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OZET

GELENEKSEL PEYNIRLERDEN PROBIYOTIK OZELLIKTEKI LAKTIK ASIT
BAKTERILERININ IZOLASYONU VE KARAKTERIZYONU
Sarhan MOHAMMED
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
GIDA MUHENDISLIGi ANA BILiM DALI
Yuksek Lisans, Ocak/2021
Danigsman: Prof. Dr. Ahmet Hilmi CON

Samsun ilinde geleneksel olarak tiretilmis 25 peynir 6rnegi probiyotik LAB
izolasyonu i¢in kaynak olarak kullanilmistir. Peynir 6rneklerinin pH degerlerinin 4,39-
6,70 pH; toplam asitlik degerlerinin %0,09-1,59; tuz iceriklerinin %3,86-15,80; kuru
maddede tuz iceriklerinin 9%05,76-24,04; kurumadde iceriklerinin %45,23-83,69;
laktobasil sayilarinin <2,00-8,16 log kob/g; laktokok/streptokok sayilarinin <2,00-
8,01 log kob/g; maya kiif sayilarinin <2,00-7,01 log kob/g; S. aureus sayilarinin <2,00-
5,97 log kob/g; koliform grubu bakteri sayilarinin da <1,00-4,35 log kob/g arasinda
degistigi saptanmustir. Orneklerden sadece bir tanesinin 1,00 log kob/g diizeyinde E.
coli igerdigi belirlenmistir.

Peynir orneklerinden antimikrobiyal aktiviteye sahip LAB izolasyonu igin
yaklagik 2500 muhtemel LAB kolonisinin antimikrobiyal aktivitesi indikator
mikroorganizmalar E. coli ATCC25922 ve B. cereus NRRL B-3711 kullanilarak agar
spot testi ile taranmis ve antimikrobiyal aktivite zonuna sahip 162 koloniden muhtemel
LAB izole edilmistir. Bu izolatlar c¢ogaltilip, saflastirillip LAB olduklar
dogrulandiktan sonra ayn1 indikator organizmalara karsi tekrarlanan agar spot testi ve
yeni uygulanan kuyu difuizyon testi sonucu; yeniden gerceklestirilen agar spot testinde
E. coli ATCC25922’ye karsi %98,15’inin, B. cereus NRRL B-371’¢ Kkarsi
%97,53 tiniin; kuyu difiizyon testinde de E. coli ATCC25922’ye kars1 %32,72’inin, B.
cereus NRRL B-371’e karst %31,48’inin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
saptanmistir. Uygulanan agar spot ve kuyu difiizyon testleri dikkate alinarak ¢alismada
kullanilmak iizere yiiksek aktiviteye sahip 12 adet LAB izolat1 segilmistir. Se¢ilen
antimikrobiyal aktiviteli LAB izolatlarinin 2 adedi L. pentosus, 1 adedi L. coryniformis
subsp. torquens, 4 adedi E. durans, 3 adedi E. faecium, 1 adedi E. faecalis ve 1 adedi
de E. gallinarum olarak tanimlanmistir. Tanimlanan bu izolatlarin probiyotik
ozelliklerinin tespiti i¢in gergeklestirilen gastrik suya, safra tuzuna ve antibiyotige
dayaniklilik; farkli pH, sicak ve tuz konsantrasyonlarinda gelisme; laktik asit {iretim
ve proteolitik aktivite diizeyleri; B-Galaktosidaz ve glukozdan gaz (retim
yeteneklerinin belirlenmesi sonucunda E. faecium S1113, E. durans S104, E. durans
S1121 ve E. durans S202’tin en iyi probiyotik ozelliklere sahip olduklar1 ortaya
konulmustur.

Anahtar Sozcukler: Probiyotik, Laktik asit bakteri, Geleneksel peynir, PCR.



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF PROBIOTIC LACTIC ACID
BACTERIA FROM TRADITIONAL CHEESE
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In the present study, traditionally procured 25 cheese varieties from different
regions of Samsun used as a source for probiotic LAB isolation. The pH values of the
cheese samples were between 4.39-6.70 pH; acidity level 0.09-1.59%; salt contents
3.86-15.80%; salt content in dry matter 5.76-24.04%; dry matter 45.23-83.69%;
lactobacilli <2.00-8.16 log cfu/g; lactococci / streptococci <2.00-8.01 log cfu/g; yeast
and mold <2.00-7.01 log cfu/g; S. aureus <2.00-5.97 log cfu/g; Coliform bacteria
<1.00-4.35 log cfu/g. E. coli was detected only in one sample 1.00 log cfu/g.

Agar spot tests were used to study the antibacterial activity of approximately
2500 LAB strains isolated from cheese samples. In all,162 strains of lactic acid
bacteria were shown to produce inhibition zones against indicator strains E. coli
ATCC25922 and B. cereus NRRL B-3711. Isolates displaying antibacterial activity
were purified and confirmed as LAB, repeated agar spot and well diffusion tests were
applied to determine the antibacterial activity of LAB against the same indicator
organisms. As a result of reiterated antimicrobial activity tests; 98.15%; 32.72%;
against E. coli ATCC25922, 97.53%; 31.48% against B. cereus NRRL B-371,;
determined with antimicrobial activity via agar spot and well diffusion test,
respectively. Considering the result of the agar spot and well diffusion tests, 12 LAB
isolates (2 L. pentosus, L. coryniformis subsp. torquens, 4 E. durans, 3 E. faecium, E.
faecalis and E. gallinarum) with high activity were used in further analysis. The
suitable properties of potential probiotic strains were tested for bile and gastric juice
tolerance, antibiotic resistance, survival at different temperatures, pH ranges, salt
concentrations, acid-producing ability, proteolytic activity, [-galactosidase
production, and the ability to produce gas from glucose. The strains with the best
potential as starter culture were E. faecium S1113, E. durans S104, E. durans S1121,
and E. durans S202.

Keywords: Probiotic, Lactic acid bacteria, Traditional cheese, PCR.
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1. GIRIS

Yasamin surdlriilmesi ve sagligin korunmasi i¢in yeterli ve dengeli bir sekilde
alinmas1 gerekli besin 6gelerini igeren gidalarimiz igerisinde siit ve siit tiriinleri ¢ok
O6nemli bir grubu olusturmaktadir. Siit ve siit tirlinleri, igerdigi besin maddeleri ile zeka
ve vicut gelisimine 6nemli katkilar1 olan ¢ok degerli ve vazgec¢ilmez bir temel gida
kaynagidir. Bu grup gidalar igerisinde de tiim diinyada en yaygin iiretilen ve tiiketilen

peynirlerdir.

Gilintimiizde gidalar tiliketiciler tarafindan yalnizca lezzet ve besin igerikleri ile
degil, aym1 zamanda fonksiyonel ozelliklerine bakilarak da degerlendirilmektedir.
Tiiketici bilincinin ve saglikli gidalara olan yonelimin artmasiyla beraber ‘saglik
uzerinde pozitif etkiler olugturmay1 hedefleyen gidalar’ olarak tanimlanan fonksiyonel
gidalarin tiretimi hiz kazanmistir (Wang et al., 2010). Fonksiyonel gidalar igerisinde
de st ve sit drinleri en Onemli grubu olusturmaktadir. Probiyotik
mikroorganizmalarin fermente siitler ve yogurt iiretiminde kullanilmasi veya bu
tirtinlere gesitli sekillerde ilavesi tizerine ¢ok sayida arastirma ve ticari uygulama
mevcut olmasina ragmen, so6z konusu lriinler bazi probiyotik mikroorganizmalarin
yuksek seviyede bulunmasi ve canliliklarini siirdiirebilmesi i¢in optimum bir ortam
saglamamaktadir. Bu noktada alternatif bir yaklasim olarak probiyotik
mikroorganizmalarin peynir ve peynir benzeri triinlere ilavesi fikri gindeme gelmistir
(Gursoy ve Kinik, 2006).

Gilinlimiizde fonksiyonel gidalarin tiiketimine olan yonelim, bunlarin {iretiminde
kullanilacak starter kiiltlirlerin se¢iminde probiyotik ozelliklere sahip olmasimi da
onemli kilmis ve beraberinde starter seg¢imlerinde yeni kriterlere dikkat edilmesi
gerekliligini getirmistir. Fonksiyonel gidalarin iiretiminde kullanilan probiyotik
mikroorganizmalarin tiiketiciler tizerindeki olumlu saglik etkilerinin yani sira tiriiniin
Ozelliklerinde olumsuz degisime neden olmamasi, hatta ilave teknolojik ve ekonomik
yararlar saglamasi, yeni fonksiyonel gidalarin gelistirilmesinde son derece kritik bir

olgu olarak ortaya ¢ikmistir (Wang et al., 2010).

Probiyotik mikroorganizmalar; insan ve hayvanlarin dogal mikloflorasina ait
ozellikleri gelistiren, tiikketimleri sonucu agizda, sindirim sisteminde, {ist solunum
yollarinda ya da iirogenital kanallarda yararl etkileri ile konak¢inin sagligini koruyan,

buralarda olusan enfeksiyonlarin iyilesmesine katkida bulunan, tek veya karisik olarak

1



kullanilabilen kilttrlerdir (Kutlk, 2015). Guntimuzde probiyotik bakteriler denilince
ilk akla gelen gruplar bifidobakteriler ve laktik asit bakterileri (LAB) olmaktadir.
Bununla birlikte, stafilokoklar, basilluslar, mayalar, vb. bircok gruptan

mikroorganizma bulunmaktadir.

Bircok probiyotik tur iceren LAB fermente sut drdnlerinin Gretimi ve
olgunlagmasinda biiyiik 6nem tasiyan mikroorganizmalardir (Morandi et al, 2006).
Peynir teknolojisinde de Urline dinamizm kazandirarak bir¢ok bilimsel disipline
calisma olanagi saglayan laktik asit bakterilerini (Gursoy ve Kinik, 2006) teknolojik
oneme sahip kilan 6zellikleri arasinda; aroma gelistirme yetenegine sahip olmalari,
bakteriyosin ve ekzopolisakkarit olusturabilmeleri, bakteriyofajlara  olan
direnclilikleri, laktoz ve sitrat metabolizmalari, antibiyotik ve agir metallere direncleri

gibi 6zellikleri basta gelmektedir (Morandi et al., 2006).

Insan gastrointestinal yolu da LAB’ni iceren onemli bir kaynaktir.
Gastrointestinal yol; gastrointestinal epitel ve bagisiklik hiicreleri ile yerlesik
mikrobiyotay1 iceren, 10*3-10% hiicreden olusan karmasik bir ekosistemdir (Quinto et
al., 2014). Mikrobiyota ad1 verilen ve memeli bagirsagini kolonize eden yaklasik 10
mikroorganizma konak¢1 saglhigima olumlu katkida bulunmaktadir. Yerlesik
gastrointestinal mikrobiyota, patojenik mikroorganizmalara kars1 koruyucu bir bariyer
saglamaktadir. Bu mikroorganizmalar arasinda yer alan LAB, viicut ve gida ile
etkilesim halinde bulunmaktadir (Kamada et al., 2013). ince bagirsaklarin ana
sakinleri Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacteroides ve Streptococcus (103-10%
kob/g) cinsleri iken; kalin bagirsak ¢ok daha yiiksek sayilarda ve gesitlilikte cinsleri
(Bacteroides, Fusobacterium, Lactobacillus, Bifidobacterium ve Eubacterium; 101! —
10*? kob/g) icermektedir (Biedermann and Rogler, 2015; Quinto et al., 2014).

Tarih boyunca insan kiiltiirii ve refahi ile yakindan iligkili olan LAB giiniimiizde
de yasamlarimiza miidahale eden, fermente gidalarin duyusal, kalite ve giivenlik
ozelliklerine olumlu etkileri olan endiistriyel olarak en 6nemli bakteri gruplarindan
birisidir. Bu organizmalar; gida iiretimi, saghigin iyilestirilmesi ve makromolekiiller
ile enzim ve diger metabolitlerin {iretimi olmak {izere bir¢ok alanda uzun zamandir
kullanilmakla birlikte halen gida biyoteknolojisi uygulamalarinda gelisme potansiyeli
bulunmaktadir. Bunun gergeklesmesi i¢in yeni LAB suslarini kesfetmek ve karakterize
etmek gerekmektedir (Holzapfel and Wood, 2014). Gida teknolojisinde 6nemli rol

oynamis ve insan tarafindan gida iiretimi ve gida muhafazasi i¢in uzun bir kullanim
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gecmisine sahip LAB’nin dogal suslarinin geleneksel {iriinlerden izolasyonu iglemleri,
gida fermantasyonlart igin starter kiiltiirleri elde etmede halen basvurulan klasik bir

yontemdir (Bettache et al., 2012).
1.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri uzun yillardir iizerinde ¢alisilan bir grup olmasi dolayist
ile mikrobiyoloji biliminin dogusu ile birlikte bir¢cok bilgi edinilmis ve
siiflandirilmistir. Zamanla artan bilgi birikimi ve gelisen laboratuvar teknikleri ile ilk
siniflandirmalarda zamanla degisimler meydana gelmistir. Giinlimiize yakin olarak
yapilan bir smiflandirmada LAB; Firmicutes subesinin, Bacilli smnifinin,
Lactobacillales takiminin altinda gruplandirilmistir (Holzapfel and Wood, 2014).
Giderek genisleyen bu grup iginde genis bir ¢esitlilik gosteren LAB'nin taksonomik
tanimlamasi, alt1 familya igerisinde: Aerococcaceae (7 cins), Carnobacteriaceae (16
cins), Enterococcaceae (7 cins), Lactobacillaceae (3 cins), Leuconostoccaceae (cins)
ve Streptococcaceae (3 cins) (Tablo 1.1) olmak Uzere toplam 40 cins icermektedir
(Garrity and Holt, 2001; Holzapfel and Wood, 2014).

Laktik asit bakterileri, kok, comak veya ovoid seklinde bulunabilmekte, gelisme
sicakliklar1 bakimindan termofil ve mezofil 6zellik gostermektedirler. LAB'nin farkli
sicaklik derecelerine (0-50°C), yiiksek tuz konsantrasyonlarina (%25 NaCl), diisiik ve
yiksek pH degerlerine (2,8-9,6 pH) ve farkli safra tuzu konsantrasyonlarina
dayanikliliklar1 farkli habitatlarda bulunmalart ile iliskilendirilmektedir. Glikozu
karbon kaynagi olarak kullanan laktobasiller homo ve heterofermentatif olarak
parcalamakta ve son fermantasyon iriinii olarak laktik asit olusturmaktadirlar
(Darsanaki et al., 2013).

LAB, siit iiriinleri, tahil iriinleri, et ve balik iiriinleri, bira, sarap, meyve ve
meyve sulari, salamura sebzeler, piire, lahana tursusu, silaj ve eksihamur gibi
karbonhidrat igeren substratlarin bulundugu zengin habitatlarda bulunurlar (Dworkin
et al., 2006). Gidalarda bulunan baz1 LAB tiirleri ve bunlarin segilmis birkag klasik
fenotipik 6zelligi ile asir1 kosullarda g¢ogalma/tolerans 6zelliklerinin habitatlar1 ile
iliskilendirilmis 6rnekleri Tablo 1.2 ve Tablo 1.3’te 6zetlenmistir (Holzapfel and
Wood, 2014).



Tablo 1.1. Laktik asit bakterilerinin simiflandirilmas: (Holzapfel and Wood, 2014)

Familya Cins Tip turd Tiir sayisi
Abiotrophia Ab. defectiva 1
Aerococcus Ae. viridans 7
Dolosicoccus Dc. paucivoran 1
Aerococcaceae Eremococcus Ere. coleocola 1
Facklamia F. hominis 6
Globicatella Glo. sanguinis 2
Ignavigranum Ig. ruoffiae 1
Alkalibacterium Alk. olivapovliticus 9
Allofustis Af. seminis 1
Alloiococcus Ai. otitis 1
Atopobacter Ap. phocae 1
Atopococcus Ac. tabaci 1
Atopostipes At. suicloacalis 1
Bavariicoccus B. seileri 1
Carnobacteriaceae Carnobacterium C. divergens 10
Desemzia D. incerta 1
Dolosigranulum Dg. pigrum 1
Granulicatella Gra. adiacens 3
Isobaculum Is. melis 1
Lacticigenium Lg. naphtae 1
Marinilactibacillus M. psychrotolerans 2
Trichococcus (incl. Lactosphaera)  Tr. flocculiformis 5
Catellicoccus Cat. marimammalium 1
Enterococcus Ent. faecalis 43
Enterococcaceae I\/_Ie_lissococcus Me. plut_o_nius 1
Pilibacter Pi. termiti 1
Tetragenococcus Tet. halophilus 5
Vagococcus V. fluvialis 8
Lactobacillus Lb. delbrueckii 151
Lactobacillaceae Paralactobacillus Pl. selangorensis 1
Pediococcus Ped. damnosus 11
Fructobacillus Fru. fructosus 5
Leuconostoc Leuc. mesenteroides 13
Leuconostocaceae .
Oenococcus O. oeni 2
Weissella W. viridescens 15
Lactococcus Lc. lactis 7
Streptococcaceae Lactovum Lv. miscens 1
Streptococcus Str. pyogenes 78
Diger ‘LAB’ Bifidobacterium Bif. bifidum 41




Tablo 1.2.

Gida drneklerinde bulunan bazi1 LAB tiirlerinin bazi klasik fenotipik 6zellikleri

Fenotipik o . -
Azellik Deger Organizma Bulundugu Gida
pH 2,8 Lb. suebicus Elma Sarabi/ Armut Piiresi
- pH 3,2 Lb. acetotolerans Piring Sirkesi
Diisik pH — Mide / Ust Oniki Parmak
pH ~3,0 Lb. acidophilus SR
Bagirsagi
Yiksek pH pH 9,6 Ent. faecium Soya'nin Bacillus Fermantasyonu
Safra K Fizyolojik C. divergens Et
tuzlar ve onsantrasyon . _ '
ankreas Lb. acidophilus Ince Bagirsak
P Lb. reuteri /Lb.
suyu .
paracasei
%18-24 Tet. muriaticus Tuzlu Fermente Balik
0,
Tuz (NaCl) %26,4 C. viridans Vakumlu Bologna
(Tolerans)
Disiik 0-2°C Leuc. gelidum Sogukta Depolanan Vakumlu Et
sicakliklar '
Yiiksek 55°C Lb. delbrueckii Emmental Tipi Peynir
50°C’ye kadar Str. thermophilus Italyan Tipi Sert Peynirler
sicakliklar -
Lb. helveticus
Nitrit >150 ppm Cesitli LAB Islenmis Et
Sorbik asit Cesitli LAB
>2 g/kg
Korunmus Meyve Sulari
. Ped. damnosus
Serbetgiotu ., s
. X 55 ppm iso-a- Ped. claussenii .
direnci - . Bira
asit Lb. brevis
%15 Lb. fructivorans Ketcap
Etanol %13 0. oeni Sarap
Radyasyon yD10=>1,0 . .
direnci KGy Lb. sakei Isinlanmig Et (Radurize)
. Des = 20-30 min W. viridescens Islenmis Etler
Is1l direng

Ent. faecalis




Tablo 1. 3. LAB'nin ¢ogalma/tolerans yetenekleri ve habitatlari ile iliskilendirilmesi (Holzapfel and Wood, 2014)

[}
N g s v o 0
8 % & T EB E &
g ¢ §, £ &8 =8 ¢
= SE & zg £ S S S
=] X 5 s 2 & = O &) < £
. . B =] S o = © = o S s Z =
Familya Cins Morfoloji = 05 a S8 < = 0 5 5
Aerococcus Koklar, oval, - - TE + —/+ + - 35-44,4
tek/cift/dortli
Dolosicoccus Koklar, - - TE —/+ - —/+ 35-40
Aerococcaceae tek/cift/zincir/grup
Facklamia Ovoid kokilar, - - TE + TE - +/— 41-42
cift/kiime/zincir
Carnobacterium Cubuklar, tek/cift/zincir + - +/— —/+ +b + - 32-44
Carnobacteriaceae Marinilactibacillus Diz gubuklar, tek/cift +/—- +/- + + + + + 34,6-36,2
Trichococcus Koklar, tek/cift/zincir +/— +/— —¢ — + + - -
Enterococcus Oval koklar, —/+2 - + + + + 32,5-44.9
Enterococcaceae cift/zincir/kiguk grup
Tetragenococcus Koklar, tek/cift/dortli - - + + - —/+2 34-44,5
Lactobacillus Kisa ve uzun ¢ubuklar, —/+2 —/+2 - —/+8 —/+8 —/+2 —/+2 32-55
. diiz veya diizensiz,
Lactobacillaceae tek/cift/zincir
Paralactobacillus Cubuklar - - TE - - TE - 46
Fructobacillus Cubuklar, tek/cift - + TE TE - TE - 43-44
Leuconostoc Oval koklar, ¢ift/zincir - + TE TE - +/-2 +/-2 38-44
Leuconostocaceae Weissella Kisa cubuk veya oval, - + TE +/— +/-2 +/-2 +/-2 37-47
cift/kisa/zincir
Streptococcaceae Lactococcus Oval koklar, ¢ift/zincir - - - - +/=2 -2 - 34-43
Streptococcus Oval koklar, ¢ift/zincir - - - +/-8 - —4 - 33-46

(a) Bazi tiirler/suslari. (b) C. viridans hari¢ tum turler arginin hidrolaz pozitif. (c) T. patagoniensis hari¢. TE: Tespit edilmed.



