp. casei, Lb. paracasei ssp.
paracasei, Lb. rhamnosus, Lb. fermentum, Lb. curvatus ve Lb. pentosus/plantarum
suglarinin daha ziyade hayvan ve c¢iftlik orijinli olabilecegi bildirilmistir (Coeuret,
Dubernet, Bernardeau, Gueguen, & Vernoux, 2003). Terzic-Vidojevic, Vukasinovic,
Veljovic, Ostojic, & Topisirovic (2007) Sirbistan’a ait yari-sert geleneksel bir peynir
olan Zlatar peynirinin mikroflorasini inceledikleri ¢alismada baskin cins olarak
laktobasiller yer almistir. API 50 CH sistemi ile yapilan tanimlamada laktik asit bakteri

florasin1 % 53,9 Lactobacillus (Lb. paracasei ssp. paracasei), % 35,9 Enterococcus
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(Ent. faecium, Ent. faecalis), % 9,3 Lactococcus (L. lactis ssp. lactis) olarak
belirlemiglerdir.

Ulkemize 6zgii farkli yorelerde iiretilen degisik peynirin baskin florasinda
farkl1 farkli mikroorganizmalarin bulundugu goriilmektedir. Peynir {iiretim
asamalarinda uygulanan farkliliklar bu degisikliklere sebebiyet vermektedir. Tulum
peynirlerinde Lb. paracasei ssp. paracasei (Oner, & Aloglu, 2004), Lb. casei ssp. casei
ve Lb. plantarum (Oksiiztepe, Patir, & Calicioglu, 2005) baskin tiirler bulunurken,
Kars ilinde iiretilen bazi mahalli peynirlerde Lb. brevis, Lb. casei, Lb, fermentum ve Lb.
plantarum baskin olarak izole edilmisir (Turgut ve ark., 2012a; Turgut ve ark., 2012b).

Lb. paracasei ssp. paracasei tiirii diinyada iiretilen bir¢ok peynir ¢esidinde yer
alan bir mikroorganizma olarak bulunmaktadir (Antonsson, Molin, & Ardo, 2003,
Giirsoy, & Kinik, 2006; Nikolic ve ark., 2008; Willimas, & Banks, 1997; Zarate,
Belda, Pérez, & Cardell, 1997). Peynirlerin pH degeri, tuz igerigi ve redoks potansiyeli
Lb. casei grubunda yer alan mikroorganizmalarin ¢gogunun gelisimine uygundur. Bu
nedenle sayilar1 < 10 kob/g diizeyinden 107-108 kob/g’a kadar ulasabilir. Lb. paracasei
ssp. paracasei susunun aminotransferaz aktivitesinin peynirlerde bazi aroma aktif
bilesiklerin olusumundan sorumlu oldugu ve dallanmis zincirli aminoasitleri (16sin,
izoldsin ve valin) degradasyona ugratarak aroma bilesikleri olugsmasinda rol aldig:
bildirilmektedir (Hansen, Houlberg, & Ard6, 2001). Lb. casei grubu peynirde sitrat,
laktat ve aminoasitler gibi diger substratlardan yararlanarak olgunlasmayi etkileyen
tirtinler olustururlar. Ayrica Lb. rhamnosus ve Lb. paracasei tiirleri ekzopolisakkarit,
bakteriyosin ya da aroma maddeleri olusturmalari nedeniyle fermente iiriinlerin
tiretiminde kullanilan starter kiiltiir kombinasyonlarinda yer alirlar. Genel olarak siitte
yavas bir asitlik gelisimini sagladiklart i¢in, probiyotik fermente iirlinlerde de
kullanilabilirler. Lb. paracasei ve Lb. rhamnosus ya non-starter (kontaminant) laktik
asit bakterileri olarak ya da yardimci kiiltiir halinde peynirde bulunabilirler.
Yaptigimiz calismada tuzlu peynir orneklerine kiyasla, az tuzlu peynirlerde Lb.
paracasei daha sik bulunmustur. Peynirin tuz orani, Lb. casei gelisimi iizerinde suslara
bagli olarak etki gosterir. Bu gruptaki bir¢ok sus % 4 - 6 nem-tuz oranindan
etkilenmez, ancak bu oran diger non-starter laktik asit bakteri tiirlerinin gelisimini
onemli Olciide yavaslatir. Yaptigimiz tez ¢caligmasinda Lb. paracasei’ den sonra MRS