Laktik asit bakterileri DN A'larinda diisiikk G+C oranina (<%55) sahiptirler (Sekil
1.1) (Wood and Holzapfel, 1995). Morfolojik, metabolik ve fizyolojik
karakteristiklerine gore; Gram pozitif, katalaz negatif, sitokrom icermeyen, aerobik
olmayan ama aerotolerant olan, hareketsiz, spor olusturmayan, karbonhidrat
fermantasyonunda son iriin olarak laktik asit treten bakteriler seklinde
tanimlanabilirler (Cai et al., 2012).

Leuconostoc,
Iy.actobactllus Diisiik G+C
. \.. Lactobacillus,
Yiiksek G+C \ Pedjococcu
! -\ Streptococcus
Atopobium | \ /
7 Lactococcus
Bifidobacterium
»Enterococcus
S. aureus
Corynebacterium\"\ B. subtilis

Propionibacterium

E. coli

Sekil 1.1. Laktik asit bakterilerinin filogenetik pozisyonu

Laktik asit bakterileri “giivenli bakteriler” olarak kabul edilirler. Koruyucu
kiiltiir olarak gidalarda bulunan patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmalari inhibe
etmek ve/veya raf dmrunu uzatmak icgin; starter kiiltiir olarak da gidanin duyusal
oOzelliklerinde olumlu degisimleri saglamak igin kullanilirlar (Ashm, 1994). LAB,
gelisme icin zengin besinlere (karbonhidratlar, aminoasitler, vitaminler, mineraller)
ithtiyag duyarlar. Sekerlerin laktik aside doniistiiriilmesi olarak tanimlanabilecek
“laktik asit fermantasyonu” dikkate alinarak zorunlu homofermentatif, zorunlu
heterofermantatif ve fakiltatif heterofermentatif olarak ii¢ gruba ayrilirlar (Tablo 1.4)
(Holzapfel and Wood, 2014).



Tablo 1.4. Laktik asit bakterilerinin fizyolojisi (Holzapfel and Wood, 2014)

Metabolizma

Metabolik Yol

Organizma

Karbonhidrat
Metabolizmasi

Pentoz Fermantasyonu

Disakkarit
Fermantasyonu

LAB Metabolik
Kategorileri

Piruvat Metabolizmasi
Piruvat Format Liyaz

Piruvat Dehidrojenaz
Piruvat Oksidaz
Elektron Alicilar
Malat Metabolizmast

Sitrat Metabolizmasi

Arginin Metabolizmasi

Aminoasit Gereksinim

Proteoliz

Lipoliz

Homolaktik fermantasyon (EMP)

Heterolaktik fermentasyon

Homolaktik Pentoz fermantasyonu

Pentoz fosfat yolu (laktik asit, son Griin)

6-Fosfoglukonat ya da Pentoz fosfat

Obligate Homofermantatif LAB

Fakiiltatif Heterofermentatif LAB

Obligate Heterofermentatif LAB

Heterofermentatif

Fakultatif ve Obligate
Heterofermentatif

Heterofermentatif yol (Aerobik)
Piruvat — Asetat + CO; + H20,
Heterolaktik fermantasyonu
Heterofermentatif

Elektron alicilar

Arginin—» Ornitin + CO, + ATP + 2
NHs

L-Glutamik asit, L-izoldsin, L-16sin

L-Metionin, L-tirozin ve L-triptofan

Proteolitik yol (Proteinaz)

Lipoliz yolu (Lipaz)

Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Streptococcaceae.

Leuconostocaceae, Lactobacillus
Lb. vini
Lb. plantarum NCIMB 8826

Siit Girtinleri ve Eksi hamur LAB

Lactobacillus

Enterococcus, Lactococcus, Lactovum,
Paralactobacillus, Pediococcus,
Streptococcus, Vagococcus, grup Il
Lactobacillus spp.

Leuconostoc, Oenococcus, Weissella,
grup 11 Lactobacillus spp.

Lc. lactis subsp. lactis

Alkalibacterium, Marinilactibacillus,
Trichococcus

Heterofermentatif LAB

Lb. plantarum

Heterofermentatif LAB

Oenococcus oeni, E. faecalis, L. casei
Birka¢ LAB

Birkac fakiiltatif heterofermentatif
LAB

Cesitli heterofermentatif LAB
Her LAB
Birka¢ LAB

Lb. lactis, Lb. helveticus, Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus, S.
thermophilus

E. faecalis, E. faecium, Lb. casei, Lb.
plantarum

Gidalarda, gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmalari inhibe

etmek ve/veya raf omriinii uzatmak i¢in kullanilan ve gidanin duyusal 6zelliklerinde

degisime sebep olmayan koruyucu Kkiiltirler icerisinde en 6nemli grubu LAB

olusturmaktadir. LAB’nin antagonistik etkisi; diger mikroorganizmalarla besin 6geleri

igin yarisma ya da organik asit (asetik, propiyonik ve laktik asit gibi), hidrojen

peroksit, antimikrobiyal enzimler, diasetil ve bakteriyosinler gibi bir veya daha fazla



antimikrobiyal aktiviteye sahip bilesikler iiretmelerinden kaynaklanmaktadir
(Devlieghere et al., 2004; Tyopponen et al., 2003). Gida koruma araci olarak
ylzyillardir kullanilan, ayn1 zamanda siit iirlinleri, sebzeler, et ve balik gibi gidalarin
besin degerini de artiran laktik asit fermantasyonunu yiiriiten birincil organizmalar
LAB’dir (Gim, 2015). Fermantasyon siirecinde gerceklesen organik asit iiretimi,
proteolitik aktivite, antimikrobiyal maddelerin sentezlenmesi, sitrat metabolizmasi ve
ekzopolisakkarit Gretimi gibi cok 6nemli olaylar ile bu kdltdrlerin probiyotik nitelikler
de tasimasi son yillarda lizerinde ¢ok durulan bir konudur. Bu nedenle, gida
endistrisinde yaygin olarak kullanilan ve aym1 zamanda insan ve hayvan
mikroflorasinin yaygin bir pargasi olan LAB endiistriyel agidan da biiyiikk 6nem

tasimaktadirlar.
1.2. Probiyotikler

Probiyotik kelimesi “Pro” (Lehine) ve “Biyotik” (Yasam) kelimelerinden
olugmaktadir. Ancak, “probiyotikler bagirsak mikroflorasin1 olumlu yonde etkileyen
canli mikroorganizmalardir” tanimi kelimenin anlamin1 kisitlamakta ve probiyotik
olarak tanimlayabilmek igin istenilen etkileri ortaya koyabilecek probiyotik canli
bakteri dozu saglanmasin1 gerektirmektedir (FAO/WHO). Ayrica, probiyotiklerin
giivenliginin de degerlendirilmis ve dogrulanmis olmasi gerekmektedir. Cogu
probiyotik bakteri "Genel Olarak Guvenli Olarak Kabul Edilen" (GRAS) statisi
kazanmistir (Mathur and Singh, 2005). Probiyotik ifadesi muhtemelen ilk kez 1953'te
Kollath tarafindan tanimlanmistir (Kotozyn-Krajewska and Dolatowski, 2012). Yem
takviyeleri ile ilgili 'probiyotik' kelimesi sadece 1974'ten kalma olsa da canl
mikrobiyal yem takviyelerinin tarihi binlerce yil 6ncesine dayanmaktadir (Fuller,
1992). Sadece temel besinleri saglamakla kalmayan, ayn1 zamanda saglik Uzerinde
olumlu etkilere de sahip olan gidalar “fonksiyonel gidalar” olarak
adlandirilmaktadirlar. Gilinlimiizde, insan sagligmin gelistirilmesi ile iligkili yeni
fonksiyonel gidalara biiyiik ilgi duyulmaktadir. Ozellikle, yararli saglhk etkileriyle
iligkilendiren yaymlanmis ¢ok sayida calisma nedeniyle, tuketicilerin probiyotik
igeren gida iirlinleri i¢in siirekli artan bir tercihi vardir (Aureli et al., 2011; Tokatl: et
al., 2015).

LAB, probiyotik olarak kullanilan en yaygin mikroorganizmalardir (Rivera-
Espinoza and Gallardo-Navarro, 2010). Lactobacillus ve Bifidobacterium, gida

endiistrisinde en ¢ok arastirilan ve yaygin olarak kullanilan cinslerdir (Gim, 2015).



Probiyotik mikroorganizmalarin faydali etkilerini verebilmeleri i¢in 6ncelikle midenin
asidik kosullarina ve safra tuzlarina direngli olmalar1 gerekmektedir. Daha sonra da
gastro-intestinal kanalin bu boliimlerinden canli gegen hiicrelerin bagirsak mukozasina
yapismasi ve kolonda kolonize olmasi veya en azindan belirli bir siire kolonize olmasi
gerekmektedir (Saxami et al., 2012). Bu nedenle probiyotik gida iiriinlerinin yeterli
miktarda (en az 10° - 10’ kob/g ) canli probiyotik mikroorganizma igermesi
gerekmektedir (Gim, 2015; Oliveira et al., 2002).

Probiyotik mikroorganizmalarin iddia edilen saglik faydalari: gastrointestinal
sistemdeki mikrobiyal dengenin dizenlenmesi, serum kolesterol seviyelerinin
azaltilmasi, laktoz intolerans1 semptomlarinin hafifletilmesi, kolon kanseri riskinin
azaltilmasi, besinlerin biyoyararlaniminin arttirilmasi, duyarli bireylerin bagisiklik
sisteminin gii¢lendirilmesi ve kalsiyum emiliminin iyilestirilmesidir. Probiyotiklerin
olasi etkileri ile kanitlanmis etkileri Tablo 1.5°te verilmistir (Argyri et al., 2013;
Gaelle, 2001; Yoon et al., 2006).

Tablo 1.5. Probiyotiklerin tasimasi gerekli 6zellikleri ile olas1 ve kanmitlanmus etkileri

Probiyotik Gereksinimleri Olasi Etkiler Kamitlanms Etkiler
Verimlilik ve giivenlik Bazi kanserojen mikroorganizmalarin ~ Bagigikligin gii¢lendirilmesi
Patojenik etki bulunmamasi etkisini azaltmak Bagirsaklardaki patojenlere

Mide suyu ve safra direnci Enfeksiyonlara karsi direnci arttirmak  etkileri

Bagirsak epitelin Alerjik reaksiyonlari bastirmak, Yiizeysel mesane
TN bagirsak mikroflorasini giiclendirmek  timdrlerinin niksiiniin
yapisabilme
azaltilmasi

Inflamatuar barsak hastalig1 olan
hastalarin yasam kalitesini RotavirUs ishali icin tedavi
iyilestirmek stiresinin kisaltilmasi

Insan kaynakli olma
(Tercihan)

Laktoz intoleransi
belirtilerinin hafifletilmesi

Probiyotiklerin saghig: gelistirici 6zellikleri cogunlukla: (i) Salmonella, Shigella
ve Helicobacter gibi patojenik organizmalarin biyime inhibisyonu (Macfarlane and
Cummings, 2002), (i) Laktoz intoleransi semptomlarini azaltmasi (Li et al., 2012).
(111) Bagisiklik sisteminin giiglendirilmesi, (iv) Antikarsinojenik ve antimutagenik
aktiviteler (de Moreno de LeBlanc ve LeBlanc, 2014) ve (v) Gastrointestinal (Gl)

bozukluklarin hafifletilmesi gibi etkilerle iliskilendirilmektedir.
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1.3. Peynir

Laktik asit bakterileri genellikle besin icerigi bakimindan zengin olan
ortamlarda, 6rnegin siit, et ve sebzelerde bulunmaktadirlar. Sit, icerdigi besin
maddeleri nedeniyle insan igin degerli bir besin oldugu kadar mikroorganizmalar igin
de uygun bir tireme ortami olusturmakta ve bu nedenle dayaniklilik siiresi de oldukga
kisa olmaktadir. Siitin dayaniklilik siiresinin uzatilabilmesi ancak siit trinlerine
islenmesiyle miimkiin olmaktadir. Siit iriinleri i¢inde en yaygin olarak bilinen ve en
fazla tretileni peynir olusturmaktadir (Karagol, 2017). FAO istatistik veri tabaninda
diinya toplam siit tiretimi 2019 yilinda %1,4 oraninda artarak yaklasik 852 milyon tona
ulasmistir. Diinya toplam siit tiriinleri ihracati 2019 yilina gore ylzde 1,0 artarak ve

76,7 milyon ton tiretilmistir (FAO, 2020).
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Sekil 1.2. Bolgelere gore diinya siit iiretimi (A) ve siit tirlinleri ihracati (B)

Milyon ton
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Avrupa
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Afrika
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Dinya toplam peynir liretimi 2017 yilinda 21,1 milyon ton olarak gerceklesmis
ve bir onceki yila gére %2,6 oraninda artmistir (Anonim, 2018). Diinya peynir

tiretiminde son yillardaki artis egilimi Tablo 1.6’da 6zetlenmistir (FAO, 2020).

Tablo 1.6. Diinya peynir tiretimi

Pevnir Uretim Yih
y 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Uretim Miktar1 (milyon ton) 18,1 18,4 18,8 19,0 19,5 20,1 20,6 21,1

Diinya siit dis ticaretinde en ¢ok iglem goren iiriinlerden olan peynir, toplam 32
milyar dolarlik ihracat hacmiyle toplam siit ithracatinin %37'sini olusturmaktadir.
Diinya Ticaret Orgiitii tarafindan birlestirilmis mal siniflamasia gére peynir ihracati
5 farkli simifa ayrilmaktadir. Bu siniflara giren peynirlerin siit {irlinleri ihracati

icerisindeki oranlar1 da; taze peynir ig¢in %21, eritme peynir i¢in %9, rendelenmis
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peynir i¢in %6, mavi damarli peynir icin %2 ve diger peynirler icin %62 olarak
verilmektedir. Diger peynirler basligi altinda ¢ogunlukla yerel ve cografi olarak
isaretlenmis gravyer, cheddar, tilsite, feta gibi peynirler bulunmaktadir (Anonymous,
2014).

Diinya genelinde bilinen peynir ¢esiti sayist 2000 civarindadir. Bu gesitlilik,
peynirlerin genis bir lezzet ve tekstiir gesitliligi gostermesinden, hammadde farkindan,
uluslarin  tiiketim  aligkanliklarindan ~ ve  hatta  yoresel aliskanliklardan
kaynaklanmaktadir (Karagol, 2017). Insanligin eski kiiltiirel mirasinin bir pargasi olan
ve ¢aglar boyunca zevkle tiiketilen bir gida maddesi olan, farkli sekil, renk, lezzet ve
yapiya sahip, Fransa'da 350 (Masui and Yamada, 2000), italya'da 200 (Piumatti et al.,
2006), Ispanya’da 50, isvicre’de 20 ve Tiirkiye'de 130'dan fazla peynir gesiti
bulundugu bildirilmektedir (Kamber, 2015).

Turkiye'de de peynir Gretimi sit endistrisinin en énemli kollarindan birisidir.
Bununla birlikte evlerde de salamura beyaz peynir iretimi olduk¢a yaygindir.
Birbirinden c¢ok farkli ev sartlarinda {retilen bu peynirlerin kimyasal ve
mikrobiyolojik ~ Ozellikleri ~de  birbirinden  ¢ok  onemli  farkliliklar
gostermektedir. Tiirkiye'de Adam (1974) 33 cesit peynir; (Unsal, 1997) yaklasik 230
cesit peynir; Anonymous (2015) ise 193 cesit peynir iiretildigi bildirilmektedir. TUIK
veri tabaninda; yumusak (%14,82), orta yumusak (%36,36), sert (%11,40), orta sert
(9%33,79), ekstra sert (%3,24) ve kesilmis siitten (%0,36) olmak tizere 6 sinifta peynir
tretildigi bildirilmektedir (Anonim, 2014). Kamber (2007), Turkiye'de uretilen
peynirlerin %601 beyaz peynirin, %17'sini kasar peynirinin, %]12'sini tulum ve
Mihali¢ peynirinin ve kalan %]11'ini de diger yerel peynirlerin olusturdugunu rapor

etmistir.

Tiirkiye’de peynir liretimi ¢ogunlukla (%95,2) inek siitiinden yapilmaktadir.
Tiirkiye’nin toplam peynir tiretimi, 2018 yilinda bir 6nceki yila gére %9,5 artisla
756000 ton olarak hesaplanmistir (Anonymous, 2018). Tiirkiye’de 2018 yili itibariyle
kisi basmna diisen yillik peynir tiikketiminin 18,4 kg oldugu tahmin edilmektedir.
Uluslararas1 is gelistirme ticaret istatistiklerine goére de 2018 yilinda Tiirkiye nin
peynir ihracatinin 50.669 ton (166,536,000 $); ithalatinin da 8.412 ton (34,708,000 $)
olarak gergeklestigi bildirilmektedir (Anonim, 2018). Tiirkiye, peynir dis ticareti
agirlikli olarak diger peynirler diye siniflanan yerel peynirlerden, eritilmis

peynirlerden ve bolgesel ve cografi olarak isaretlenmis tiriinlerin siniflandirildig: taze
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peynirlerden olugsmaktadir. Taze ve eritme peynirlerde ihracat oran1 yiiksek iken, diger
peynir grubundaki yerel peynirlerin daha ¢ok ithal edildigi bildirilmektedir (Anonim,
2014). Tirkiye’de son yillarda peynir tiretimindeki degisim Sekil 1.3’te verilmistir
(Anonymous, 2018).
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Sekil 1.3. Tiirkiye’de yillara gore peynir tiretim miktarlar

Peynir; temel besin maddelerinden protein, yag, mineral madde ve vitaminler
yoniinden zengin, gidadir. Besin degeri ¢ok yiiksek ve ayrica sindirimi de kolay bir
hayvansal gidadir. Peynir, ¢esidine bagli olarak %10-35 arasinda yiiksek biyolojik
degere sahip protein icermektedir. Yine peynir ¢esidine bagl olarak; 100 g peynir
yaklasik 400-440 kalori vermektedir. Kalsiyum ve fosfor bakimindan zengindir;
ozellikle yagda eriyen vitaminler ve B grubu vitaminleri de ylksek oranda
icermektedir. Bu nedenle, 6zellikle yasl ve hastalarin giinliik diyetlerinin vazgecilmez

bir gidasi olarak goriilmektedir (Yaygin ve Kilig, 1993).

Vazgecilmez bir gida olan peynirin iretim teknolojisinde; aroma gelistirme
yetenekleri, bakteriyosin ve ekzopolisakkarit Gretimleri, bakteriyofajlara
direnclilikleri, laktoz ve sitrat metabolizmalari, antibiyotik ve agir metallere direngleri
gibi ozellikleri dikkate alinarak (Fortina et al., 2007; Morandi et al., 2006) kullanilan
LAB’nin son yillarda probiyotik 6zelliklere sahip olanlarinin se¢imine dikkat edilerek
veya ilaveten probiyotik destek kiiltiirler kullanilarak probiyotik Ozellikte peynir
tiretimi {izerine caligmalar artmaktadir. Giiniimiizde probiyotik mikroorganizma
ilavesi i¢in alternatif bir yaklagim olarak degerlendirilen peynir ve peynir benzeri
iriinlerin daha yiliksek pH degeri, yag icerigi, tamponlama kapasitesi ile oksijen
seviyesi ve depolama kosullar1 agisindan probiyotik mikroorganizmalarin uzun siire
canliliklarii  stirdiirme agisindan diger driinlerden daha avantajli  oldugu
bildirilmektedir. Ayrica sayilan 6zelliklerine ilaveten kati peynir matrisinin de hem

depolanma hem de insan viicudundan gecisi sirasinda bakterileri sivi bir ortamdan
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daha verimli bir sekilde koruyabilecegi bildirilmektedir (Kailasapathy and Chin, 2000;
Kilig et al., 2009; Vinderola et al., 2002).

Bu yaklasimdan hareketle probiyotik peynir starter/destek kultlrleri Gzerine
yapilan kapsamli arastirmalara Cheddar (Phillips et al., 2006), Gouda (Gomes et al.,
1995, 1998), Sizme (Blanchette et al., 1996; Heller, 2001) Turk beyaz (Kasimoglu et
al., 2004; Kili¢ et al., 2009), Arjantin (Bergamini et al., 2005, 2006) ve Caprine

(Gomes et al., 1998) peynirleri kullanilarak yapilan ¢alismalar 6rnek olarak verilebilir.

Yapilan ¢alismalarda, destek baslaticisi olarak bazi probiyotik mikroorganizma
suslar1 igeren peynirlerde ¢ok sayida probiyotik mikroorganizmanin varliginin aroma
ve lezzeti olumlu yonde etkileyebilecegi ve olgunlasma siiresini kisaltabilecegi
belirtilmektedir (Wang et al., 2010). Baz1 ¢alismalarda da kullanilan probiyotik
bakterilerin diger laktik asit bakterilerine kars1 giiclii bir inhibitor etki gosterdigi bu
nedenle probiyotik mikroorganizmalarin bu agidan da dikkatle degerlendirilmesinin
gerekliligine dikkat ¢ekilmistir. Bu noktalar g6z 6niine alinarak, starter veya destek
kaltdrd olarak kullanilacak probiyotik mikroorganizmalar ve/veya starter kiiltiirii

kombinasyonlarinin dikkatle se¢ilmesi gerektigi sdylenebilir (Gursoy ve Kinik, 2006).

Giliniimiizde probiyotik gidalara olan yonelimdeki artis ve bu kiiltiirlerin ithal
edildigi dikkate alindiginda; probiyotik ozellikte geleneksel gidalarin {iretimini
artirmak, standardize etmek, yerel pazarlarda rekabet giiclinii artirmak ve uluslararasi
ticaretini tesvik etmek icin Tiirkiye'nin, Codex Alimentarius standartlari, WHO, FAO
ve EFSA mevzuatlarina uygun olarak yeni starter ve probiyotik suslar gelistirmesinin
acil bir ihtiyag oldugu anlasilmaktadir. Bu ihtiyagtan hareketle bu calismada
geleneksel iiretilmis peynirlerden probiyotik laktik asit bakterilerinin izole edilerek
tanimlanmasi ve starter/destek probiyotik kiiltiir olarak dnerilmesi hedeflenmistir. Bu
kapsamda, Samsun’da on farkli bélgeden temin edilmis geleneksel iiretilmis peynirler,
probiyotik LAB kiiltiirlerinin izolasyonu igin kaynak olarak kullanilmistir. Izole edilen
probiyotik mikroorganizmalar biyokimyasal ve molekiler identifikasyon yontemleri

kullanilarak tanimlanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Calismada, Samsun ilinin 6 farkli bolgesinden, geleneksel olarak peynir tretimi

yapan toplam 25 Ureticiden toplanan peynir drnekleri materyal olarak kullanilmistir.

Tablo 2.1. Geleneksel iiretilmis peynir 6rneklerinin temin edildigi ilgeler

Ornek Ahnan ilce Ornek Sayisi (Adet)
Atakum
Bafra
Havza
Ladik
Vezirkdpri
Alacam
Toplam

NI~ owo

5

Geleneksel olarak {iretilmis beyaz peynirin mikrobiyolojik kalitesinin
belirlenmesi ve bunlardan laktik asit bakterilerinin izolasyonu, tanimlanmasi ve
muhafazasinda; de Man, Rogosa, Sharpe broth ve agar (MRS broth; Merck 1.10661ve
MRS agar; Merck 1.10660), M17 Agar (Merck, 1.15108), Fluorocult Violet Red Bile
agar (Fluorocult VRB, Merck, 1.04030), Dichloran Rose Bengal Chlorophenicol agar
(DRBC agar, Merck, 1.00466) ile Baird—Parker Agar (Merck, 1.05406) + 50 mL/L
Egg Yolk-Tellurit (Merck,1.03785) besiyerleri kullanilmistir.

LAB izolatlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde ilaveten MRS
yari-kat1 agar (MRS broth (Merck 1.10660) + %0,7 Agar (HIMEDIA) ile Nutrient
yari-kat1 agar (Nutrient broth (Merck, 1.05443) + %0,7 Agar (HIMEDIA)) besiyerleri
kullanilmistir. LAB izolatlarmin probiyotik ve endiistriyel 06zelliklerinin
belirlenmesinde de Mueller-Hinton Agar (HIMEDIA M1084-500G), glukoz yerine
laktoz iceren MRS broth (Anonymous, 2005), sitratsiz MRS broth (Schillinger and
Licke, 1987) ve Skim milk (%10’luk) besiyeri kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite
belirlenmesinde indikator organizma olarak da Ondokuz Mayis Universitesi, Gida
Miihendisligi, Biyoteknoloji Laboratuvarindan temin edilen Escherichia coli ATCC-
25922 ve Bacillus cereus NRRL B-3711 kullanilmuistir.
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2.2. Metot
2.2.1. Peynir Orneklerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri
2.2.1.1. Peynirden Mikrobiyolojik Analizler icin Ornek Alinmasi

Ureticilerden steril posetlerde alinmis peynir drnekleri, laboratuvarda aseptik
kosullara dikkat edilerek agilmig, mikrobiyolojik analiz 6rnegi almak igin aseptik
sartlarda pargalanarak karistirilmis, 10 g ornek alinmis ve 90 mL 1/4 kuvvetinde
Ringer's ¢ozeltisi eklendikten sonra stomacherde 1,5 dakika orta hizda homojenize
edilmistir. Elde edilen homojenizattan, ayn1 seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak 107
oranina kadar seyreltmeler yapilmistir. Mikrobiyolojik analiz 6rneklerinin alimindan
sonra pargalanarak karistirtlmis peynir orneklerinden, fiziksel ve kimyasal analizleri

i¢in 6rnek alinmigtir. Tiim analizler 2 paralelli olarak gergeklestirilmistir.
2.2.1.2. Laktik Asit Bakteri Sayimi

LAB sayimi1 ve izolasyonu i¢in uygun seyreltilerden (102, 102, 103, 104, 10
ve 10 100 pL aliip MRS agar (pH 5,7+0,2) ve M17 agara (pH 7,2+0,2) yayma plak
yontemiyle ekim yapilmistir. Ekim yapildiktan sonra 15 dakika beklenilmis ve takiben
ters cevrilen MRS agar petrileri 37°C, M17 agar petrileri de 30°C sicaklikta %10 CO>
ortaminda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen tiim

koloniler sayilmistir (Simsek et al., 2006; Tassou et al., 2002).
2.2.1.3. Koliform Grubu Bakteri ve E. coli Saymm

Koliform grubu bakteri sayim1 i¢in uygun seyreltilerden (102, 102, 10 ve 10
petri plaklarima 1’er mL aktarilip, iizerine 45-48°C’ye sogutulmus Fluorocult VRB
agardan 13-15 mL eklenerek dokme ekim yapilmistir. Petri plaklar1 37°C’de 24 saat
inkiibe edildikten sonra 0,5 mm’den biiyiik ¢apa sahip kirmizi renkli koloniler
koliform grup mikroorganizma olarak sayilmistir. E. coli sayimi igin koliform
belirlenen petri kaplari, UV lamba ile kontrol edilmis ve etrafinda parlak mavi renk
veren koloniler E. coli olarak belirlenmistir (Lonner et al., 1986; Simsek et al., 2006;
Tassou et al., 2002).

16



2.2.1.4. Maya-kiif Saymm

Maya-Kiif grubu mikroorganizma sayimi i¢in uygun seyreltilerden (1071, 107,
102 ve 10#) 100 pL alinip DRBC agara yayma ekim yapilmis ve petri plaklar1 15
dakika bekletildikten sonra ters cevrilerek 25°C de 3-5 giin inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda plaklarda gelisen tiim koloniler sayilarak maya-kiif sayisi
belirlenmistir  (Lonner et al., 1986; Simsek et al., 2006; Tassou et al., 2002).

2.2.1.5. Staphylococcus aureus Sayimi

Staphylococcus aureus sayimi igin uygun seyreltilerden (102, 102 ve 10%) 100
uL alinip Egg Yolk-Tellurit emulsiyonu iceren Baird-Parker agara yayma yontemle
ekim yapilmistir. Ekim yapilan petri kutular1 15 dakika bekletildikten sonra ters
cevrilmis ve 37°C'da 24 saat inkubasyona birakilmistir. Baird-Parker Agar besiyerinde
etrafi saydam zonlu 1-1,5 mm ¢apli siyah parlak konveks koloniler S. aureus olarak
sayilmistir (Smith and Baird-Parker, 1964; Stadhouders et al., 1976).

2.2.2. Peynir Orneklerinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
2.2.2.1. pH Degeri

Bu analiz i¢in 5 g peynir 6rnegi bir beher igerisinde 20-30 mL sicak su (60-70°C)
ile iyice ezilerek pargalanmis ve sulu kisim balon jojeye aktarilmistir. Ayni islem 5-6
kez tekrarlanarak her defasinda sulu kisim balon jojeye alinmistir. Balon joje igeriginin
sogumasi i¢in beklenmis, balon icerigi saf su ile 500 mL ¢izgisine kadar tamamlanmis
ve filtre kagidindan siiziilmistiir. Takiben siiziintiiden 25 mL alinarak bir erlene
aktarilmis ve igerisine pH metre (OHAUS ST3100) elektrodu daldirilip oda
sicakliginda iki farkli okuma yapilmistir (Karagél, 2017; O Simsek, 2003; Tassou et
al., 2002). ilk 6l¢im 6ncesinde pH metre, pH 4,0 ve 7,0 tamponlar1 kullanilarak kalibre

edilmistir.
2.2.2.2. Titrasyon Asitligi (% Asitlik)

10 g peynir 6rnegi tizerine 40°C’de 100 mL damitik su ilave edilmis, iyice ezilip
pargalanarak homojenize edilmis ve kaba filtre kdgidindan siiziilmiistiir. Siiziintiiden
25 mL (2,5 g peynir 6rnegi) alinip iizerine 2-3 damla %1’lik fenolftalein indikatorii
eklenmistir. 0,1 N NaOH c¢ozeltisi ile 30 saniye kalici agik pembe renk olusuncaya

kadar titre edilmistir. Harcanan NaOH miktarindan asagida verilen formiil 2.1
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kullanilarak % asit miktar1 laktik asit cinsinden hesaplanmistir. 1 mL 0,1 N NaOH
¢ozeltisi 0,0090 g laktik aside esdeger kabul edilmistir (Karagol, 2017).

V: Harcanan 0,1 N NaOH miktari, mL

% Asitlik = [ (V. F. E) /m ] x 100 F: Titrasyonda kullanilan baz-Gozeltisinin faktoru
E: 1 mL 0,1 N NaOH’1n esdegeri asit miktari, g
m: Titrasyonda kullanilan peynir miktari, g

(2.1)

2.2.2.3. Tuz icerigi

Tuz igeriginin belirlenmesi i¢in daha once “2.2.2.1 pH degeri” kisminda
anlatildig1 gibi hazirlanan ve filtre kagidindan stiziilen homojenizattan bir erlene 25
mL aktarilmistir. Uzerine 0,5 mL K2CrO4 ¢ozeltisi (%5°1ik, suda) ilave edilmis ve 0,1
N AgNOs ¢Ozeltisi ile kiremit kirmiz1 renk olusuncaya kadar titre edilmistir. Tanik
deneme icin 25 mL saf suya aym sekilde potasyum kromat indikatori eklenerek
AgNO;3 ¢ozeltisi ile titre edilmistir. Orneklerin % tuz oranlar titrasyonda harcanan
AgNO3 miktarindan hareketle asagida verilen formiil 2.2 kullanilarak hesaplanmistir

(Karagodl, 2017).

% Tuz = [ (V x 0,00585) / m ] x 100 V : Harcanan 0,1 N AgNO3 miktari, mL (2.2)
m : Titrasyonda kullanilan peynir miktari, g

2.2.2.4. Kurumadde I¢erigi

Orneklerin kurumadde igerikleri Demirci ve Giindiiz (1991) tarafindan verilen
yontem kullanilarak gerceklestirilmistir. Kuru ve temiz kurumadde kaplari icerisine
deniz kumu ve bir baget konulduktan sonra 100+2°C’de kurutulup, desikatorde
sogutulmus ve darast alinmigtir. Takiben her bir kurutma kabina yaklasik 5 g peynir
Ornegi tartilip, baget ve kum yardimu ile iyice par¢alanmistir. Takiben 4 saat araliklarla
100+2°C’deki etiivde sabit tartima gelinceye kadar kurutulmustur. Elde edilen tartim
sonuglarindan asagida verilen formiil 2.3 kullanilarak % kurumadde igerigi
hesaplanmistir.

G1: Kurutma kabinin darast, g

% Kurumadde = (Gs-G1/ G2-G1) x 100 G2: Ornek+Kabin kurutma éncesi agirhigi, g (2.3)
G3: Ornek+Kabin kurutma sonrasi agirhigi, g
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2.2.3. Peynirlerden Antimikrobiyal Aktiviteli LAB izolasyonu

Peynir orneklerinden antimikrobiyal aktiviteye sahip LAB izolasyonu igin
uygun 1/4 kuvvetinde Ringer's ¢6zeltisinde hazirlanmis seyreltilerden bir petri kabinda
20-150 arasinda koloni olacak sekilde MRS ve M17 agara yayma plak yontemiyle
ekim yapilmigtir. MRS agar petrileri 37°C, M17 agar (pH 7,2+0,2) petrileri de 30°C
sicaklikta %10 CO; ortaminda 48 saat inkiibasyona birakilmistir (Simsek et al., 2006).
Takiben 20-150 arasinda koloni igeren MRS ve M17 agar plaklari tizerine Nutrient
Broth besiyerinde 30°C’de 18 saat gelistirilmis indikator mikroorganizmalari (Bacillus
cereus, E. coli) igeren 7 mL yari-kat1 besiyeri ikinci katman olarak dokiiliip, 30°C’de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkubasyon sonunda etrafinda inhibisyon zonu
bulunan antimikrobiyal aktiviteli muhtemel LAB kolonileri as1 ignesi ile alinarak
MRS broth besiyerine asilanmis ve 30°C sicaklikta 24 saat inkiibasyona birakilmstir.
Gelisme goriilen koloniler daha sonra saflik ve dogrulama testlerine tabi

tutulmuslardir.

Antimikrobiyal aktiviteli muhtemel LAB izolatlarinin dogrulanmasi ve saflik
kontrolii i¢in her bir izolatin MRS broth kiiltiiriinden MRS broth ve agar besiyerlerine
ekim yapilmis ve 30°C sicaklikta 18-24 saat inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon sonras1
MRS broth besiyerinde gelisen geng kiiltiirlere Simsek (2003) tarafindan bildirilen
yontem kullanilarak Gram boyama, mikroskobik saflik kontrolii ve katalaz testleri

uygulanmistir.

Gram boyama testi uygulandiktan sonra mikroskop incelemesi sonrasinda
menekse renkli bakteriler Gram pozitif olarak ve farkli morfolojide mikroorganizma
icermeyen kiiltiirler de saf kiiltiir olarak kabul edilmistir. Ayni kiiltlirlerin MRS agarda
gelistirilmis kolonileri {izerine de H202 damlatilip, kolonilerin etrafinda gaz
habbeciklerinin olusmasi gézlenmis ve olusanlar katalaz pozitif, olusmayanlar katalaz

negatif olarak degerlendirilmistir (Carr et al., 2002; Kim et al., 2001).

Dogrulama testleri sonucunda Gram pozitif, katalaz negatif ve saf olan kilturler,
kriyoprotektan olarak %30 gliserol iceren MRS broth'a asilanmis ve -80°C'de

depolanmastir.
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2.2.4. LAB izolatlarinin Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi

LAB izolatlarinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi Tagg ve McGiven
(1971) tarafindan bildirilen agar spot ve kuyu diflizyon yontemleri uygulanarak
belirlenmistir. Bu amagla; LAB izolatlart MRS broth’da 30°C’de %10 CO> ortaminda
24 saat gelistirilerek ¢ogaltilmistir. indikatér mikroorganizmalar ise Nutrient Broth

besiyerinde 30°C’de 18 saat gelistirilmistir.

Agar spot testi icin MRS broth’da gelistirilmis LAB izolatlarindan bir petride 4-
6 adet olacak sekilde MRS agar iizerine nokta ekim yapilmis ve 30°C’de %10 CO-
ortaminda 24 saat gelistirilmistir. Daha sonra {izerlerine indikator bakterileri (Bacillus
cereus, E. coli) 0,5 McFarland bulaniklik olusturacak miktarda (10® kob/mL) iceren 7
mL yari-kat1 besiyeri ikinci katman olarak dokilip, 30°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. inkubasyon sonunda koloniler etrafinda olusan inhibisyon zonlarinin

cap1 Olctilmiistiir.

Agar spot testinde antimikrobiyal aktiviteli olarak belirlenen LAB izolatlari,
kuyu diftizyon testi icin MRS broth besiyerinde %10 CO; ortaminda 30°C’de 24 saat
gelistirilmistir. Gelisen kiilttirler 4500 rpm degerinde 15 dakika santrifij edilmis ve
iist s1vi, coken kat1 fazin karismamasina dikkat edilerek, yeni tiiplere aktarilmistir.
Takiben, 6N NaOH ile 6,0 pH'ya ayarlanmis ve 0,45 um por ¢apli membran filtreden
(Merck, Millex, Millipore) gecirilerek sterilize edilmistir. Bir giin 6nce hazirlanmis 15
mL Nutrient agar iceren petri kaplar1 tizerine, 0,5 McFarland bulaniklik olusturacak
miktarda (108 kob/mL) indikator bakteri siispansiyonu (E. coli veya B. cereus) igeren
7 mL yari-kati Nutrient agar ikinci bir tabaka olarak dokiilmiistiir. Yari-kat1 agarin
katilagsmasini takiben steril cam pastor pipetinin arkasi kullanilarak her petri kabinda
4-6 adet olacak sekilde 5 mm capinda kuyucuklar agilmigtir. Takiben pH degeri 6,0
pH'ya ayarlanmis ve filtreden gegirilerek sterilize edilmis, bakteri tist sivilarindan her
bir kuyucuga 100 pL doldurulmustur. 37°C sicaklikta 24 saat inkiibe edilmis ve
inkiibasyon sonrasi etrafinda indikator mikroorganizma gelismemis olan kuyucuklarin

etrafindaki inhibisyon zonlarinin ¢ap1 dl¢tilmiistiir.
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2.2.5. Antimikrobiyal Aktiviteli LAB izolatlarimin Endiistriyel Ozellikleri

Laktik asit bakterilerinin  endustriyel 0Ozellikleri olarak; farkli tuz
konsantrasyonlarinda, farkli pH degerlerinde ve farkli sicakliklarda gelisme testleri ile
glukozdan gaz iiretiminin varligi, asit tretim dizeyleri ve proteolitik aktivite
diizeylerinin  belirlenmesi testleri asagida verilen yontemler kullanilarak

gerceklestirilmistir.
2.2.5.1. Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisme

%3,0, %5,0, %6,5, %8,0, %9,0, %10 ve %12 NaCl iceren 3,0 mL MRS broth
besiyerine 18-24 saatlik taze LAB kilturleri ile %1 asilama yapilip, 30°C’de 3 giin
inkiibe edilmistir. Bulaniklik olusan tiiplerde gelisme pozitif olarak degerlendirilmistir

(Sanchez et al., 2000).
2.2.5.2. Farkh pH Degerlerinde Gelisme

2,5, 3,0, 3,5ve 4,0 ve 9,6 pH degerine ayarlanmis 3,0 mL MRS broth besiyerine
18-24 saatlik taze LAB kdltdrleri ile %1 asilama yapilip, 30°C’de 3 giin inkiibe

edilmistir. Bulaniklik olusan tiiplerde gelisme pozitif olarak degerlendirilmistir (G-
Alegria et al., 2004).