agarda gelisen baskin tiir Lb. fermentum (% 36,6) olarak tespit edilmistir. Turgut ve
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ark., (2012b) Karin Kaymagi peynirleriyle, Bostanct (2019), Afyonkarahisar ilinde
satisa sunulan paketsiz peynirlerle, Randazzo, Torriani, Akkermans, De Vos, &
Vaughan (2002) Sicilya yoresel peyniri Ragusano ile yaptigi ¢alismada, Candia ve
ark., (2007) Mozzarella peyniri ile yaptiklar: ¢alismalarda Lb. fermentum’u florada
tespit etmislerdir. Lb. reuteri grubunda yer alan Lb. fermentum heterofermantatiftir ve
bazi peynir ¢esitlerinde (Comté, Ragusano) Non-Starter laktik asit bakteri
popiilasyonu olarak bulunurlar. Ayrica sert bir pasta fileta peyniri Caciocavallo
Silano’nun peynir alt1 suyu kiiltiirlerinde ve Parmigiano Reggiano peynirlerinde en stk
bulunan laktobasil tiirlerindendir (Elkhider, 2017). Fermantasyonun son agamalarina
kadar mikroflorada hakim tiir olarak yasamini siirdiiriilebilen Lb. fermentum’un
spesifik aroma bilesiklerinin olusumunda ve yiiksek lipolitik aktivitesi ile de kisa
zincirli yag asitlerinin olusumunda rol oynadigi bilinmektedir (Pulido ve ark., 2007).

Enterekoklar 6zellikle ¢ig siitten yapilan peynirlerde olmak tizere farkl tiirde
peynirlerin florasinda bulunan mikroorganizmalardir. Peynirlerin olgunlagsmasinda
zamana bagli olarak sayisal artiglar1 ile aroma ve lezzet olusumuna hatir1 sayilir sekilde
katki saglamalari bu mikroorganizmalarin starter kiiltiir olarak kullanim tekliflerini
giindeme getirse de, bir¢ok gida maddesinde bulagma indikatorii olmalari, antibiyotik
direncliliginin yayilmasinda ve oOzellikle de hastane enfeksiyonlarinda kotii nam
salmalart onlarin starter olarak kullanimlarinin 6niinde engel etmen olmustur. Bu
mikroorganizmalar bazi peynirlerde erken sismeden sorumlu tutulmaktadirlar
(Giraffa, 2003). Bununla birlikte, Mihali¢ peynirinde i¢ kisimda sekillenen
gozeneklerin olusumunda daha Once bahsedildigi gibi florada baskin bulunan
heterofermantatif ~ 6zellige sahip Lb. paracasei ve Lb. fermentum gibi
mikroorganizmalar 6n plana ¢iksa da enterokoklarin etkileri de g6z ardi edilmemelidir.

Cig siitten geleneksel tekniklere {iiretilen peynirlerin iiretim ve olgunlasma
asamalarinda yetersiz hijyen kosullar1 sebebiyle Enterococcus cinsi bakterilerin
sayilarindaki artig, ¢ig siite direkt fekal kaynakli bir bulasmanin oldugunun veya
tiretim prosesi esnasinda ekipmanlardan endirekt bir kontaminasyonun gostergesi
olarak kabul edilmektedir (Giraffa, 2003). Geleneksel peynirlerde sik rastlanma
nedenlerinin biri de enterokoklarin yiiksek sicaklik, tuz ve aside toleransh
olmalarindan ileri geldigi diisiiniilmektedir. Ayrica enterokoklar oldukca genis bir pH