2.2.5.3. Farklh Sicakliklarda Gelisme

MRS broth besiyerinde ¢ogaltilmis 18 saatlik kiiltiirlerden 3,0 mL MRS broth
besiyerine %1 asilama yapilip 10°C, 15°C ve 45°C’de 7 giin inkibe edilmistir.
Bulaniklik olusan tiiplerde gelisme pozitif olarak degerlendirilmistir (Simsek, 2003;
Tassou et al., 2002).

2.2.5.4. Glukozdan Gaz Uretimi

LAB’nin glukozdan gaz tiretimi Schillinger ve Liicke (1987) tarafindan verilen
yontem modifiye edilerek sitratsiz MRS broth besiyerinde Durham tiipii esliginde
belirlenmistir. 18 saatlik taze LAB kultirleri ile %1 asilanmis sitratsiz MRS broth
besiyerleri 30°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Her giin Durham tiipii i¢erisinde
gaz olusumu gozlenmis ve gaz gézlenenler pozitif olarak isaretlenmistir (Schillinger

and Lucke, 1987).
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2.2.5.5. Asit Uretim Duizeylerinin Belirlenmesi

Laktik asit liretim diizeylerinin belirlenmesi amaciyla 18 saatlik aktif kiiltiirden
50 mL MRS broth besiyerine %1 oraninda agilanmis ve 30°C’de 0, 3, 6, 12, 24, 48 ve
72 saat inkibasyon sonunda pH ve titrasyon asitlikleri belirlenmistir. pH degerini
belirlemek i¢in her bir 6l¢lim zamaninda 4 mL 6rnek alinmig ve 4,0 ve 7,0 tamponunda
standardize edilmis pH metre’nin elektrodu daldirilarak iki farkli okuma yapilmistir

(Simsek, 2003; Tassou et al., 2002).

Titrasyon asitligini (% asitlik) belirlemek i¢in 2 mL 6rnek (izerine 8 mL saf su
konulduktan sonra 3 damla %3’lik fenolftalein damlatilmis ve 0,05 N NaOH ile
pembe renk olusuncaya kadar titre edilmistir. Harcanan NaOH miktar1 formil 2.4

kullanilarak hesaplanmis ve sonug %  asitlik olarak (laktik asit {izerinden) ifade
edilmistir (Karagol, 2017).

V: Harcanan 0,05 N NaOH miktari, mL

F: Titrasyonda kullanilan baz-¢6zeltisinin-faktori
E: I mL 0,05 N NaOH’1n esdegeri asit miktari, g
m: Titrasyonda kullanilan 6rnek miktar1, mL

% Asitlik = [ (V. F. E)/m] x 100 (2.4)

[zolatlarin fermantasyon siiresine bagli olarak olusturduklar1 pH degeri ve %
asitlik degerindeki degisim degeri (A), yukarida anlatildig1 sekilde belirlenen baslangic
(0. zaman) pH ve % asitlik degerlerinden 3, 6, 12, 24, 48 ve 72 saat sonunda belirlenen

pH ve % asitlik degerlerinin ¢ikartilmasi ile hesaplanmistir.
2.2.5.6. Proteolitik Aktivite Dlzeylerinin Belirlenmesi

LAB izolatlarinin proteolitik aktivite diizeylerinin belirlenmesi Spencer ve
Ragout de Spencer (2001) tarafindan 6nerilen yontem modifiye edilerek belirlenmistir.
Proteolitik aktivite testi icin 18 saatlik taze LAB kulttrlerinden 5 mL steril skim milk
(%10’luk) besiyerine %1 oraninda asilanmis ve 30°C’de 42 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyondan sonra, her bir 6rnege 1 mL distile su ve 10 mL 0,72 N
Trikloroasetik Asit (TCA) ilave edilmis ve karigtirilip 10 dakika bekletilmistir. Siire
sonunda 6rnekler Whatman 1 filtre kagidindan siiziilmiistir. Suzunttiden 5 mL alinip
uzerine 10 mL Na>COs + NasP2O7 ¢ozeltisinden (75 g Na2COs + 10 g NasP2O7 saf su
ile ¢ozinddrdlip 500 mL’ye tamamlanmistir) konulup karigtirilmistir. Ardindan
bunun {izerine 3 mL taze fenol ayiraci (1 kisim Folin Ciocalteus ¢ozeltisi + 2 kisim su)
konularak mavi renk olusuncaya kadar siirekli karistirtlmistir. Takiben 6rnekler 4500

rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda iistte kalan berrak mavi kisim
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alarak spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda OD Ol¢iimii yapilmistir.
Orneklerin proteolitik aktivite diizeyleri, hazirlanan proteolitik aktivite standart
kurvesi/formili kullanilarak hesaplanmistir (Aslim, 1994; Yiiksekdag and Beyatli,
2003). Proteolitik aktivite standart kurvesinin hazirlanmasinda, olusan aminoasitlere
esdeger olarak tirozin aminoasiti esas alinmistir. Bu amagla; 5 mL steril skim milk
(%10’1uk) besiyerleri igerisine 0,01, 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,10, 0,15 ve 0,20 mg/mL
tirozin eklenmis ve yukaridaki ayn1 yontem kullanilarak spektrofotometrede okuma
basamagina getirilen Orneklerde 550 nm dalga boyunda OD 6l¢imi
gerceklestirilmistir. Orneklerin igerdigi tirozin miktarma karsiik gelen OD

degerlerinden proteolitik aktivite standart kurvesi ¢izilmistir.
2.2.6. Antimikrobiyal Aktiviteli LAB izolatlarinin Probiyotik Ozellikleri
2.2.6.1. B-Galaktosidaz Testi

Karbon kaynagi olarak glukoz yerine laktoz igeren MRS besiyerinde
gelistirilmis bir gecelik (18 saat) kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak 0,25 mL fizyolojik
tuzlu su ile siispanse edilmistir. Bu silispansiyonun tizerine 0,25 mL O-Nitrophenyl [3-
D-Galactopyranoside (ONPG) Peptonlu Su (Tablo 2.2) ilave edilerek optimum
sicaklikta 3-4 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda tiiplerde sar1 rengin
meydana gelmesi ONPG’nin hidrolize edildigini gostermis ve B-Galaktosidaz testi
pozitif olarak kabul edilmistir. Rengin degismeden kalmasi da negatif olarak

degerlendirilmistir (Anonymous, 2005).

Tablo 2.2. ONPG peptonlu su hazirlamasi

A cozeltisi B Cozeltisi

10,0 g Tripton, 5,0 g NaCl 100 mL 0,6 g O-Nitrophenyl B-D-Galactopyranoside 100 mL
distile suda ¢dzindlralip 121°C’de 15 0,01 M Sodyum Fosfat Tamponuna eklenmis ve 0,45 um
dakika sterilize edilmistir (pH 7,5). porlu filtreden gegirilerek sterilize edilmistir (pH 7,5).

Hazirlanan A ¢6zeltisinden 30,0 mL ve B ¢6zeltisinden 10,0 mL alinarak karistirilmagtir.

2.2.6.2. Antibiyotiklere Duyarhhk

Laktik asit bakteri izolatlarinin yaygm kullanilan 8 farkli antibiyotige
(Amoxicillin, Ampicillin, Clindamycin, Erythromycin, Gentamicin, Metronidazole,
Tetracycline ve Vancomycin) karsi duyarliliklar1 test edilmistir. Bu amagla LAB
izolatlarmin bir gecelik (18 saat) taze kiiltiirleri 0,5 McFarland initesine esdeger

bulaniklikta (10® kob/mL) seyreltilmis ve 100 pL 6rnek Mueller-Hinton agara yayma
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yontemle ekilmistir. Takiben her bir petriye 5 antibiyotik diski yerlestirilmis ve
30°C'de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi antibiyotik diskleri
etrafindaki inhibisyon zonlariin caplari Olgiilmiis ve NCLS standartlarima gore

hassasiyet durumlar1 belirlenmistir (Erginkaya et al., 2019; Plessas et al., 2017).
2.2.6.3. LAB Suspansiyonu Hazirlama

LAB izolatlarinin safra tuzu ve mide suyuna dayaniklilik testlerinde kullanmak
icin LAB siispansiyonu (LABS) hazirlanmistir. Bu amacla; LAB izolatlar1 20 mL
MRS broth’da bir gece (18-24 saat) inkiibe edilmis ve takiben 4500 rpm’de, 4°C
sicaklikta 15 dakika santrifiijlenmistir. Stipernatant kismi1 uzaklastirilarak hiicre pelleti
elde edilmistir. Hiicre pelleti 10 mL steril Phosfate Buffered Saline solusyonu (PBS;
pH 7.,2) ile aseptik sartlar korunarak iki kez yikanmistir. Takiben pellet 5 mL PBS

icinde tekrar stispansiyon haline getirilmistir (~108 hiicre/mL).
2.2.6.4. Safra Tuzuna Dayamkhhk

%1 (w/v) safra tuzlart iceren 10 mL PBS ¢ozeltisine (pH 8,0) 500 uL LAB
stispansiyonu (LABS) ilave edilmis, karistirilmis ve 37°C'de 0, 60, 120 ve 240 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin 0, 60, 120 ve 240. dakikalarinda 1 mL
ornek alinip steril fizyolojik su ile 10°’e kadar seyreltileri hazirlanmistir. Takiben 10°
3,10 ve 10°’lik seyreltilerden MRS agara yayma ve damlatma yontemleri ile ekimler
yapilmis ve gelisen koloniler sayilmistir. Elde edilen sayim sonuglarindan formiil 2.5
ve 2.6 kullanilarak safra tuzuna dayaniklilik; % canli kalma orani ve degisimi (A log
kob/mL) olarak hesaplanmistir (Plessas et al., 2017; Tokatli et al., 2015).

Xo: Baglangi¢ Canli Mikroorganizma Sayisi (log kob/g)

() = .
Canli Kalma Orani (%) = (X | Xo) x 100 X: Inkiibasyon Sonu Canli Mikroorganizma Sayisi (log kob/g)

(2.5)

Canli Hiicre Sayisindaki Degisim (4 log/kob/mL) = Xo— X 2.6)

2.2.6.5. Mide Suyuna Dayamkhihik

Mide suyuna dayanikliligi 6lgmek igin %0,3 pepsin (w/v) ve %0,5 NaCl (w/v)
iceren ve HCl ile pH degeri 2,0 ve 3,0 pH’ya ayarlanmis 2 farkli mide suyu solusyonu
hazirlanmistir. LAB slispansiyonundan 2 deney tiipiine 1’er mL aktarilip 4°C sicaklik
ve 4500 rpm degerinde 15 dakika santrifiijlenmistir. Sipernatant kismi uzaklastirilarak
elde edilen pelletlerden birisinin lizerine 2,0 pH, digerinin lizerine 3,0 pH degerine

sahip mide suyu soliisyonundan 10’ar mL eklenmis ve 37°C sicaklikta 3 saat
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inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 0. dakikasinda ve 3. saatinde 1 mL 6rnek
alinp steril fizyolojik su ile 10°°e kadar seyreltileri hazirlanmigtir. Takiben 1072, 102,
1073, 10 ve 10 seyreltilerden MRS agara yayma ve damlatma yontemleri ile ekimler
yapilmis ve gelisen koloniler sayilmistir. Elde edilen sayim sonuglarindan formal 2.5
ve 2.6 kullanilarak mide suyuna dayaniklilik; % canli kalma oran1 ve degisimi (A log
kob/mL) olarak belirlenmistir (Gardiner et al., 1999; Vinderola and Reinheimer,
2003).

2.2.7. Laktik Asit Bakteri izolatlarinin Tanimlanmasi

Antimikrobiyal aktivite ve istenilen probiyotik ve/veya endustriyel 6zelliklere
sahip olarak belirlenen LAB izolatlarinin genomik DNA’larinin izolasyonu i¢gin MRS
broth besiyerinde 37°C’de 24 saat inkiibe edilmis siv1 kiiltiirden 1 mL alinip steril 1,5
mL’lik eppendorflara transfer edilmis ve 13000 rpm’de 5 dk santrifuj edilerek hiicre
pelleti ¢oktiiriilmistiir. Yeterli hiicre pelleti (yaklasik 300-400 pg) steril TE tamponu
ile 3 kez yikanmis ve DNA izolasyonuna kadar -20°C’de tutulmustur. Genomik DNA
izolasyonu iiretici firmanin (Invitrogene Genomic DNA Isolation Kit) belirttigi sekilde
DNA izolasyon kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. LAB izolatlarinin tanimlanmasi
icin 16S rRNA gen bolgesi 0,2 mL’lik PZR tiiplerinde Termal Cycler kullanilarak saf
olarak elde edilmis DNA orneklerinin 16S rRNA genini kodlayan DNA bdlgesinin
cogaltilmast forward 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ve reverse 5’-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’ primer ciftleri kullanilarak gerceklestirilmistir
(Ozel, 2012; Vancanneyt et al., 2006; Vuyst et al., 2002).

Izolatlarin 16S TRNA gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda her bir sus igin 50 uL’lik
PZR karisimi kullanilmistir. Bu karisim i¢in 6nce 1,5 mL’lik PZR tiiplerine her bir
ornek icin 25 L master mix (GoTag® Hot Start Colorless Master Mix), 1,0 pL primer
(forward ve reverse) ve 21 pL steril ultra saf su konularak karistirilmis, takiben bu
karisimdan, her bir 6rnekten 1-5 pL DNA (50 ng/pL son konsantrasyon) DNA
ornekleri iceren 0,2 mL’lik PZR tiiplerine, buz lizerinde toplam reaksiyon karigimi 50
uL olmus sekilde transfer edilmistir. PZR islemi 95°C 15 dakika 6n denatiirasyon, 35
cevrim 95°C 1 dakika, 55°C 1 dakika, 72°C 3 dakika ve 72°C 10 dakika sure

kombinasyonlari ile Termal Cycler kullanilarak uygulanmistir.

Cogaltilan PZR iiriinleri %1,5’1lik agaroz jelde (30 mL 1xTBE tampon, 0,45 g
agaroz) PZR DNA marker (Sigma, 50 bg) ile birlikte 100 voltta 30 dakika ydrdttlerek
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GelDoc Sistem (Vilber Lourmat, Quantum ST5) Uzerinde kontrol edildikten sonra
QIAquick PZR pirifikasyon kiti (Qiagen, Valencia, USA) kullanilarak
saflagtirilmistir. Saflastirilan amplifikasyon iiriinii 16S rRNA gen bolgesinin yaklagik
uzunlugunun tamaminin dizi analizi, U¢ primer ile ABI PRISM 3730XLGenetic
Analyzer (PE Applied Biosystems) otomatik dizi analizi cihazi kullanilarak hizmet
alimi1 yoluyla Macrogen Inc. (Gliney Kore) firmasinda gergeklestirilmistir. 16S rRNA

gen bolgesi dizi analizinde kullanilan primerler Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3. LAB izolatlarinin 16S rRNA gen golgesi dizi analizinde kullanilan primerler

;. - Baglanma

Isim Dizilis Bolgesi (5°-3%) Kaynak
271F AGAGTTTGATCM TGG CTC AG 8-27 (Lane, 1991)
800R TAC CAG GGT ATCTAATCC 800-782 (Chun and Goodfellow, 1995)

Mg5F AAA CTC AAA GGA ATT GAC GG 907-926 (Chun and Goodfellow, 1995)
(Lane, 1991)’e gore: M, A:C

LAB’lerinin 16S rRNA kodlayan gen bolgesinin dizi analizleri tamamlandiktan
sonra elde edilen ABI formatindaki kromatogram dosyalari Chromas versiyon 1.7.5
(C. McCarthy, School of Health Sciences, Griffith University, Queensland, Australia)
ile birlestirilmis ve EzTaxon Server (Kim et al., 2012; URL-13) kullanilarak, en yakin
akraba organizmalarla olan 16S rRNA gen bolgesi niikleotit benzerligi belirlenmistir.
Filogenetik analizler icin MEGA 5.2 programi, hizalama i¢in de ayni programin
CLUSTAL W segenegi kullanilmistir (Tamura et al., 2011). Bootstrap testi 1000
tekrarli olarak yapilmistir. En az %98,7 ve daha yiiksek benzerlige sahip izolatlar ayni

tiir olarak kabul edilmistir.
2.2.8. Istatistiki Analiz

Analizler sonucunda elde edilen veriler, SPSS programi (SPSS 22.0) ile tek
faktorlii varyans analizi (ANOVA) yapilarak degerlendirilmistir. Istatistiksel agidan
farklilik Duncan testi kullanilarak %95 giiven araliginda (p<0,05) belirlenmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Kimyasal ve Fiziksel Analiz Bulgulari

Arastirmada, Samsun ilinden toplanan 25 adet geleneksel peynir 6rneginde pH,
asitlik, tuz ve kurumadde analizleri yapilmig ve elde edilen sonuglar Tablo 3.1’de

sunulmustur.