araliginda ¢ogalabilen, diisiik O/R potansiyelindeki ortamlarda ¢ok iyi gelisen, % 6.5
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tuz Kkonsantrasyonunda ireyebilen, 1sitma, kurutma, dondurma, temizlik ve
dezenfeksiyon gibi birgok dis faktére karsi olduk¢a dayanikli olan
mikroorganizmalardir (Kaleli, & Durlu-Ozkaya, 2000). Yapilan calismalara paralel,
bizim ¢alismamizda da KAA agarda en baskin Enterococcus tiirti, % 41,6 oranla Ent.
faecium olarak belirlenmis, diger tiirler Ent. faecalis (%38,5), Ent. durans (% 12,5),
Enterococcus spp. (% 6,25) ve Ent. raffinosus (% 1,04) olarak tespit edilmistir.
Geleneksel peynirlerde Ent. faecium ve Ent. faecalis tiirleri asetaldehit, etanol, diasetil
ve aseton gibi ucucu bilesikler iireterek peynirlerde aromanin gelismesine onemli
katkida bulunsalar da firsatc1i patojen olmalart sebebiyle starter kiiltiir
kombinasyonlarinda yer almalar1 i¢in tim patojenite testlerinin yapilmasini
gerektirmektedir (Akoglu ve ark., 2016; Kirmaci, 2010; Turhan, & Oner, 2014).
Ulkemizdeki degisik peynirlerde bu grup mikroorganizmalarin varligina iliskin
calismalar incelendiginde, Bolu yoresine ait geleneksel bir peynir olan Mengen peyniri
ile calisan Akoglu ve ark., (2016) 50 peynir numunesinden 117 adet laktik asit
bakterisi izole etmislerdir. Elde edilen bakterilerin % 44,5’i Enterococcus spp., %
29,9’u Lactobacillus spp., % 25,6’s1 Lactococcus spp. olarak tanimlanmistir. Ayni
calismada enterokoklarin % 60’1nin Ent. faecium, % 27’sinin Ent. faecalis, % 13’iiniin
ise Ent. durans oldugu belirlenmistir. Diger bir ¢alismada Kirmacit ve ark., (2016)
Sanlurfa yoresine 6zgii ¢ig siitten iiretilen 20 adet peynirden elde edilen 143 izolatin
16S rDNA ile tanimlandig1 ve baskin floranin % 48,95’inin Enterococcus spp.’den
olustugu bildirilmistir. Durlu-Ozkaya (2001) iilkemizde iiretilen beyaz peynirlerle
ilgili yaptig1 caligmasinda, baskin floranin % 63,52 oranla Enterococcus (Ent. durans,
Ent. faecium) tiirlerine ait oldugunu bildirmistir. Korucu (2012) Elazig yoresinin
mabhalli peynirlerinden olan Tomas peynirleriyle ilgili yaptig1 ¢aligmada 20 adet cubuk
ve 25 adet kok seklinde laktik asit bakterisi izole etmistir. Bu izolatlarin API test kitleri
ile tanimlamasi sonucunda baskin tiir (16 adet) Ent. faecium olarak belirlenmistir.
Kanak, & Yilmaz (2018) Sakarya’da iiretilen geleneksel peynirlerden laktik asit
bakterileri izole edilip, MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlanmislardir. Tiir
diizeyinde yapilan tanimlanma sonucu % 25 oraninda Ent. faecium, % 31 oraninda
Ent. faecalis, % 38 oraninda Leu. mesenteroides, % 6 oraninda Lb. paracasei tespit

edilmis, sonucunda baskin olan tiirlerin enterokok tiirleri oldugunu rapor etmislerdir.
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Yurt disinda yapilan degisik ¢aligsmalarda da bu mikroorganizmalarin yaygin
olarak izole edildigi ¢aligmalar bulunmaktadir. Freitas, Pais, Malcata, & Hogg (1996)
Picante da Beira Baixa peynirinde, Suzzi ve ark., (2000) Semicotto Caprino
peynirinde, Jurkovic ve ark., (2006) Bryndza peynirinde, Centeno, Menendez, &
Rodriguez-Otero, (1996) ¢ig siitten yapilan ve geleneksel bir peynir tiirii olan Ispanyol
Cebreiro peynirinde, Ent. faecalis, Ent. faecium ve Ent. durans tiirlerinin baskin
florada yer aldigmmi rapor etmislerdir. Italya’nin Sicilya bdlgesinde yoresel olarak
tiretilen ve sert bir peynir tiirli olan Pecorino Siciliano peynirinde laktik asit bakteri
florasinin % 47,2’sinin  Enterococcus spp., % 32,4’tniin Lactobacillus spp., %
12,6’s1n1n Lactococcus spp.’den olustugu bildirilmistir (Vernile ve ark., 2008).

Streptekoklar cevresel stres faktorlerine (tuz, pH, 1s1) direngli olmalarina
ragmen, Str. thermophilus suslar1 arasinda bu direng farklilik gostermektedir (Parente
Rota, & Ricciardi, 2014). Ayn sekilde az sayida izole edilmis olsa da peynirlerin i¢
kisimlarindan izole edilen Str. thermophilus’un daha yaygin oldugu belirlenmistir.
Calismamizda Streptecoccus tiirleri arasinda asil dikkati geken M 17 agarda gelisen Str.
gallolyticus ssp. macedonicus (% 32,05) ve Str. infantarius ssp. infantarius (%12,8)
tanimlanmasidir. Bu tiirlerin Mihali¢ peynirlerden izole edildigini ortaya koyan bir
calisma veya literatiir bilgisine rastlanmamistir. Bu mikroorganizmalar taksonomide
Str.bovis / Str. equinus complex (SBSEC) iginde siniflandirilmis 7 tir ( Str.
gallolyticus ssp. gallolyticus, Str. gallolyticus ssp. pasteurianus, Str. gallolyticus ssp.
macedonius, Str. infantarius ssp. infantarius, Str. infantarius ssp. coli [Str. lutetiensis],
Str. galactolyticus ve Str. equines) i¢inde yer alir. Lancefield grup D antijeni tasimasi
ozelligi ile enterokoklara benzer olsa da fizyolojik Ozellikleri bakimindan
streptokoklarla daha yakindir. Insan kaynakli Str. bovis suslari tipl ve tip 2 olarak
ayilir. Str. bovis Tip 1 biyotipi manitollii fermente ederek glukan olusturur. Str. bovis
Tip 2 biyotipi ise manitolii fermente edemez (Coykendall, 1989). Bir insan patojeni
olarak kabul edilen Str.bovis, endokardit, sepsis, gastroenterit, menenjit, endoftalmitis
ve gastrointestinal sistem kanseri gibi hastaliklarla iliskilendirilir (Alozie ve ark.,
2015). Ruoff, Miller, Garner, Ferraro, & Calderwood (1989) yaptiklari ¢alismada Str.
bovis Tip 1 biyotipini kolon kanseri ile iliskilendirmislerdir. Str.bovis normalde sigir
ve koyun gibi hayvanlarin rumenlerinde bulunan laktik asit bakterileridir. Str.

gallolyticus ssp. macedonius ve Str. infantarius ssp. infantarius 6zellikle spontan
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fermente gida triinlerin mikrobiyotasinda bulunur (Corredoira, Alonso, Coira, &
Varela, 2008).