Tablo 3.1. Samsun ili geleneksel peynir iiriinlerinin kimyasal ve fiziksel analiz sonuglari

Ornek No Alindigx pH Asitlik Tuz Kurumadde  Kurumaddede
Ilge Degeri (%) (%) (%) Tuz (%)
1 Havza 5,95 0,83 7,26 64,52 11,25
2 Havza 5,68 0,85 4,56 45,23 10,08
3 Havza 5,80 1,59 8,90 56,91 15,64
4 Havza 6,70 0,27 6,32 54,08 11,69
5 Ladik 4,83 0,47 15,80 68,06 23,21
6 Ladik 5,71 0,22 12,40 63,28 19,60
7 Ladik 6,62 0,18 8,78 67,63 12,98
8 Ladik 5,38 0,79 12,40 74,49 16,65
9 Vezirkdpri 6,65 0,09 8,78 59,67 14,71
10 Vezirkopri 5,87 0,13 9,13 83,69 10,91
11 Vezirkopri 5,89 0,14 9,71 82,69 11,74
12 Vezirkopri 6,43 0,09 8,07 59,73 13,51
13 Alagam 6,21 0,72 7,02 57,99 12,11
14 Alagam 4,53 1,12 5,83 66,97 8,71
15 Alagam 6,18 0,72 8,31 65,44 12,70
16 Alagam 5,47 0,99 5,85 73,28 7,98
17 Bafra 4,56 0,79 11,23 46,71 24,04
18 Bafra 6,21 0,50 8,31 50,85 16,34
19 Bafra 4,39 1,34 4,56 73,05 6,24
20 Atakum 6,25 0,24 10,41 62,51 16,65
21 Atakum 6,53 0,14 6,90 68,11 10,13
22 Atakum 5,98 0,63 11,70 70,42 16,61
23 Atakum 5,80 0,40 3,86 67,04 5,76
24 Atakum 5,51 0,25 12,99 60,02 21,64
25 Atakum 6,38 0,40 7,37 56,71 13,00
En diisiik 4,39 0,09 3,86 45,23 5,76
En ylksek 6,70 1,59 15,8 83,69 24,04
Ortalama 5,82 0,56 8,66 63,96 13,76
Standart Sapma 0,67 0,41 2,93 9,66 4,84

Alizadeh et al. (2018) tarafindan Siahmazgi peynir drneklerinde saptanan pH
degerleri (4,2-6,5 pH arasinda) ile Ceylan et al. (2019) tarafindan Adiyaman peynir
orneklerde belirlenen pH degerlerinin de (5,62-7,07 pH arasinda, ort. 6,57 pH)
ornekler arasinda biiylik degisimler gosterdigi bildirilmistir. Hayaloglu ve Karabulut
(2013), Civil (5,90 pH), Hellim (6,02 pH), Divle (5,49 pH), Mihali¢ (5,44 pH), Orgii
(5,40 pH) ve Malatya (5,64 pH) peynirlerinin sahip oldugu pH degerlerinin birbirinden
farkliliklar gosterdigini  saptamistir. Deveci, (2016) inceledigi beyaz peynir

orneklerinin olgunlagma siiresince en yiiksek pH degerine 4,85+0,03 pH ile 15. giinde,
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en diisiik pH degerine ise 4,62+0,06 pH ile 90. giinde sahip oldugunu bildirmistir.
Golge ve Sahan (2008) inek ve koyun peynirlerinde ortalama pH degerini 5,48+0,47
ile 5,63+0,24 pH arasinda bulmuslardir. Kavas et al. (2004) tarafindan yapilan
calismada olgun beyaz peynir pH degerinin 5,43-5,33 pH arasinda degistigi; Simsek,
(1995) tarafindan yapilan ¢aligmada da 40 adet Beyaz peynir 6rneginin ortalama pH
degerinin 4,36 pH oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismalarda elde edilen ortalama pH
degerleri ¢alismamizda elde edilenlerden biraz daha dusiiktiir. Literatiir verileri olan
bu farkliligin da peynir 6rneklerinin farkli yorelerden alinmasi, farkli sartlarda

tiretilmesi, farkli sartlar altinda olgunlastirilmast ve farkli  siirelerde

olgunlastirilmig/beklemis olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Peynir orneklerinin toplam asitlik degerleri %0,09-1,59 arasinda birbirinden
onemli derecede farkli olarak belirlenmis (p<0,05) ve ortalama asitlik %0,56 olarak
hesaplanmistir. Yildiz (2003) tarafindan Urfa peynirlerinde elde edilen titrasyon
asitliginin %0,62-2,31 arasinda ve ortalama %1,23+0,09 oldugu, Alizadeh et al. (2018)
tarafindan da arastirilan peynir 6rneklerinin asitliginin %0,14-1,90 arasinda degistigi
ve ortalama %0,86+0,2 oldugu bildirilmistir. Beyaz peynirlerde ortalama toplam
asitlik degerlerinin, Deveci (2016) tarafindan %1,18+0,08 oldugu, Tosun (2009)
tarafindan 9%1,2 oldugu, Uraz ve Simsek (1998) tarafindan da %]1,31 oldugu
bildirilmigtir. Calismada elde edilen toplam asitlik diizeyi literatiirde verilen Alizadeh
et al. (2018), Deveci (2016), Uraz ve Simsek, (1998) ve Tosun (2009) tarafindan
bildirilen asitlik degerlerinden daha diistiktiir. Beyaz peynir standardinda (TSE 591)
peynirdeki asitlik derecesinin %3l ge¢memesi gerektigi bildirilmektedir. Asitlik

agisindan Orneklerin tamami beyaz peynir standartina uymaktadir.

Peynirlerin bir diger 6nemli kalite kriteri olan tuz icerikleri %3,86-15,8 arasinda;
kurumaddede tuz oranlar1 ise %5,76-24,04 arasinda degismis ve sirasiyla ortalama
%8,66 ve %13,76 olarak bulunmustur. Orekler arasinda tuz ve kurumaddede tuz
igerikleri agisindan biiyiik farklilik oldugu saptanmistir (p<0,05). Tiirk Gida Kodeksi
Peynir Tebliginde peynir iiretiminde tiiriine gore degismek Uzere, kurumaddede tuz
oraninin %3,0-7,5 arasinda olmasina izin verilmistir (TGK, 2015). Test edilen beyaz
peynir orneklerinin sadece 2 adedi teblige uygundur. Literatiir ¢alismasinda da beyaz
peynir drneklerinin tuz oranlarinin Tosun, (2009) tarafindan yapilan ¢alismada %2,95-
6,44 arasinda degistigi bildirilirken, Glven ve Karaca (2001) tarafindan tuz oranlarinin

saklama siiresi boyunca arttig1 ve 12 hafta siire sonunda %17'ye ulastig1 bildirilmistir.

28



“Geleneksel Tiirkiye peynirleri ve simiflandirilmast” isimli literatiirde Tiirkiye’de
yapilan calismalarin Ozetlendigi tabloda tuz degerlerinin %1,09-12,10 arasinda
degistigi (Kamber, 2015); Ercan (2009) tarafindan da sepet peynirlerinin tuz i¢eriginin
%2,81-13,69 arasinda degistigi ve ortalama %7,10 oldugu bildirilmektedir. Caligmada
elde edilen ve Tiirk Gida Kodeksi Peynir Tebligi ile literatiirde verilen tuz
iceriklerinden oldukca yiiksek tuz igerigi degerinin; test edilen 6rneklerin endiistriyel
degil, kiiclik aile isletmelerinin iiretimi olmasindan; kendi tiiketimleri i¢in hazirlamis
ve satisa sunmayacak olduklar1 peynirleri koruma amagh olarak yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda saklamalari ve tiiketirken tuzunu alarak kullanmalarindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ornekler aras1 farklilik da yine ailelerin her birinin

farkli saklama aligkanliklarina sahip olmalarina baglanmaktadir.

Peynir 6rneklerine ait kurumadde miktarlar1 %45,23-83,69 arasinda ve ortalama
%63,96 olarak belirlenmistir. Ornekler arasinda kurumaddede igerikleri agisindan da
biyiik farklilik oldugu saptanmistir (p<0,05). Beyaz peynirlerin kurumadde
oranlarmin Uraz ve Simsek (1998) %31,07-50,66 arasinda degistigini; Deveci (2016)
ise 90 giinlik olgunlagma siiresi sonunda %43,55-49,07 arasinda oldugunu
bildirmistir. Ceylan et al. (2019) kurumadde degerlerinin peynir 6rneklerinde %41,98-
70,20 arasinda degistigini; Dinkgi et al. (2015) Kargi tulum peynirlerinde %65,34,
Sancak et al. (2018) Bitlis tulum peynirlerinde %59,35; Hayaloglu ve Karabulut
(2013) Civil peynirinde %43,66 ve Divle tulum peynirinde %60,13 olarak tespit
edildigini bildirmislerdir. Peynir Orneklerinin kurumadde degerleri arasindaki bu
farkliliklar peynir ¢esiti, kuru tuzlama yapilip yapilmamasi ve tuzda bekletme siiresi,
salamura suyunun tuz orani ve peynirin salamurada bekletme siiresi gibi faktorlere
baglanabilir. Peynirlerin bu yiiksek kurumadde igerigi yine peynirlerin kendi
tilketimleri i¢in hazirlamis ve satisa sunmayacak olmasi nedeni ile karliligin degil,
peynirlerin uzun stireli korunmasi amaci ile yiiksek tuz ile islenmesi ve korunmasina
da baglanabilir. Geleneksel iiretilmis beyaz peynir 6rneklerinin tamami kurumadde

icerigi agisindan Tiirk Gida Kodeksi Peynir Tebligine uymaktadir.
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Tablo 3.2. Peynir 6rneklerinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin ilgelere gore degisimi

Kurumadde Kurumaddede
(%) Tuz (%)

Ornegin

| S . .
Alindii llge PH Degeri  Asitlik (%)  Tuz (%)

Havza T 6,03+0,43*  0,88+0,50°  6,76+1,70°  55,18+7,48° 12,17+2,33%
Ladik 4  56410,71®  0,42+0,26° 12,34+2,66° 68,3614,29? 18,11+4,03?
Vezirkopru 4 6,21+0,36*°  0,11+0,03°  8,92+0,73°  71,44+1257%  12,72+1,68
4  559+0,73®  0,89+0,19° 6,79+1,07°  65,92+5,96% 10,42+2,15°

Bafra 3 5,07+0,89°  1,06+0,38*  8,03+2,99° 56,87+12,69"  1555+7,99%
Atakum 6 6,07£0,36*  0,34+0,17°  8,87+3,27°  64,13+5,11° 13,97+5,343¢

*: Aymi sutunda farkli harfle (a,b,c) isaretli ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

Alagam

Samsun ilinden temin edilen peynir 6rneklerinin sahip olduklar1 bazi fiziksel ve
kimyasal o&zelliklerin ilgeler bazinda karsilastirilmast igin istatistiki analiz
gergeklestirilmis ve degerlendirme sonuglar1 Tablo 3.2°de verilmistir. flgelere gore
yapilan degerlendirmede pH degerleri agisindan Ornekler arasinda onemli bir fark
bulunmus (p<0,05) ve en yiiksek pH degeri Vezirkopri ornekleri, en diisiik pH degeri
de Bafra orneklerinde belirlenmistir. Bafra ornekleri, Vezirkopri ve Havza
orneklerinden istatistiki olarak farkli bulunmustur (p<0,05). Peynir drneklerinin %
asitlik degerleri de pH degerinde oldugu gibi ilgeler arasinda istatistiki manada 6nemli
bir farka sahip (p<0,05) bulunmustur. En yiksek % asitlik degerine sahip Bafra
ornekleri ile bunu takip eden Havza ve Bafra drnekleri istatistiki olarak Ladik, Atakum
ve Vezirkoprii 6rneklerinden farkli bulunmustur. Disiik % asitlik degerine sahip
Vezirkoprii ve Atakum oOrneklerinde pH degerlerinin yiiksek olmasi anlaml
bulunmustur. ilgelere gore yapilan degerlendirmede peynir drneklerinin tuz degerleri
arasinda onemli diizeyde fark bulunmus (p<0,05) ve en yiiksek tuz degerine sahip
olarak belirlenen Ladik 6rnekleri tuz igerigi agisindan diger tiim peynirlerden farkli
bulunmustur. Diger ilge Ornekleri arasinda istatistiki olarak fark bulunmamakla
birlikte miktar olarak Havza ve Alacam o6rneklerinin daha diisiik tuz igerigine sahip
olduklar1 belirlenmistir. Kurumaddede tuz (%KMT) oraninin da benzer sekilde ilgeler
arasinda farkliliga sahip oldugu (p<0,05) ve en yiiksek %KMT degerine sahip ilgenin
Ladik oldugu belirlenmistir. Yine Havza ve Alacam orneklerinin daha diisiik %KMT
icerigine sahip olduklar1 ve Ladik 6rneginden istatistiksel olarak da farklilastiklari
belirlenmistir. Peynir orneklerinin kurumadde igeriklerinin ilgelere gore yapilan
istatistiki degerlendirmesinde; o6rnekler arasinda 6nemli bir fark bulundugu (p<0,05)
ve daha yiikksek kurumadde igerigine sahip olan Vezirkopri, Ladik ve Alagam

orneklerinin digerlerinden farkli oldugu saptanmistir. En disiik icerik Havza
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orneklerinde saptanmis ve Bafra disindaki diger ilgelerden istatistiki olarak da
farklilastigi belirlenmistir. Havza, Ladik ve Vezirkoprii’den olusan i¢ bdlge ile
Alagam, Bafra ve Atakum’dan olusan sahil bolgesi peynir 6rneklerinin pH, asitlik, tuz,
kurumaddede tuz ve kurumadde miktarlar1 agisindan karsilastirilmasinda bolgeler
arasindaki fark istatistiki ag¢idan Onemli bulunmamistir (p>0,05). Arastirma
sonuclarindan, Samsun ilinde Uretilen geleneksel beyaz peynirlerin pH, toplam asit,
tuz, kurumaddede tuz ve kurumadde igeriklerinin birbirinden ¢ok farkli oldugu ve
istatistiki olarak il¢elere gore farklilastigi (p<<0,05) ancak i¢ ve sahil bdlgesi arasinda
fark bulunmadigi (p>0,05) ortaya konulmustur. Ilgelere ait peynir 6rnekleri arasinda
belirlenen bu farkliliklarin nedeni; geleneksel olarak kullandiklari iiretim ve muhafaza
icin kullandiklar1 tuzlama/salamuralama yoOntemleri ile olgunlastirma/depolama

uygulamalarindaki farkliliklara baglanmaktadir.
3.2. Mikrobiyolojik Analiz Bulgulari

Peynir drneklerinin genel mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesi igin laktik asit
bakterisi, S. aureus ve koliform grubu bakteri ile maya-kiif sayimlar1 yapilmis ve elde

edilen mikrobiyolojik sayim sonuglar1 Tablo 3.3’de verilmistir.

Geleneksel peynir 6rneklerinde laktik asit bakteri sayisi laktobasiller i¢in <2,00-
8,16 log kob/g arasinda ve ortalama 6,14 log kob/g olarak, laktokok/streptokoklar igin
de <2,00-8,01 log kob/g arasinda ve ortalama 6,08 log kob/g olarak belirlenmistir.
Ornekler arasinda laktik asit bakteri sayisi agisindan &nemli farklilik oldugu
saptanmustir (p<0,05). Beyaz peynir drneklerinde, Oner ve Saridag (2019) tarafindan
olgunlagsmanin 1. giiniinde ve 9. ay1 sonunda laktobasil sayis1 sirasiyla 6,88 ve 7,77
log kob/g; enterokok sayisi ise 6. ve 9. ayda sirasiyla 6,39 ve 6,6 log kob/g olarak

belirlenmistir.
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Tablo 3.3. Peynir drneklerinin mikrobiyolojik analiz sonuglar

Mikroorganizma Sayisi (log kob/g)

Ornek Alindig

. . Laktokok/ Maya- S. . .
No Iice Laktobasil Streptokok Kif aureus Koliform E. coli
1 Havza 3,94 4,26 4,18 <2,00 1,85 <1,00
2 Havza 7,28 6,41 5,43 <2,00 1,40 <1,00
3 Havza 6,73 4,73 2,90 <2,00 1,60 <1,00
4 Havza 5,76 6,99 4,06 5,97 < 1,00 < 1,00
5 Ladik 5,51 6,91 5,44 <2,00 3,31 < 1,00
6 Ladik 5,72 5,10 5,51 <2,00 1,90 < 1,00
7 Ladik 6,64 6,95 6,03 5,78 3,59 < 1,00
8 Ladik 7,38 7,44 <2,00 <2,00 < 1,00 < 1,00
9 Vezirkdpri 7,51 7,65 5,83 3,70 < 1,00 < 1,00
10 Vezirkopri <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 < 1,00 < 1,00
11 Vezirkopri 3,45 4,00 4,79 2,30 2,35 <1,00
12 Vezirkopri 3,91 5,47 7,00 4,10 3,13 <1,00
13 Alacam 8,16 8,01 7,01 5,51 4,34 <1,00
14 Alacam 6,87 6,51 5,00 4,48 <1,00 <1,00
15 Alacam 6,33 6,30 6,06 3,66 <1,00 <1,00
16 Alacam 6,12 6,05 4,30 <2,00 < 1,00 < 1,00
17 Bafra 7,71 7,16 4,79 4,38 <1,00 <1,00
18 Bafra 7,43 7,59 5,09 5,72 2,00 < 1,00
19 Bafra 7,37 7,26 512 <2,00 < 1,00 < 1,00
20 Atakum 5,06 5,51 <2,00 3,79 2,69 1,00
21 Atakum 5,68 5,54 4,55 5,01 <1,00 <1,00
22 Atakum 4,26 3,48 3,06 3,28 <1,00 <1,00
23 Atakum 7,32 5,05 4,02 3,28 3,02 <1,00
24 Atakum 4,97 5,67 3,58 4,84 3,80 <1,00
25 Atakum 6,31 5,95 5,85 <2,00 4,35 < 1,00
En diisiik <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <1,00 <1,00
En yuksek 8,16 8,01 7,01 5,97 4,35 1,00
Ortalama 6,14 6,08 4,98 4,39 2,81 1,00
Standart sapma 1,33 1,23 111 1,08 0,99 -

Turkiye Beyaz peynirlerinde 1986-2009 yillar1 arasinda yapilan ¢alismalarda
laktik asit bakteri sayisinin; 8,23 log kob/g (Beyaz peynir, Akara), 5,94 log kob/g
(Beyaz peynir, Diyarbakir), 8,34 log kob/g (Beyaz peynir, Bursa) olarak belirlendigi
bildirilmistir. Kamber (2015) tarafindan Otlu peynirin 8,08 log kob/g ve Cimi tulum
peynirinin 7,78 log kob/g laktokok igerdigi belirlenirken, Yerlikaya (2018) tarafindan
yapilan ¢alismada beyaz peynir orneklerinde Lactobacillus spp. sayisinin 4,62-8,90
log kob/g arasinda, Lactococcus/Streptococcus spp. sayisinin 4,20-9,51 log kob/g
arasinda degistigi belirlenmistir. Calismamizda elde edilen laktik asit bakteri
sayilarinin genel olarak literatiir verilerinden daha diisiik oldugu sdylenebilir. Bu
sonug, Orneklerin sahip olduklar1 diisiik asit iceriklerini de agiklayabilecek bir
sonuctur. LAB sayisinin diisiik bulunmasinda 6rneklerin yiiksek tuz oranlarina sahip

olmasimin etkili oldugu diistiniilmektedir.

Calismada incelenen Samsun iline ait 25 adet peynir 6rneginin %88’inde maya

kiif bulundugu belirlenmistir. Maya kiif igeren peynir érneklerinde say1 2,90-7,01 log
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kob/g arasinda ve ortalama 4,98 log kob /g olarak saptanmistir. Beyaz peynir
orneklerinin iiretim ve depolama sartlarinin hijyenik durumuna igaret eden maya kiif
sayilarinin, Urhan (2012) tarafindan piyasa beyaz peynir érneklerinde <2,00-6,92 log
kob/g arasinda bulundugu bildirilmistir. Kamber (2015) tarafindan Bursa, Erzurum,
Van, Konya, Diyarbakir Beyaz peynir 6rneklerinin maya kiif sayisinin sirasiyla 4,73,
4,18, 5,28, 6,72 ve 5,04 log kob/g oldugu bulunmustur. Yerlikaya (2018) tarafindan
da beyaz peynir 6rneklerinin maya kiif say1sinin <2,00-6,66 log kob/g arasinda oldugu
saptanmistir. Maya-kUf gorlilme sikligi, peynirlerin olgunlasmasi ve sogutulmus
depolanmasi sirasinda yaygin ve tekrarlayan bir sorun olarak kabul edilmektedir.
Literatiire benzer sekilde calismada da elde edilen yaygin ve yiiksek sayidaki maya
kiif sayis1; Samsun ilinde tiiketilen geleneksel iiretilmis beyaz peynirlerin Gretim veya

depolama kosullarinin uygun olmadigina isaret olarak kabul edilebilir.

Samsun ilinden temin edilen 25 adet peynir 6rneginin %56’sinin koliform grubu
bakteri igerdigi ve koliform igeren 6rneklerde saymin 1,40-4,35 log kob/g arasinda
(ortalama 2,81 log kob/g) oldugu bulunmustur. Bu érneklerden sadece birinde E. coli
varhigma (1,00 log kob/g) rastlanmistir. Calismada oldugu gibi literatiirde de koliform
bakteri i¢erigi peynir 6rnekleri arasinda ¢ok degismektedir. Y1ldiz (2003) 30 adet Urfa
peynir O6rneginin 23’linde koliform grubu mikroorganizma bulundugunu ve bu
orneklerde saymin 9,0x10 -2,4x107 EMS/g (ort. 3,5x10° EMS/g) oldugunu, yine 18
ornegin de E. coli igerdigi ve saymin da 9,0x10 -2,4x10” EMS/g arasinda (ort. 1,1x10°
EMS/g) oldugunu tespit etmistir. Kaptan ve Biiyiikkilig (1983) 72 beyaz Peynir
orneginin %91,18'inde koliform mikroorganizma bulundugunu ve saymin 1,36-8,04
log kob/g oldugunu bulmuslardir. Urhan (2012) inceledigi 50 adet beyaz peynir
orneklerinin hepsinde koliform grubu bakteriye rastladigini, ortalama saymin 5,4x10?
EMS/g oldugunu ve bunlarin %74 iiniin E. coli igerdigini saptamistir. Sengiil (2006)
tarafindan da Civil peynirin mikrobiyolojik karakterizasyonu ¢alismasinda 6rneklerin
%73,23’linde koliform bakteri bulundugunu ve en yiiksek saymin 5,45 log kob/g

oldugu belirlenmistir.