Abdelgadir, Nielsen, Hamad, & Jakobsen (2008) Sudan’a ait deve siitiinden
iiretilen Gariss adli fermente iiriin ile yaptiklar1 ¢alismada florada baskin tiir olarak Str.
infantarius ssp. infantarius ve Lb. fermentum’u rapor etmislerdir. Tanimladiklart 13
adet Str. infantarius ssp. infantarius susunun housekeeping gen (rpoB, sodA, gtf)
bolgelerini incelemisler ve viriilens belirleyicisi gtf'yi (glukoziltransferaz) kodlayan
geni, 10’un da tespit ettiklerini rapor etmislerdir. Str. gallolyticus ssp. macedonicus ise
ilk olarak Yunan Kasseri peynirinde izole edildi daha sonrasinda Fransa, Italya,
Slovakya gibi iilkelerde geleneksel peynirlerin (Salers ve Byrndza peynirleri)
mikrobiyotasinda tespit edildigi rapor edilmistir (Callon ve ark., 2004; Chebenova-
Turcovska, ZeniSova, Kuchta, Pangallo, & Brezna, 2011; Franciosi, Settanni, Cavazza,
& Poznanski, 2009; Lombardi ve ark., 2004; Tsakalidou ve ark., 1998). Bu tiirlerde
bulunan Str. thermophilus benzeri lacS and lacZ genleri siit iiriinlerine adaptasyonu
saglar (Jans ve ark., 2013; Schlegel, Grimont, Ageron, Grimont, & Bouvet, 2003;
Tsakalidou ve ark., 1998). Ozellikle fermantasyonda bu tiirlerden Str. thermophilus‘a
benzer aktivite gosterenler olsa da SBSEC grubu iginde yer almasindan dolay1 Mihalig
peynirinde bulunmalart halk saglig1 agisindan 6nemli risk olusturabilir.

Tiiketicilerin peynir tercihini peynirin tat, aroma ve yap1 gibi o6zellikleri
belirlemektedir. Bu ozellikler ¢ig siitiin kimyasal kalitesi, mikrobiyal florasi, enzim
aktivitesi ve peynirin depolama kosullarina bagl olarak degismektedir (Wilkinson, &
Kilcawley, 2005). Cig siitiin kimyasal kalitesi, mikrobiyal florasi ve olgunlagma
periyodu boyunca sekillenen metabolik reaksiyonlar (proteoliz, lipoliz ve organik
asitlerin olusumu) peynirin tat ve aromasmi gelistirmektedir. Bu metabolik
reaksiyonlar sonucunda; kisa zincirli yag asitleri, asetaldehit, diasetil ve serbest amino
asit gibi ugucu aroma bilesikleri olusmaktadir (Awad, Ahmed, & El Soda, 2007; Singh
Drake, & Cadwallader, 2003). Cig siitlerin mikroflorasindaki degiskenlik peynirin
olgunlagsma periyodunda aroma bilesiklerinin konsantrasyonunda dengesizliklere ve
yapi kusurlariin olusumuna neden olmaktadir (Youssef ve ark., 2019). Calismamizda
en uygun laktik floranin identifikasyonu amaci ile aroma ve yap1 kusurlari da dikkate
alinarak 53 ornekten 15’inin kimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Calismada kullanilan

tuzlu ve az tuzlu peynir 6rnekleri panelistler tarafindan duyusal nitelikleri 5,5 (ne iyi
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ne kotii) diizeyinin lizerinde puanlanmistir. Calismanin bu kisminda 6nemli verilerden
biri duyusal olarak iistiin se¢ilen bu peynirlerden izole edilen L. lactis yayginligiin
(% 43.7) M17 agarda iireyen diger tiirlerden yliksek ¢ikmasidir. Bu oran daha 6nceki
53 adet test edilen peynirde % 8,97 olarak belirlenmistir. Bu grupta elde edilen farklilik
laktokoklarin bu peynirlerde aroma ve diger olumlu duyusal niteliklere katki
saglamasindaki rolii ile iligkili olabilir. Mihali¢ peynirinin kimyasal kompozisyonu
duyusal niteliklerin gelisiminde etkili diger faktorlerden biridir. Bu kimyasal kalite
ozellikleri kuru madde, protein, yag, pH, titrasyon asitligi ve tuz orani gibi
parametrelerdir. Mihali¢ peynirinin kimyasal kompozisyonu iizerine bir¢cok ¢aligma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde Aday, & Karagiil-Yiiceer, (2014) Mihalig¢
peynir orneklerinde kuru madde, yag ve protein oranlarini sirasiyla 56,7- 64,1; 25,2-
33; 18,6- 24,6 araliginda tespit etmislerdir. Ayn1 calismada pH, % laktik asit ve tuz
oranlarinin ise sirasityla 5,09- 5.99; 0,37- 1,04; 3,27- 8,18 araliginda oldugunu
bildirmislerdir. Yine baska bir ¢alismada Ozcan, & Kurdal (2012) Mihali¢ peynir
orneklerinde kuru madde, yag ve protein oranlarinin sirasiyla 64,13 ; 24,58; 23,15 pH,
% laktik asit ve tuz oranlarinin ise sirasiyla 5,86; 0,53; 8,7 oldugunu bildirmislerdir.
Aragtirmacilarin sonuglar1 bizim ¢alismamiz ile karsilastirildiginda benzer bulgularin
oldugu ancak kimyasal kompozisyonda var olan birkag farkliligin peynirlerin yapilisi,
stit cesidi, olgunluk derecesi, islendigi siitiin niteligi gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak
degisiklik gostermesi ile agiklanabilir (Erceyes, Yildirim, & Yildirim, 2018).
Yaptigimiz tez ¢alismasinda API 50 CHL-20 STREP, MALDI-TOF MS, 16S
rDNA dizi analizi teknikleri kullanildi. Boylelikle ¢alismada izole edilen suslarin
tanimlanmasia yonelik glivenirlilik arttirildi. Literatiirde laktik asit bakterilerinin
tanimlamasinda MALDI-TOF MS, 16S rDNA dizi analizinin beraber kullanildigi
calismalar mevcuttur (Anderson ve ark., 2014; Dec, Puchalski, Urban-Chmiel, &
Wernicki, 2016; Dec, Urban-Chmiel, Gnat, Puchalski, & Wernicki, 2014; Duskova,
Sedo, Kgicova, Zdrahal, & Karpiskova, 2012; Mahajan ve ark., 2017). Bu
calismalardan farkli olarak, calismamizda biyokimsal tanimlama metodu API 50
CHL-20 STREP test kitleri de kullanilmistir. Laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasinda API test kitleri uzun yillardir ve yaygin sekilde kullanilmakta, iyi
sonu¢ alinmaktadir (Ozlii, 2015). Calismamizda APl 50 CHL-20 STREP ile elde