Samsun ili peynir Orneklerin %60’inin tespit edilebilir diizeyde S. aureus
igcerdigi ve bu 6rneklerde S. aureus sayisinin 2,30-5,97 log kob/g arasinda bulundugu
(ort. 4,39 log kob/g) belirlenmistir. Yerlikaya (2018) calismasinda peynirlerde S.
aureus sayisinin <2,00-6,18 log kob/g arasinda degistigini belirlemistir. Yildiz (2003),

Urfa peynir 6rneklerinin ortalama 4,45 log kob/g S. aureus igerdigini saptamistir.
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Urhan (2012) tarafindan incelenen 50 adet peynir 6rneginin 22’sinde S. aureus
bulundugu saptanmustir. Sengiil (2006) arastirmasinda analiz ettigi Civil peynir
orneklerinin %66,67'sinde ve ortalama 5,20 log kob/g ve S. aureus tespit etmistir.
Baran (2015) tarafindan deneysel olarak Uretilen beyaz peynir 6rneklerinde,
olgunlasmanin ilk gununde 7,00 log kob /g olan S. aureus sayisi, 90. giinde 2,00 log
kob/g degerine diismiistir. Samsun ilinde ev 6l¢eginde iiretilen ve saklanan peynir
orneklerinin koliform grubu bakteri ve S. aureus sayilari hijyenik kalitelerinin diisiik
olduguna isaret etmektedir. Ancak 6rneklerin temininde salamura edilmis drneklerin
alinmasina dikkat edildiginden saglik riskleri tasiyabilecegi sdylenebilir. Bu riske
neden olan peynir 6rneklerinin igerdigi S. aureus ve koliform grup bakteri sayisinin
diistirilmesi i¢in geleneksel Uretici ve tiiketicilere saglikli peynir {iretim teknolojisi ile
genel gida hijyen kurallar1 hakkinda bilgi verilmesinin uygun olacagi kanaatine
vartlmistir. Samsun ilinden temin edilen peynir 6rneklerinin Laktobasil, Laktokok/
Streptokok ve maya-kif sayilarinin ilgeler bazindaki farkliliklar istatistiki olarak

degerlendirilmis ve degerlendirme sonuglar1 Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.4. Peynir 6rneklerinin bazit mikrobiyolojik 6zelliklerinin ilgelere gore degisimi

Mikroorganizma Sayisi (log kob/g)

Ornegin Alindigi ilge n

Laktobasil Laktokok/Streptokok Maya-Kuf

Havza 4 589£1,35% 5,57+1.21% 4,14+0,96"
Ladik 4 5,95+0,55¢ 6,26+1.08%°¢ 5,62+0,362
Vezirkopri 4 4,94+2,00° 5,70+1,64% 5,87+0,992
Alacam 4 6,87+0,85% 6,72+0,82% 554+1,172
Bafra 3 7,500,162 7,32+0,222 5,00+0,17%
Atakum 6 5,69+1,13% 5,13+0,93¢ 4,16+0,95°

*: Aym sutunda farkli harfle (a,b,c,d) isaretli ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir
(p<0,05).

Ilgelere gore yapilan degerlendirmede laktobasil, laktokok/streptokok ve maya-
kuf sayilar1 agisindan Ornekler arasinda onemli bir fark bulundugu belirlenmistir
(p<0,05). Laktobasil ve laktokok/streptokok sayilari en yiksek Bafra drneklerinde
belirlenmis ve bu ilgeyi Alagam ile Ladik takip etmistir. En yiiksek laktobasil ve
laktokok/streptokok sayisini saptandigi Bafra, Alagam ve Ladik peynir drneklerinde
pH degerinin de diisiik bulunmasi; yine % asitligin yliksek bulunmasi beklenilen ve
birbirini destekleyen bir sonu¢ olmustur. Bu sonug genel bilgiler ve Tan and Ertekin
(2017) tarafindan rapor edilen “laktik asit bakterileri ¢cogaldik¢a ortam asidik olup pH
seviyesi diismektedir” ifadesi ile uyum icerisindedir. Laktik asit bakterilerinin peynir

asitliginin gelisiminde etkili oldugunu dogrulamaktadir. Peynir drneklerindeki maya-
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kif sayilari da ilgeler arasinda istatistiki manada Onemli farkliliga sahip olarak
(p<0,05) tespit edilmis ve en yuksek say1 Vezirkdpri érneklerinde belirlenmis ve bu

ilceyi Ladik ile Alagam takip etmistir.

3.3. Antimikrobiyal Aktiviteye Sahip Laktik Asit Bakteri izolasyonu ve

Tanimlanmasi

Caligmada Samsun ilinden temin edilen 25 peynir 6rneginden ekim yapilan MRS
ve M17 besiyeri igeren petri plaklarinda gelisen yaklasik 2500 muhtemel LAB
kolonisinin antimikrobiyal aktivitesi E. coli ATCC25922 ve B. cereus NRRL B-3711
indikator suglar1 ve agar spot testi kullanilarak saptanmistir. Agar spot testi sonucunda
etrafinda inhibisyon zonu bulunan toplam 162 adet antimikrobiyal aktiviteye sahip
muhtemel LAB kolonisi (EK 1) as1 ignesi ile alinarak MRS broth besiyerine agilanmis,
cizgi usulu ekim yontemleri ile saflastirilmis, Gram boyama, katalaz ve mikroskobik
goriiniim testleri kullanilarak LAB olduklar1 dogrulanarak saf kultir olarak izole
edilmistir. Antimikrobiyal aktiviteye sahip LAB izolatlarinin ayni indikator
organizmalar kullanilarak antimikrobiyal aktiviteleri Once agar spot testinde
tekrarlanmis, daha sonra kuyu diflizyon metodu ile de test edilmistir. Bu izolatlarin
yeniden gergeklestirilen agar spot testinde E. coli ATCC25922’ye kars1 %98,15’inin,
B. cereus NRRL B-371’e kars1 %97,53 liniin; yeni yapilan kuyu difiizyon testinde ise
E. coli ATCC25922’ye kars1 %32,72’inin, B. cereus NRRL B-371’¢ kars1 %31,48’inin
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu saptanmstir (EK 2).

Indikatér bakterilere karsi yiiksek aktiviteye sahip olan, farkli morfolojik
gorinum ve orneklerden izole edilmis olmasina dikkat edilerek 12 adet LAB izolati
calismanin devaminda kullanilmak igin secilmis ve tanimlanmustir. Segilen yiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip 12 LAB izolatinin 16S rDNA dizi analizi ile

tanimlanma sonuglar1 ve en yakin oldugu tip tiirii Tablo 3.5’te verilmistir.
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Tablo 3.5. Peynir izolati laktik asit bakterilerinin yakin tip tiirleri ile olan filogenetik benzerligi

Iéggﬁ En Yakin Tip Taru % Benzerlik Nuf:Ir?gt't
S056  Lactobacillus pentosus DSM 20314 100,00 0/1386
S058  Lactobacillus pentosus DSM 20314 99,93 1/1408
S232  Lactobacillus coryniformis subsp. torquens KCTC 3535 99,93 1/1431
S013 Enterococcus faecium LMG 11423 99,56 3/1368
S017  Enterococcus faecium LMG11423(T) 99,92 1/1316
S1113  Enterococcus faecium LMG 11423 99,85 211377
S135 Enterococcus faecalis ATCC 19433 100,00 0/1411
S092 Enterococcus durans NBRC 100479 99,85 1/1357
S104 Enterococcus durans NBRC 100479 99,85 2/1360
S142 Enterococcus durans NBRC 100479 99,93 1/1392
S1121  Enterococcus durans NBRC 100479 99,85 2/1358
S202  Enterococcus gallinarum NBRC 100675 99,93 2/1374

Tanimlama testleri sonucu beyaz peynirden izole edilen yuksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip 12 adet saf LAB kiiltirt; Lactobacillus pentosus S056
(Lactiplantibacillus pentosus S056), Lactobacillus pentosus S058 (Lactiplantibacillus
pentosus S058), Lactobacillus coryniformis subsp. torquens S232 (Loigolactobacillus
coryniformis subsp. torquens S232), Enterococcus faecium S013, Enterococcus
faecium S017, Enterococcus faecium S1113, Enterococcus faecalis S135,
Enterococcus durans S092, Enterococcus durans S104, Enterococcus durans S142,
Enterococcus durans S1121 ve Enterococcus gallinarum S202 olarak tanimlanmaistir.

Bu tanimlanan izolatlarinin temel 6zellikleri Tablo 3.6’da verilmistir.

Calismada izole edilen ve tanimlanan tiirler, L. coryniformis subsp. torquens
S232 hari¢ Turkiye’de beyaz peynirlerden izole edilen turlerdir. Beyaz peynirlerden
Citak et al. (2004) ile Ertiirkmen ve Oner (2015) E. faecium, E. faecalis ve E. durans;
Ispirli et al. (2017) E. faecium, E. faecalis, E. durans ve E. gallinarum; OzIi ve
Atasever (2019) ile Duan et al. (2008) E. faecium; Morales et al. (2011) ile Duan et al.
(2008) L. pentosus tdrlerini izole etmislerdir. Bu veriler arastirma sonuglari ile
benzerlik gostermektedir. Beyaz peynirlerden daha once izole edildigine ait bir
literatir bulunmayan L. coryniformis tiiriiniin bagka peynirlerden izole edilebildigi
belirlenmistir. Gerasi et al. (2003) tarafindan Manura peynirinden L. coryniformis;
Prodromou et al. (2001) tarafindan da Orinotyri peynirinden L. coryniformis subsp.
torquens izole edilmistir. Calismada 16S rDNA dizi analizi ile tanimlanan
antimikrobiyal aktiviteli peynir izolatlarinin Gram boyama, morfolojik goriiniim,
katalaz ve glukozdan gaz iiretim yeteneklerinin tanimlama sonuglar1 ile uyumlu

oldugu belirlenmistir.
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Tablo 3.6. Peynir izolat: laktik asit bakterilerinin temel 6zellikleri

izolatlar BG ram Katalaz ~ Morfoloji Glukozdan Gaz
oyama Uretimi

L. pentosus S056 + - Basil -

L. pentosus S058 + - Basil -

L. coryniformis subsp. .

torquens S232 * i Basil i

E. faecium S013 + - Kok -

E. faecium S017 + - Kok -

E. faecium S1113 + - Kok -

E. faecalis S135 + - Kok -

E. durans S092 + - Kok -

E. durans S104 + - Kok -

E. durans S202 + - Kok -

E. durans S1121 + - Kok -

E. gallinarum S142 + - Kok -

3.4. LAB lizolatlarimn Endiistriyel ve Probiyotik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Samsun ilinde Uretilen geleneksel beyaz peynirlerden izole edilen antimikrobiyal
aktiviteye sahip laktik asit bakterilerinin bazi endiistriyel ve probiyotik 6zellikleri

belirlenmis ve alt basliklar altinda ayr1 ayri tartisilmastir.
3.4.1. Antimikrobiyal Aktivite

Peynirden izole edilen ve tanimlanan antimikrobiyal aktiviteye sahip 12 adet
LAB izolatinin indikatdr mikroorganizmalar E. coli ATCC25922 ve B. cereus NRRL
B-3711°e karsi agar spot ve kuyu diflizyon testleri uygulanarak belirlenen
antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Tablo 3.7°de verilmis ve Sekil 3.1°de gorsel olarak

sunulmustur.

LAB izolatlarnin gidalarda 6nemli indikatér bakterilerden olan E. coli
ATCC25922’ye kars1 agar spot testinde 4 adedi orta, 8 adedi yiiksek inhibitor aktivite
gostermistir. Ancak yiiksek aktiviteli E. faecalis S135, E. durans S202, L. coryniformis
subsp. torquens S232 kuyu diflizyon testinde inhibitor etki gostermemistir. Bu tip

sonuclar daha dnceki laboratuvar ¢alismalarimizda da elde edilmistir.
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Tablo 3.7. Peynir izolat: edilen laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivitesi

Inhibisyon Etkinligi*
izolat E. coli ATCC25922 B. cereus NRRL B-3711
Kuyu Kuyu
Agar Spot Difuizyon Agar Spot Difuzyon
L. pentosus S056 +++ + +++ +
L. pentosus S058 +++ + +++ -
L. coryniformis subsp. torquens S232 +++ - +++ +
E. faecium S013 ++ + +4+ +
E. faecium S017 ++ ++ +++ +
E. faecium S1113 +++ ++ +++ F++
E. faecalis S135 +++ - F++ ot
E. durans S092 ++ ++ +4++ +4++
E. durans S104 ++ ++ +4++ ++
E. durans S1121 +++ +++ +++ +
E. durans S202 +++ - +44+ +4++
E. gallinarum S142 +++ ++ +++ ++

*-:<0,5 mm; +:0,5-10 mm aras1 (zay1f etki); ++:11-19 mm aras1 (orta etkili); +++ :> 20,0 mm (ytksek etkili)

I Agar spot (E. coli ATCC25922)
B Kuyu difiizyon (E. coli ATCC25922)
50— B Agar spot (B. cereus NRRL B-3711)
B  kuyu diflizyon (B. cereus NRRL B-3711)
40—
k=1
[§ 30—
8
2
% 20—
N “ ‘l‘
°¢¢4|44|444;\44
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Sekil 3.1. LAB izolatlarinin antimikrobiyal aktivitesi

B. cereus NRRL B-3711 indikator susuna karsi ise agar spot testinde 1 adedi
orta, 11 adedi yiksek diizeyde inhibitor etki gdsteren izolatlardan kuyu difizyon
testinde sadece L. pentosus S058 inhibitor etki gdstermemistir. E. durans S092, E.
durans S202, E. faecium S1113 ve E. faecalis S135 izolatlar1 ise agar spot testinde
oldugu gibi kuyu diflizyon testinde yiiksek inhibisyon etkisi gostermistir. Agar spot
testinde yuksek aktivite gosteren E. faecium S1113, E. durans S202 ve L. coryniformis
subsp. torquens S232’nin E. coli ’ye karsi, L. pentosus S058’inde B. cereus‘a karsi
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inhibitdr aktivite gdstermemesi kuyu difiizyon testinde siipernatantin pH degerinin 6,5
pH ’ya ayarlanmasi ile asitligin etkisinin ve hiicrelerin sividan ayrilmis olmasi nedeni
ile de yarismanin etkisinin ortadan kalkmasindan  kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

E. faecium S1113, E. gallinarum S142, E. durans S092, E. durans S104, E.
durans S1121 izolatlarinin agar spot kuyu difiizyon teslerinin her ikisinde de indikator
suslardan hem E. coli ATCC25922’ye hem de B. cereus NRRL B-3711’e kars1 orta
veya yuksek inhibitor aktiviteli oldugu saptanmistir. Bu sonug ileriki ¢alismalar igin
umit vericidir.

Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden elde edilen beyaz peynir orneklerinden izole
edilen 12 Enterokok susunun, bazi Gram pozitif ve Gram negatiflere karsi
antimikrobiyal aktivitesi agisindan taranma sonuglar1 6 E. faecium, 2 E. faecalis ve 4
E. durans’dan olusan 12 susun timiinde antimikrobiyal aktivite varligi dogrulanmistir
(Hajikhani et al., 2007). Hajikhani et al. (2007) izole ettikleri Enterococcus suslarinin
B. cereus ve diger bazi Bacillus spp’a kars1 inhibitor etki gosterdigini ve E. faecium'un
genis bir madde spektrumunun antimikrobiyal etkilerinin Gram-negatif ve Gram
pozitif bakterilere karsi etkinliginin kanitlandigini da belirtmislerdir. Kanak ve Yilmaz
(2019) tarafindan yapilan ¢alismada da peynirden izole edilen E. faecium izolat1 E.
coli’ye karst antimikrobiyal aktivite (15 mm) gostermis, B. cereus’a karsi ise
gostermemistir. Yerlikaya ve Akbulut (2020) izole ettikleri 30 adet E. faecium ve E.
durans izolatinin 27 adedinin E. coli 'ye kars1 inhibitor etki gosterdigini bildirmislerdir.
Ispirli et al. (2017) Beyaz peynirden izole edilen E. faecium, E. faecalis, E. durans, E.
gallinarum ve E. italicus izolatlarinin gida kaynakli patojenlere karsi 6nemli diizeyde
antimikrobiyal ~aktivite gosterdigini bildirmislerdir. OzIi (2015) tarafindan
peynirlerden izole edilen L. pentosus izolatinin E. coli ‘ye karsi inhibitor aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Klingberg et al. (2005) tarafindan L. pentosus MF1300
suslartyla benzer oldugunu goéstermistir. Rahman et al. (2018) tarafindan Nile
tilapia'dan izole edilen L. coryniformis subsp, B. subtilis’e kars1 14 mm ve E. coli’ye

kars1 15 mm antibakteriyel aktivite gostermistir.

Laktik asit bakterileri tarafindan iretilen bakteriyosinlerin, Bacillus cereus,
Clostridium perfringens, Listeria tlrleri ve S. aureus gibi gida bozulmasina neden olan
patojenik mikroorganizmalar tzerinde bakteriyosidal etkileri bulundugu bilinmektedir

(Yiksekdag ve Beyatli, 2003). Bu inhibitor etkide en biyik pay ortamin
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asitlendirilmesidir. Laktik asit bakterilerinin olusturdugu laktik asit ile birlikte formik,
propiyonik ve asetik asit gibi diisitk konsantrasyonlarda uretilen organik asitler de
patojenik mikroorganizmalar tzerinde antibakteriyel etkide gérev almaktadir. Ayrica
bakteriyosinler de LAB’nin bu etkisinde 6nem tasimaktadirlar. Binlerce yildir glivenle
tlketilen bir st Urtind olan geleneksel peynirlerden izole edilen LAB izolatlarinin, E.
coli ve B. cereus gibi Gram pozitif ve Gram negatif patojenik bakterilere karsi
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmalar1 gida koruma teknolojisinde yararlanilabilecek
onemli bir potansiyeldir. Nitekim gerek yukarida 6zetlenen ¢alismalardan goriildiigii
gibi gerekse de Abanoz (2014) ve Kanak ve Yilmaz (2019) tarafindan bildirildigi gibi
birgok ¢alisma, peynirlerden elde edilen LAB'nin B. cereus ve E. coli gibi patojenlere

kars1 antimikrobiyal aktivite gdsterdigini ortaya koymustur.
3.4.2. Farkh Sicakliklarda Gelisme

Peynirlerden izole edilen antimikrobiyal aktiviteye sahip LAB izolatlariin 10,
15 ve 45°C’de geligsme yetenekleri Tablo 3.8’de verilmistir. LAB izolatlarindan 10°C
sicaklikta; L. pentosus S056 ve S058, L. coryniformis subsp. torquens S232, E. durans
S092 ve S104 gelisme gostermis diger izolatlar gelismemistir. 15°C sicaklikta; E.
faecalis S135 disinda tiim izolatlar gelismistir. 45 C sicaklikta ise L. pentosus S056 ve
S058, E. faecium S013 ve E. gallinarum S142 gelismemistir. E. durans S092 ve S104
ile L. coryniformis subsp. torquens S232 hem 10°C hem de 45°C sicaklikta gelisme

gostermistir.