edilen sonuglar ile 16S rDNA dizi analizi sonuglari laktobasiller ve enterokoklar igin
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paralellik gosterse de bazi farkliliklarin da bulundugu gézlenmistir. APl 50 CHL ile
Lb. delbrueckii olarak tiir seviyesinde tanimlanan 2 adet sus dizi analizi ile alt tiir
seviyesinde Lb. delbrueckii ssp. lactis olarak tanimlanmistir. Ayni sekilde API ile Lb.
buchneri olarak tanimlan 2 adet sus dizi analiziyle de Lb. parabuchneri olarak
tanimlanmistir. Streptekoklarin karsilagtirllmasindan da bazi farkliliklarin bulundugu
gozlenmistir. MALDI-TOF ile Str. gallolyticus ssp. macedonicus olarak tanimlanan 5
adet sus, API 20 Strep test kitleri Str. gallolyticus ssp. pasteurianus olarak
tamimlanmistir. Bu durumun API test kitlerinin veritabaninda Str. gallolyticus ssp.
macedonicus ‘un yer almamasindan kaynaklanmaktadir. Str. infantarius ssp.
infantarius olarak tanimlanan 3 adet susun, API ile yapilan tanimlamada Str.
infantarius ssp. infantarius olarak tanimlandigi ancak tanimlama yiizdelerinin, %
85’in altinda kaldig1 goriilmiistiir. Ayrica API 20 Strep test kitleri bu suslar i¢in yapilan
tanimlamada, ikinci bir olas1 takson olan Str. [utetiensis’i de vermistir. Ouadghiri ve
ark., (2005) tarafindan ve yiiriitiilen ¢alismada Fas yumusak beyaz peynirinden izole
edilen 164 izolattan API 50 CHL kiti kullanilarak tanimlanan 34 izolatin, sadece 22
(% 64,70) tanesinin SDS-PAGE ve REP-PCR ile dogrulamasi yapilmistir. Ozlii,
(2015) yaptig1 ¢alismada API 50 CHL kiti ile fenotipik olarak tanimladig1 77 izolatin
molekiiler olarak ancak 52 (% 67,53) tanesi dogrulanabilmistir. Bu bilgiler 1s18inda
fenotipik yontemlerin her zaman hata pay1 igerebilecegini, elde edilen sonuclarin
molekiiler yontemlere desteklenmesi geregini gostermektedir. MALDI-TOF -MS ile
aliman sonuglar 16S rDNA dizi analiz sonuglar1 ile ortiisse de bazi farkliliklar
goriilmiistiir. Ornegin MALDI-TOF MS ile Lb. paracasei/casei/rhamnosus, Lb.
pentosus/plantarum olarak tanimlanan ancak ayrimi yapilamayan mikroorganizmalar
16S rDNA dizi analiziyle Lb. paracasei ve Lb. plantarum olarak belirlenmistir. Ayrica
MALDI-TOF MS’te Lb. delbrueckii olarak tiir seviyesinde tanimlanan suslar dizi
analizi ile alt tiir seviyesinde Lb. delbrueckii ssp. lactis olarak tanimlanmistir. MALDI-
TOF MS ile Str. infantarius ssp. infantarius olarak tanimlanan 10 adet susun, 16S
rDNA dizi analizinde 7 adeti Str. lutetiensis, 3 adeti ise Str. thermophilus olarak
tanimlanmistir. Kacaniova ve ark., (2017) siit ve siit iiriinlerinden izole ettikleri laktik
asit bakterilerini MALDI-TOF MS ile tanimlamigladir. Yo6ntemin hizli sonug,
kullanim kolaylig1 ve test bagina diisen maliyet gibi avantajlar1 oldugu ancak yontemin

veritabanina bagimlilik, destekleyici programlara ihtiyaci, filogenetik olarak yakin
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suslarin ayriminin yapilamamasi gibi bazi sinirlamalar1 da bulunmaktadir. 16S rDNA
dizi analizi ile MALDI-TOF MS’e gore tiir seviyesinde daha net sonuglar edilmistir.
Ancak 16S rDNA dizi analizi ile Str. lutetiensis olarak tanimlanan 7 susun blast
analizleri incelendiginde Str. infantarius HDP90056 susuna sirasi ile % 99,9, % 99,8,
% 99,7, % 99,8, % 99,7, % 99,9, % 99,9 oraninda benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. Goriildiigi tizere kullanilan bu teknikler infantarius veya lutetiensis
tiir/alttiirlerini ayirt etmek icin yeterli degildir. Bu iki mikroorganizmanin ayriminda
sodA geni dizi analizinin de belirtilen bu tekniklere ilave olarak yapilmasi
tamimlamada gereklidir (Almuzara ve ark., 2013). Sonu¢ olarak laktik asit
bakterilerinin cins ve/veya tiir diizeyinde tanimlanmasinda kullanilan metotlar ayni
cins veya tiirde her zaman benzerlik géstermeyebilir. Peynirin dogal mikrobiyotasinda
mevcut suslar arasinda yatay gen transferleri ile lineer plazmidlerin olusumu
tanimlamalarin net ve hassas sonuglar vermemesine neden olabilir. Bu durum bazi
atipik suslarmn diger tiirlerle karistirilmasma yol acabilir (Ozlii, 2015). Bu nedenle
yapilacak c¢alismalarda dogrulugunu artirmak icin farkli tekniklerin bir arada
kullanilmasi, daha kesin ve hassas sonuclar elde etmek i¢in ise ileri molekiiler
tanimlama yontemlerinin tercih edilmesinin faydali olacagi diisiiniilmektedir.
5.1. Genel Degerlendirme ve Sonuglar
Yapilan bu tez ¢alismasi sonuglar1 genel hatlariyla su sekilde siralanabilir:
1. Marmara bdlgesinin farkli yorelerinden toplanan bu peynirin oldukca genis
bir mikrobiyotaya sahip oldugu gézlemlendi.
2. Bu peyniri olugturan mikrobiyotada baskin floray1 streptekok, laktobasil ve
enterokok cinslerine ait tiirlerin bulundugu tespit edildi.
3. Tiir bazinda laktobasillerden Lb. paracasei ve Lb. fermentum baskin olarak
bulunmaktadir. Heterofermantatif 6zellige sahip bu mikroorganizmalar
Mihali¢ peynirinde tipik gozenek olusumunda birincil rol oynadiklari
distiniilmektedir. Bu peynirin olgunlasmasinda gelisebilme ortami
bulamayan ve bazi peynirlerde biiyiik gdzenek olusturan propiyonik asit
bakterileri ile daha kiiglik gozenek olusturan l6konostoklarin izole
edilmemesi bu mikroorganizmalarin gézenek olusumundaki etkilerini
ortadan kaldirmaktadir. Buna ilaveten yine gaz olusturan enterokoklarin da

gozenek olusumundan sorumlu olabilecekleri 6ngoriildii.
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10.

Kendine has organoleptik &zellikleri olan bu 6zel peynirin daha detayli
incelenmesi sonucunda tuzlu/az tuzlu peynirler ile peynirlerin kabuk (dis)
ve i¢ (merkez) kisimlarinda mikrobiyota da baskin tiirlerin bulunusu
agisindan farkliliklar oldugu tespit edildi.

MALDI-TOF MS‘in laktik asit bakterilerini tanimlamada bazi
avantajlarmin  oldugu, ancak birbirlerine yakin alttiirlerin  (LDb.
paracasei/casei/rhamnosus) tanimlanmasinda 6zellikle IVD veritabaninin
yeterli olmadig belirlendi.

Yaptigimiz tez ¢alismasinda farkli tekniklerin (API 50 CHL-20 STREP,
MALDI-TOF MS, 16S rDNA dizi analizi) kullanmasi ile sonuglarin
dogrulugunun arttig1, farkli metotlarin birlikte kullanilmasinin birbirinin
miitemmimi oldugu goriildii.

16S rDNA gen analiz sonucuna gore bazi streptokok (MK752865,
MK752872, MK752873) suslarin daha kesin ayrimi i¢in 16S rDNA dizi
analiz verilerinin spesifik gen bolgesi analizleriyle desteklenmesi gerektigi
sonucuna varildi.

Peynir mikrobiyotasinda tespit edilen Str. gallolyticus ssp. macedonicus ve
Str. infantarius ssp. infantarius’un tilkemizde peynirlerden 6zellikle de
Mihali¢ peynirinden izole edildigine dair literatiir bilgisine rastlanmamuistir.
Bu acidan bizim g¢alismamizda taksonomide (SBSEC) Streptococcus
bovis/Streptococcus  equinus  grubu  iginde  siniflandirilan  bu
mikroorganizmalarin endokarditis, kolon kanseri ile iliskilendirildigi
diisiintildiiglinde halk saglig1 a¢isindan 6nemli bir risk faktorii olabilecegi
degerlendirildi.

Mikrobiyotada yer alan enterokoklarin peynirlerde aromanin gelismesine
onemli katkida bulundugu bilinse de firsat¢i patojen olmalari ve antibiyotik
direnglilikleri sebebiyle starter kiiltiir kombinasyonlarinda yer almalari
siipheyle karsilandiklar1 degerlendirildi.

izole dilen suslar ile Mihali¢ Peynir florasma &zgii bir veri tabam
olusturuldu. Elde edilen suslar *Siit Uriinleri Gen Bankas1’’ biinyesinde
kayit ve muhafaza altina alinarak ileride caligmalar ve starter olarak

kullanimlarina iligkin 6n hazirlik yapildi.
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