Romero-Gil et al. (2013) zeytinlerden izole edilen L. pentosus izolatlarinin 5,32-
41,9°C arasindaki sicakliklarda gelisebildigini gdstermistir. Thapa et al. (2004)
tarafindan geleneksel fermente balik tirtinlerinden izole edilen L. coryniformis subsp.
torquens izolatinin 45°C’de gelisme gostermedigi; Tohno et al. (2012) tarafindan da L.
coryniformis subsp. torquens suslarmin 15°C’de gelistigini fakat 10°C’de yalnizca
%17’sinin gelistigi bildirilmistir. Durlu-Ozkaya et al. (2001) beyaz peynir izolat1 6
adet E. faecalis, 12 adet E. faecium ve 10 adet E. durans susunun; Ertiirkmen ve Oner
(2015) yine beyaz peynir izolatt 5 adet E. faecalis ve 2 adet E. durans susunun;
Kirmac et al. (2016) da denedigi 70 Enterococcus izolatinin 10 ve 45°C sicakliklarda
gelisebildigini bildirmistir. Hejazi et al. (2019) tarafindan da peynirden izole edilen E.
faecalis ve E. faecium izolatlarinin 45°C’de gelisme gosterdigi tespit edilmistir.
Hammes ve Vogel (1995) L. gallinarum’un 15°C'de gelisebilecegini bildirmistir.
Vernile et al. (2008) tarafindan yapilan galismada 30°C sicaklikta peynirden izole
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edilen cubuk formundaki LAB izolatlarinin 15°C'de tamaminin ve 45°C de %86'sinin

gelistigi; Kok seklindeki izolatlarin ise 45°C'de ¢ogunun gelistigi bildirilmistir.

Tablo 3.8. LAB izolatlarinin farkli sicaklik degerlerinde gelisme yetenekleri

izolat Sicakhik
10°C 15°C 45°C

L. pentosus S056 + + -
L. pentosus S058 + + -
L. coryniformis subsp. torquens S232 + + +
E. faecium S013 + ;
E. faecium S017 + +
E. faecium S1113 + +
E. faecalis S135 - - +
E. durans S092 + + +
E. durans S104 + + +
E. durans S1121 - + +
E. durans S202 + +
E. gallinarum S142 + -

+: Gelisme var; -: Gelisme yok

Calismada beyaz peynirden izolatlarmin farkli sicakliklarda gelisme
yeteneklerinin E. faecalis S135 izolatinin 15°C sicaklikta gelisememesi sonucu disinda
literatiir ile uyumlu oldugu saptanmustir. Izolatlarin gelecekte probiyotik starter kiiltiir
olarak kullanilmasi agisindan diisiik sicakliklarda (10-15°C) gelisebilmesi olumlu bir
ozelliktir. Bu nedenle izolatlarin 15°C’de hemen tamaminin 10°C’de ise bir kisminin
gelisebilmesi  peynirlerin  olgunlastirilabilmesinde kullanilmalarin1  saglayacak

istenilen bir 6zelliktir.
3.4.3. Farkh pH Degerlerinde Gelisme

Peynir izolat1 antimikrobiyal aktiviteye sahip 12 adet LAB’nin 2,5, 3,0, 3,5, 4,0
ve 9,6 pH degerine ayarlanmis MRS broth besiyerinde gelisme yetenegi test edilmis

ve elde edilen sonuglar Tablo 3.9’da sunulmustur.

Samsun ili peynir izolatlarindan 2,5 pH’da L. pentosus S056 ve S058, L.
coryniformis subsp. torquens S232, E. faecium S1113, E. durans S104 ve S1121; 3,0,

3,5, 4,0 ve 9,6 pH’da ise biitiin izolatlar gelisme gostermislerdir.

Durlu-Ozkaya et al. (2001) tarafindan beyaz peynirden izole edilen 6 adet E.
faecalis, 12 adet E. faecium ve 10 adet E. durans susunun 9,6 pH’da gelisebildigi;
Ertiirkmen ve Oner (2015) tarafindan da beyaz peynirden izole edilen 5 adet E. faecalis

ve 2 adet E. durans susunun 9,6 pH’da gelisebildikleri gésterilmistir.
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Tablo 3.9. LAB izolatlarin farkli pH degerlerinde gelisme yetenekleri

izolat pH Degeri

2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 9,6
L. pentosus S056 + + + + + +
L. pentosus S058 + + + + + +
L. coryniformis subsp. torquens S232 + + + + + +
E. faecium S013 - + + + + +
E. faecium S017 - + + + + +
E. faecium S1113 + + + + + +
E. faecalis S135 - + + + + +
E. durans S092 - + + + + +
E. durans S104 + + + + + +
E. durans S1121 + + + + + +
E. durans S202 - + + + + +
E. gallinarum S142 - + + + + +

+: Gelisme var; -: Gelisme yok

Yerlikaya ve Akbulut (2020) tarafindan ¢ig siit ve cesitli siit {irlinlerinden izole
edilen E. faecium ve E. durans suslarmin 2,5 ve 3,0 pH’da gelisebildigi; Hejazi et al.
(2019) tarafindan da peynirlerden izole edilen E. faecalis izolatinin 3,0 pH’da 3 saat
icin canliligini muhafaza edebildigi tespit edilmistir. Ozdemir ve Tuncer (2020) ¢ig
st ve geleneksel peynirden izole edilen E. gallinarum suslarinin pH 9,6 pH’da gelisme
gosterdigini; Rahman et al. (2018) de L. coryniformis subsp. torquens’in 2-9 pH
arasinda rahatlikla gelisme gosterdigini tespit etmislerdir. Duan et al. (2008) tarafindan
da peynirden izole edilen 2 farkli L. pentosus’un 3-9 pH degerleri arasinda gelistigi
saptanmistir. Samsun peynirleri izolatlar1 yukarida verilen literatiir sonuglar ile

benzerlik gostermektedir.

Arastirmada peynirden elde edilen izolatlarin farkli pH degerlerinde gelisme
yetenekleri yukarida verilen literatiir bilgileriyle uyumludur. Izolatlardan elde edilen
ve gelecekte bir starter kiiltiirii olarak kullanilmasi amaglanan peynir ortamlari goz
Online alindiginda, diisiik pH degerlerinde gelismeleri beklenen ve istenen bir

Ozelliktir.
3.4.4. Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisme

Samsun ili beyaz peynirlerinden izole edilen antimikrobiyal aktiviteli LAB
izolatlarinin %3,0, %5,0, %6,5, %8,0, %9,0, %10 ve %12 NaCl iceren MRS broth
besiyerinde gelisme testi gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 3.10°da
sunulmustur. Peynirlerden elde edilen 12 adet antimikrobiyal aktiviteli LAB
izolatlarinin %3-9 tuz oranlar1 arasinda tamaminin rahatlikla gelistikleri, %10 tuz

oraninda E. gallinarum S142 ile E. durans S1121 ve S202 suslarinin gelisme
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gosteremedikleri saptanmistir. %12 tuz igeriginde ise L. pentosus S056 ve S058, L.
coryniformis subsp. torquens S232, E. faecium S017, E. durans S092 ve S104 olmak

lizere 6 izolatin gelisebildigi belirlenmistir.

Tablo 3.10. LAB izolatlarin farkli tuz degerlerinde gelisme yetenekleri

izolat Tuz Oram (%)

3 5 6,5 8 9 10 12
L. pentosus S056 + + + + + + T
L. pentosus S058 + + + + + + +
L. coryniformis subsp. torquens S232 + + + + + + +
E. faecium S013 + + + + + + .
E. faecium S017 + + + + + + +
E. faecium S1113 + + + + + + -
E. faecalis S135 + + + + + + -
E. durans S092 + + + + + + +
E. durans S104 + + + + + + +
E. durans S1121 + + + + + . ;
E. durans S202 + + + + + . ;
E. gallinarum S142 + + + + + - -

+: Gelisme var; -: Gelisme yok

Kirmaci et al. (2016) tarafindan test ettigi 70 Enterococcus izolatinin %6,5 tuz
konsantrasyonunda; Hejazi et al. (2019) tarafindan peynirden izole edilen E. faecalis,
E. faecium ve E. durans suslarinin %4 ve 6,5 tuz oraninda; Rahman et al. (2018)
tarafindan L. coryniformis subsp. forquens’in %7 tuz oraninda; Duan et al. (2008)
tarafindan peynirden izole edilen L. pentosus’un %6,5 tuz oraninda ve Ozdemir ve
Tuncer (2020) tarafindan ¢ig siit ve geleneksel peynirden izole edilen E. gallinarum
izolatlarinin %6,5 tuz oraninda gelisme gosterdigi bildirilmistir. Bu literatiir verileri
ile arastirmada Samsun ili beyaz peynir izolatlarinda elde edilen sonuglar tam bir uyum
icerisindedir. Caligmada antimikrobiyal aktiviteye sahip olarak segilen izolatlarin
tamaminin peynir liretiminde onerilen %6-9 tuz oraninda gelisebilmesi olumlu ve bir

Ozelliktir.
3.4.5. Asit Uretim Duizeyleri

Samsun ili beyaz peynirlerinden izole edilen 12 adet antimikrobiyal aktiviteye
sahip LAB’nin fermente gidalarin ve 6zel olarak da peynir tretiminde starter kiltur
olabilme niteligini belirleyen en 6nemli 6zelliklerden birisi olan asit {iretim yetenegi,
pH ve % asitlik degerleri olarak 3, 6, 12, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda

belirlenmis ve pH degeri lizerine etkileri Tablo 3.11°de sunulmustur.

Besiyeri pH degerlerinde fermantasyon siiresine bagli olarak meydana gelen

degisimin belirlenmesi i¢in yapilan istatistiki analiz, ortamin pH degerinde siireye
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bagli olarak onemli farkliliklarin  bulundugunu  gostermistir  (p<0,05).
Fermantasyonun 3. saatinde L. pentosus S056, L. coryniformis subsp. torquens S232
ve E. durans S092 hari¢ diger LAB izolatlar1 ile asilanmis besiyerlerinin pH
degerleri baslangic degerinden farkli bulunmazken (p>0,05); 6. saatinde tiim
izolatlar pH degerini 6nemli diizeyde (p<0,05) diisiirmiislerdir. Tiim LAB izolatlari
ortam pH degerini 24. saate kadar diisiirmeye devam etmisler ve fermantasyonun 12.
saatinde 6. saatine gore, 24. saatinde de 12. saatine gore pH degerinde 6nemli diisiis
(p<0,05) saglamislardir. Fermantasyonun 48. saatinde L. pentosus S056 izolati
disindaki LAB izolatlar1 besiyeri pH degerlerini 24. saate gore onemli diizeyde
diisiirmeye devam ederken (p<0,05); 72. saatinde E. faecium S013, E. faecium S017,
E. faecalis S135, E. durans S092 ve E. durans S1121 izolatlarinin 48. saate gére
onemli diizeyde diisiirmeye devam ettigi saptanmistir. Fermantasyonun 48 ve 72.
saatinde bir Onceki saate gore pH degerinde Onemli diisme saglayan LAB
izolatlarinin ulastiklar1 son pH degerleri dikkate alindiginda devam eden diisiisiin
daha diisiik pH saglamalarindan olmadigi ve yavas diisiirme hizlarina

baglanabilecegi sonucuna ulasilabilmektedir.
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Tablo 3.11. LAB izolatlarinin pH diisiirme kapasiteleri

Sire (Saat)

izolat 0 3 6 12 24 48 72

pH pH ApH** pH ApH pH ApH pH ApH pH ApH pH ApH
L. pentosus S056 54240 01A°  534+003%® 008  433:001"C 110 3864001 157  382+009E 161 3824001 161  3.82+001% 161
L. pentosus S058 5,40£001°A  536+0,04% 0,04 478+002® 062  3,80+001C 160 3904001 150  385+001F 155  3,80+001€ 1,60
L. coryniformis 545+0,03%  538+0,01% 0,07 4674001 078  416+001© 1,30  399+001°€ 147  395:001F 151  394+0,01F 152
subsp. torquens S232
E. faecium S013 5441001 ®A 54340014 0,01 499+001® 045  4,44+001C 1,00  3,97+0,01® 147  3.9040,01% 154  3,85+001F 159
E. faecium S017 5444002~  543+001°A 001  523+001<® 021  4,60+001°C 084  444+001® 100  431+001% 113  426+001F 118
E. faecium S1113 545:001%A  544+001% 001  524+001%8 022  461+0,01°C 0,85  42640,06° 119  385+007°F 160  3,80+0,07€ 1,65
E. faecalis S135 544+0,03®A  547+0,01°A 0,03 538+001%® 0,06  4,75+0,01C 0,69  424+001° 121  4024001% 143  3,88+001F 157
E. durans S092 5464003  5430,02%® 004  523+001%C 024  443+001° 104  396+001€ 151  3914#001% 156  3,87+0,01C 1,60
E. durans S104 544+001®A  543+002°A 001  4,66+001% 078  395:001°C 150  3,87+001° 158  3.83+001F 1,62  3,82+001% 163
E. durans S1121 543+003®A  546£001%A 0,03 526+001%® 018  455:001°C 089  4,13+0,01 131  394+001%€ 150  3,86+0,01%F 158
E. durans S202 546+004%A  545+0,02°A 0,01 5214001 025  455:007°C 0091  431#0,01%° 115  423+001% 123  422+001% 124
E.gallinarum S142  545:0,01%A  545:001%A 000  526+001%8 020  455+007°C 090  4,31+001°° 1,15  427+001%0E 119  4,23+0,01% 1,23
En dusik 5,400,01 5345003 0,00 433:001 006  3.80%001 069  382£001 1,00 3826001 113 380:007 118
En yiiksek 5,46+0,04 547+001 0,08 538+001 1,10  475:001 1,60  444+001 1,61 4314001 162 4264001 165
Ortalama 5,44+0,02 542+004 0,03 5024032 042  435:033 1,09 4104020 1,35 3004018 146  395+0,18 1,50

*: Aymi siitunda farkl kiigiik harfle (a,b,c,d,e,e,g,h,i,j,k), ayn1 satirda da farkl biiyiik harfle (A,B,C,D,E,F,G) isaretlenen 6rnekler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05).

**: pH degerindeki degisim miktari
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Bu sonuclar starter se¢iminde basvurulan hizli asit iiretme yetenegi i¢in 6nemli
bir bilgi saglamaktadir. E. faecium S017, E. faecalis S135, E. durans S202 ve E.
gallinarum S142 disinda tiim izolatlar ortam pH degerini 48 saat sonunda 4,0 pH’nin
altina diistirmiislerdir. Bu izolatlardan E. faecalis S135 72. saatte ortam pH degerini 4,0
pH’nin  altina  dislirircken  digerleri  diislirememislerdir. ~ Lactobacillus
(Lactiplantibacillus) yesi izolatlar; L. pentosus S056 ve L. pentosus S058
fermantasyonun baslarinda Enterococcus Uyelerinden daha hizli pH diisiisii saglayarak
sahip olduklar1 besiyeri pH’sim1 diisiirme kapasitelerine fermantasyonun 12. saatinde
erismistir. ilerleyen fermantasyon siirelerinde diger izolatlar bunlarin degerlerine

yaklagmistir.

Kirmaci et al. (2016) Urfa peynirden izole edilen E. faecium, E. durans ve E.
faecalis’in 24 saat inkiibasyon sonrasinda ortam pH degerini sirasiyla 4,61, 4,48 ve 4,48
pH degerine diistirdiigiinii tespit etmistir. Dagdemir (2006) tarafindan salamura beyaz
peynir ¢alismasinda Enterococcus sp. izolatlarinin 6 saatlik pH degisiminin 0,10 —1,11
arasinda, Lactobacillus spp. izolatlarinin ise 0,08-0,38 arasinda degiskenlik gosterdigi
belirlenmistir. Ertlirkmen ve Oner (2015) beyaz peynirden izole edilen Enterococcus
spp. izolatlarinin yagsiz siit besiyerine %1 asilanmuig kiiltiirlerinin 6 ve 24 saat sonunda
pH degisiminin E. faecium PeE32 izolatinda sirastyla 0,59 ve 2,40 pH; E. faecalis IE25
izolatinda da sirastyla 0,67 ve 2,17 pH oldugu belirlenmistir. Durlu-Ozkaya et al. (2001)
beyaz peynirden izole ettikleri 48 Enterococcus izolatinin sadece 8 tanesinin 24 saat
sonunda siitiin pH degerini <5,0 pH’ya ulastirabildigini; izolatlarin %71’inin 24 saat
sonunda pH degisiminin <1 oldugunu belirtmislerdir. Oladipo et al. (2015) tarafindan
E. gallinarum W211 izolatinin yagsiz siit ortaminin fermantasyonun 6. saatinde 5,8 olan
pH degerini 24. saatinde 4,8 pH’ya; E. gallinarum T71 izolatinin 6. saatte 5,8 olan pH
degerini 24. saatte 4,7 pH’ya diisiirdiigli belirlenmistir. Marino et al. (2003) tarafindan
peynirden izole edilen E. gallinarum izolatinin yagsiz siit ortaminda 6 saatlik
inkiibasyonda pH degisiminin 0,55 pH oldugu bildirilmistir. Morales et al. (2011)
tarafindan da peynirden izole edilen L. pentosus izolatinin ortamin pH’sin1 24 saatte 6,2
pH’dan 4,4 pH’ya diisiirdiigii saptanmistir. Calismada elde edilen sonuglar Kirmaci et
al. (2016), Oladipo et al. (2015) ve Morales et al. (2011) tarafindan belirtilen literatiir
bilgileri ile paralellik gostermektedir.
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Asit gelistirme kapasitesi ve hizinin bir¢ok fermente gidanin iiretiminde oldugu
gibi peynir iiretiminde de son derece onemli bir parametre olmasi nedeni ile LAB
izolatlarinin teknolojik Ozelliklerinin belirlenmesi ¢alismalarinda asit Uretim
yeteneklerinin saptanmasi ilk siralarda yer almaktadir. Calismada da bu nedenle Samsun
ili beyaz peynir izolatt LAB’nin 3, 6, 12, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda asit
uretim kapasiteleri belirlenerek sonuclar % laktik asit olarak Tablo 3.12’de verilmistir.
Tur icindeki degisimlerin kolay degerlendirilmesi igin Sekil 3.2°de gruplandirilarak

gorsel olarak sunulan sonuglar asagida tartisilmistir.

Peynir LAB izolatlarinin % asit tiretim miktar1 agisindan aralarinda 6nemli bir fark
bulunmus (p<0,05) ve 72 saat fermantasyon sonunda ortam asitligini laktik asit
cinsinden %21,27-2,37 arasina, ortalama %1,85 degerine yiikseltmislerdir. LAB
izolatlar1 ile asilanmis besiyeri ortamlarinin baslangigtaki % asitlik degerleri %0,53-
0,64 arasinda degisen 5 gruba ayrilirken; fermantasyonun 3. saatinde farklilik azalmig
ve 2 gruba ayrilmistir. Fermantasyonun ilerleyen saatlerinde % asit iiretim miktarlari
birbirinden farklilasmis ve 6. saatinde 9 grup, 12. saatinde 7 grup, 24. saatinde 8 grup,
48. saatinde 10 grup ve 72. saatinde de 11 grup olusmustur (p>0,05). Fermantasyonun
24. saatinde en yliksek % asit tiretim miktarina sahip izolat E. durans S104 iken bunu
birbirinden istatistiki olarak farksiz olan (p>0,05) L. pentosus S056 ile L. pentosus S058
izolatlar1 ve E. durans S092 izolati izlemistir. Bu sonuglar pH diisiis sonuglari ile de
uyum igerisindedir. Fermantasyonun 48. saatinde en yiiksek % asit liretim degeri E.
durans S104 izolatinda belirlenmis ve bu izolati L. pentosus S058 ile birbirinden
istatistiki olarak farksiz olan (p>0,05) L. pentosus S056 ve E. durans S092 izolatlari
izlemistir. Fermantasyonun 72. saatinde de en yiiksek % asit tiretim degeri E. durans
S104 izolatinda (%2,37) belirlenmis ve bu izolat1 L. pentosus S058, E. durans S092 ile
birbirinden istatistiki olarak farksiz olan (p>0,05) L. pentosus S056 ve E. faecium S013
izolatlar1 izlemistir. Fermantasyonun 72. saatinde en fazla artisin %1,77 ile E. durans
S104 izolat1 tarafindan olusturuldugu bunu %1,67 artis ile L. pentosus S058 izolatinin
takip ettigi ve en az artisin ise %0,67 ile E. faecium S1113 izolat1 tarafindan

gerceklestirildigi belirlenmistir.
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Tablo 3.12. LAB izolatlarinin % asit tiretim kapasiteleri

Baslangic Fermantasyon Siresi (Saat)

izolat (0. Saat) 3 6 12 24 48 72

YoA* %A A% OpA A %A A %A A %A A %A A
L. pentosus S056 0,60+0,01C*  056+0,13C 003 195:001® 135  2,08+001°A 149  2,15+0,01"A 155 2150014 155  2,15+0,01% 1,55
L. pentosus S058 0,640,017 0,79+0,16®° 015 152:001°C 0,88  1,90:001%® 126  219+0,02%A 155  2,24+001%A 160  2,31+001% 1,67
;r:‘:];yn”;fg;gs SUBSP- ) 5740, 0pctF 0,64+0,01% 0,07  1024002° 045  1,7040,01<C 113  1,79+001¢® 122  183+002%A 126  1,86+001" 1,28
E. faecium S013 0,590,000 057+0,02" 001 1,18:001% 060  129+002%° 071 1094001 141  2,08:001%® 150  2,15:0,01% 156
E. faecium S017 0,640,012 0,69:0,01%F 0,05 0,96:001%€ 032  1,11+002° 047 12940,02C 065 1,38:002"® 074  1,47+0,02" 0,83
E. faecium 51113 0,600,016 0,660,014 0,06 0,93:002° 0,33  1,10:004 050 1,09+0,01"C 049  1,18:00L® 058  1,27+001% 0,67
E. faecalis 5135 0,55+0,01%C 0,69+0,01%F 0,14 0,73:001F 018 0093002 038 143%0,01C 088 1,77+001" 122  2,00£0,04A 145
E. durans S092 0,62:0,01%F 060001 0,02 0,69:001F 007  1,18+001®® 056 2,08:0,01%C 146  2,15:001® 153  2,10+0.02°4 158
E. durans S104 0,60£0,01b¢E 0,60+0,01% 0,00 127:001® 068  1,88:001° 128 233+0,01® 173  2,35:0018 176  2,37+0,02% 177
E. durans S1121 0,57:0,024¢ 0,64:001% 007 082:001"™ 025 096001 038 150:001'C 092 1,54:001% 0097  1,61+0,01% 1,04
E. durans 5202 0,600,0150 0,64+001° 0,04 1,00:001°C 041  127+001%® 068  146+0,016"™ 087  1,38:002" 079  1,43+001A 083
E.gallinarum S142  0,53+0,01 0,62+001% 000 0,73:008° 020  1,18+001€C 065 12940028 077 1,32:t0014B 079  1,30+0,02A 086
En diigiik 0,53+0,01 056013 000 069:00L 007 093002 038 109001 049 1,18:00L 058 1,27:001 0,67
En yiiksek 0,64+0,01 0,79:016 015 1,95:001 1,35 2,08+001 149 233001 173 2,35:001 176  2,37:002 177
Ortalama 0,59+0,03 064007 006 107:036 048 138040 079 1724041 113 1,78:040 1,19  1,85:039 126

*: % Asitlik (laktik asit cinsinden);
**. Aymi siitunda farkl kiigiik harfle (a,b,c,d,e,f,g,h,i,j), ayni satirda da farkli biiyiik harfle (A,B,C,D,E,F,G) isaretlenen 6rnekler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05)

***: 0p Asitlik degerinde degisim miktar1 (% laktik asit olarak)
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Kirmaci et al. (2016) Urfa peynirden izole ettikleri E. faecalis, E. faecium ve
E. durans suslarinin yagsiz siit ortaminda % asit iiretim miktarlarin1 belirledikleri
caligmalarinda; baslangicta %0,14 olan asit miktarinin 24 saat sonunda sirasiyla
%0,70, %0,68 ve %0,68 degerlerine ulastigini bulmuslardir. Akepaer (2015)
35°C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi yagsiz siit ortaminda toplam asit miktarmnin E.
durans 51 tarafindan %1,16, ve E. faecalis 79 tarafindan %1,13 oranina ulastirdiklari
belirlenmistir. Ertekin (2007) tarafindan eksi hamurdan izole edilen L. pentosus
izolatinin ortam asitligini 1. giin sonunda, %1,85; 7. giin sonunda ise %1,93’¢
ulastirdigi belirtilmistir. Con ve Karasu (2009) tarafindan da tursu ve zeytinden izole
edilen L. pentosus suslarinin fermantasyonunda birinci ve yedinci giin ortam
asitliginin sirasiyla %1,95 ve %2,15 oldugu bildirilmistir. Antimikrobiyal aktiviteye
sahip LAB izolatlarinin ¢alismada elde edilen asit iiretim miktarlar1 Kirmaci et al.
(2016), Akepaer (2015) ve Ertekin (2007) tarafindan bildirilenlerden daha yiiksek;
Con ve Karasu (2009) tarafindan bildirilenlere ise olduk¢a yakin olarak

belirlenmistir.

Besiyeri % asitlik degerlerinde fermantasyon siiresine bagli olarak meydana
gelen degisimin istatistiki olarak onemli farklilia sahip oldugu belirlenmistir
(p<0,05; Tablo 3.12). Fermantasyonun 3. saatinde L. coryniformis subsp. torquens
S232, E. faecium S017, E. faecium S1113, E. faecalis S135, E. durans S1121ve E.
gallinarum S142 izolatlar1 ile asilanmis besiyerlerinde iiretilen % asitlik degerleri
baslangi¢ degerinden farkli bulunurken (p<0,05); fermantasyonun 6. saatinde 3. saat
degerine gore, 12. saatinde de 6. saat degerine gore tim LAB izolatlarinin
asilandiklar1 besiyerlerinde % asitlik degerlerini 6nemli diizeyde (p<0,05)
artirdiklari belirlenmistir. Besiyeri % asitlik degerini 24. saatte L. pentosus S056 ve
E. faecium S1113 disindaki izolatlarin 12. saate gore; 48. saatte L. coryniformis
subsp. torquens S232, E. faecium S013, E. faecium S017, E. faecium S1113, E.
faecalis S135, E. durans S092 ve E. durans S1121°in 24. saate gore; 72. saatte de E.
faecium S013, E. faecium S017, E. faecium S1113, E. faecalis S135, E. durans S092

ve E. durans S1121°in 48. saate gore onemli diizeyde (p<0,05) artirdig1 saptanmistir.

Calismada beyaz peynirlerden elde edilen LAB izolatlarinin asit tiretim hizlar
ve miktarlar, peynir iretimi igin starter kultlir olarak secgimleri icgin yeterli

gorilmektedir.
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3.4.6. Proteolitik Aktivite

LAB izolatlariin proteolitik aktivite diizeyleri Spencer ve Ragout de Spencer
(2001) tarafindan onerilen yontem modifiye edilerek belirlenmis, Tablo 3.13°de

verilmis ve kiyaslama i¢in Sekil 3.3’de grafik halinde sunulmustur.

Tablo 3.13. LAB izolatlarinin proteolitik aktivite kapasiteleri

izolat Proteolitik Aktivite (mg/mL tirozin) *
L. pentosus S056 0,10+0,04
L. pentosus S058 0,11+0,02
L. coryniformis subsp. torquens S232 0,34+0,20¢
E. faecium S013 0,20+0,03¢
E. faecium S017 0,22+0,02¢
E. faecium S1113 0,40+0,11°
E. faecalis S135 2,22+0,71°
E. durans S092 0,12+0,02
E. durans S104 0,08+0,06"
E. durans S1121 0,48+0,11°
E. durans S202 0,21+0,03¢
E. gallinarum S142 0,44+0,47%¢

* Ayni siitunda farkli kiigiik harfle (a,b,c,d,e,f) isaretlenen 6rnekler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05)

Peynir izolatlarinin proteolitik aktivite degerleri arasinda 6nemli bir fark
(p<0,05) oldugu belirlenmistir. En yuksek proteolitik aktiviteye sahip izolat 2,22
mg/mL tirozin miktar ile E. faecalis S135 iken en diisiik aktiviteye sahip izolatta 0,08
mg/mL tirozin miktar1 ile E. durans S104 olmustur. L. pentosus S056, L. pentosus
S058 ve E. durans S092 izolatlarinin proteolitik aktivite degerleri istatistiksel olarak

E. durans S104 izolati ile benzer bulunmustur (p>0,05).
2.5+
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Sekil 3.3. LAB izolatlarinin proteolitik aktivite yetenekleri

Sekil 3.3’den goriilebilecegi gibi E. faecalis S135 izolat1 digerlerinden ¢ok farkli
sekilde yiiksek aktiviteye sahiptir. Bu izolati takip eden E. durans S1121, E.
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gallinarum S142, E. faecium S1113 ve L. coryniformis subsp. torquens S232 izolatlar1

da digerlerinden belirgin sekilde yiiksek aktivitelidir.

Ertiirkmen ve Oner (2015) tarafindan beyaz peynirden izole edilen Enterococcus
spp. izolatlarmin proteolitik aktivite degerleri 0,01-0,20 mg/mL tirozin arasinda ¢ok
biylk bir degiskenlik gostermistir. Dagdemir ve Ozdemir (2008) tarafindan salamura
beyaz peynirden izole edilen Enterococcus cinsi laktik asit bakterilerinin sahip oldugu
proteolitik aktivite degerleri 14,20 -117 pg/mL tirozin arasinda bulunmustur. Durlu-
Ozkaya et al. (2001) tarafindan beyaz peynir izole edilen E. faecium FC10 ve E.
faecium FC11 proteolitik aktiviteleri 0,03 ve 0,12 mg/mL tirozin olarak belirlenmistir.
Tuncer (2009) tarafindan tulum peynirinden izole edilen 5 E. faecalis (EYT7, EYT9,
EYT18,EYT29ve EYT37),5E. faecium (EYT4,EYT14, EYT26, EYT27 ve EYT39)
ve 2 E. durans (EYT10 ve EYT25) izolatimin tiimiinde proteolitik aktivitenin 50
pMg/mL tirozin degerinden yiiksek oldugu; en yiiksek degere E. faecalis EYT18
izolatinin sahip oldugu (100,5 pg/mL) belirtilmistir.

3.5. Antimikrobiyal Aktiviteli LAB izolatlarinin Probiyotik Ozellikleri
3.5.1. p-Galaktosidaz Testi

Beta galaktosidaz ortamda bulanan basit galoktozid'leri pargalayan bir enzimdir.
Ozellikle siit iiriinlerindeki laktozun pargalanmasinda ve fonksiyonel 6zelligi bulunan
tirtinlerin islenmesinde kullanilan endiistriyel bir {liriindiir. Bu enzime sahip kiiltiirler
de probiyotik olarak yaygin sekilde kullanilmaktadirlar. Calismada, O-nitrophenyl-f-
D-galactoside’in parcalanmasini katalize etme esasindan hareketle belirlenen ve
peynirden elde edilen izolatlarin probiyotik degerinin ortaya konmast igin

gerceklestirilen B-galaktosidaz aktivite testi sonuglari Tablo 3.14°de verilmistir.

Tablo 3.14. LAB izolatlarmin B-galaktosidaz aktiviteleri

izolat B- Galaktosidaz Aktivitesi
L. pentosus S056 -

L. pentosus S058

L. coryniformis subsp. torquens S232
E. faecium S013

E. faecium S017

E. faecium S1113

E. faecalis S135
E
E
E
E
E

A

. durans S092

. durans S104

. durans S1121 +

. durans S202 +

. gallinarum S142 +
+: Aktivite var; -: Aktivite yok
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Peynir izolatlarindan L. coryniformis subsp. torquens S232, E. faecium S013, E.
faecium S017, E. faecium S1113, E. durans S1121, E. durans S202 ve E. gallinarum
S142 B-galaktosidaz pozitif olarak bulunmustur. L. pentosus S056, L. pentosus S058,
E. faecalis S135, E. durans S092 ve E. durans S104 izolatlarinin ise f-galaktosidaz
aktivitesi bulunmamaktadir. Literatiirde Serio et al. (2010) tarafindan peynirden elde
edilen E. durans izolatlarmin B-galaktosidaz aktivitelerinin negatif olarak tespit
edildigi, E. faecium ve E. faecalis izolatlarinin ise sirasiyla %81 ve %50 oraninda
pozitif olarak saptandigi; Karasu (2006) tarafindan izole edilen L. plantarum 3 ve L.
pentosus 6 izolatlariin B-galaktosidaz aktivitesinin bulunmadigi, Papamanoli et al.
(2003) tarafindan peynirden izole edilen L. coryniformis CECT 5711 un giiglii bir B-
galaktosidaz aktivitesine sahip oldugu belirtilmektedir. Calismada elde edilen sonuglar
Serio et al. (2010) tarafindan E. durans i¢in verilen bilgi disindaki sonuglarla paralellik

gostermektedir.

3.5.2. Antibiyotiklere Duyarhhk

Laktik asit bakteri izolatlarinin yaygin kullanilan 8 farkli antibiyotige
(Amoksisilin, Ampisilin, Klindamisin, Eritromisin, Gentamisin, Metronidazol,
Tetrasiklin ve Vankomisin) kars1 duyarliliklari test edilmistir. Test sonucu elde edilen
inhibisyon bolgesi ¢aplart ve Clinical and Laboratory Standards Institute (2018)

tarafindan belirtilen sinir degerlere gore belirlenen hassasiyet dlzeyleri Tablo 3.15°de

sunulmustur.
Tablo 3.15. LAB izolatlarinin antibiyotiklere duyarhliklart

izolat Inhibisyon bdlgesinin ¢ap1 (mm) ve dayamklilik diizeyi*

zota AM GN CcL E MT _ TE VA AMC
L. pentosus S056 388 S 274 S 196 S 39,7 S 0 R 2715 S 0 R 45 S
L. pentosus S058 351 S 276 S 17,8 MS 396 S 0 R 244 S 0 R 44 S
L. coryniformis 389 S 297S 374S 400S O0OR 23S 0 R 40 S
subsp. torquens S232
E. faecium S013 30,2 S 16,0 S 245 S 219MS 0 R 345 S 233 S 3 S
E. faecium S017 328 S 178 S 256 S 248 S 0 R 370 S 250 S 37 S
E. faecium S1113 30,4 S 119 R 224 S 243 S 0 R 30,7 S 219 S 33 S
E. faecalis S135 301 S 85 R 100 R 238 S 0 R 326 S 189 S 30 S
E. durans S092 328 S 17,3 S 294 S 313 S 0 R 331 S 236 S 3 S
E. durans S104 316 S 156 S 264 S 272 S 0 R 314 S 222 S 32 S
E. durans S1121 310 S 16,0 S 272 S 275 S 0 R 330 S 239 S 32 S
E. durans S202 30,6 S 13,8 MS 272 S 285 S 0 R 30,7 S 225 S 3 S
E. gallinarum S142 324 S 14,7 MS 273 S 276 S 0 R 139MS 236 S 36 S

*R: Direngli; MS: Yar1 Hassas; S: Hassas;

** AM: Ampicillin (10 mcg); GN: Gentamicin (10 mcg); CL: Clindamycin (2 mcg); E: Erythromycin
(15 mcg); MT: Metronidazole (5 mcg); TE: Tetracycline (30 mcg); VA: Vancomycin (30 mcg); AMC:
Amoxicillin (30 mcg).
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Peynirden elde edilen izolatlarin hepsinin metronidazole karst direngli;
ampicillin ve amoxicillin kars1 ise hassas oldugu belirlenmistir. Yine erythromycin ve
tetracycline kars1 da sadece birer izolat yar1 hassas digerlerinin tamami hassastir.
Bunlar disindaki antibiyotiklerden gentamicine kars1 E. faecium S1113 ve E. faecalis
S135 direngli, E. gallinarum S142 ve E. durans S202 izolatlar1 yar1 hassas;
clindamycine kars1 E. faecalis S135 direncli, L. pentosus S058 yari hassas ve
vancomycine karsi da L. pentosus S056, L. pentosus S058 ve L. coryniformis subsp.
torquens S232 direngli olarak tespit edilmistir. Bu son ii¢ antibiyotige kars1 digerleri

ise hassastir.

En fazla antibiyotige dayanikli izolatin E. faecalis S135 oldugu (Gentamicin,
Clindamycin ve Metronidazole dayanikli); vancomycine karsi laktobasillerin

tamaminin dayanikli, enterokoklarin ise tamaminin hassas oldugu dikkat cekmektedir.

Ghahremani et al. (2015) tarafindan peynirden izole edilen E. faecium DC67
susunun ampisilin, eritromisin ve vankomisine hassas, tetrasikline yar1 hassas olarak
saptanmigtir. Cui et al. (2018) tarafindan peynirden izole edilen E. faecium 27179
susunun gentamisine direngli oldugu belirtilmistir. Casado Mufioz et al. (2014)
yaptiklar1 c¢aligmada L. pentosus izolatlarin amoksisilin, ampisilin, gentamisin,
eritromisin ve tetrasikline hassas, vankomisine fenotipik olarak direngli olarak
belirtmislerdir. Calisma sonuglar1 bu literatirler ile tam uyumludur. Monteagudo-
Mera et al. (2012) tarafindan verilen E. faecalis189 susunun ampisilin, eritromisin ve
vankomisine hassas tetrasiklin, gentamisine direngli oldugu sonucu da tetrasiklin

disinda ¢alisma sonuglari ile uyumludur.
3.5.3. Safra Tuzuna Dayamkhhk

Mikroorganizmalarin sindirim sisteminden gecisi sirasinda canli kalmasini
etkileyen dnemli faktorlerden birisi olan safra tuzlarina kars1 dayaniklilik, probiyotik
bakterilerin se¢giminde 6nemli bir kriteridir. Bu nedenle calismada LAB izolatlarinin
%1 (w/v) safra tuzu iceren ortama dayanikliliklar in vitro olarak test edilmis ve elde

edilen sonuclar Tablo 3.16°da verilmistir.
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Tablo 3.16. LAB izolatlarinin %1 (w/v) safra tuzuna dayanikliliklari

Canli Hiicre Sayisi ve Degisimi (log kob/mL)

izolat 0. Saat 1. Saat 2. Saat 4. Saat

Say1 Say1 A** Say1 A Say1 A
L. pentosus S056 6,04+0,01"  564:0,05%® 130 554+000C 1,40  4,30£0,000 2,64
L. pentosus S058 7,80+0,369A  7,60+0,43%0A 020  7,46£002A 042  602+004® 186
L. coryniformis subsp. g 5o, ggwA  832+011% 027 7,06+0,08€C 153 6,190,050 240
torquens S232
E. faecium S013 6,73+t0,01A  502+0,11°®® 080 5604015 113  500£0,42 1,72
E. faecium S017 8,02+0,10*  7,81+0,06"8 111  7,60#001*C 133  688:0,04° 2,05
E. faecium S1113 8,52+0,01%A  806:0,280A8 046  7,80£0,04®® 072  7,83:0,23® 0,69
E. faecalis S135 6,30+0,01" 5480008 001  4,60£0,000° 178  4,30:0,00° 2,08
E. durans S092 7,07+0,029A  756+0,13%%8 041  7,55:0,06®® 042  7,33+0,23® 0,64
E. durans S104 7,67+0,13%"  7,31+005%® 037 7,274001%® 040  7,15:0,04%8 0,52
E. durans S1121 8,22+0,58%A  7,56+0,14%A 0,66  7,620,11%A 060  7,73:0,01* 0,49
E. durans $202 7,83£0,109A  7,71+0,15%0A 013  7,76£0,18%A 007  7,71:021* 0,13
E.gallinarum S142  7,88£0,16%A  7,80+0,18"A 0,08  7,1620,02%8 072  6,99+0,01%8 0,89

*: Aym siitunda farkli kiigiik harfle (a,b,c,d,e,f,g), ayn1 satirda da farkli biiyiik harfle (A,B,C,D)
isaretlenen ornekler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05)
**: Canli hiicre say1Sindaki degigsim

LAB izolatlarinin safra tuzuna dayanikliliklari agisindan aralarinda énemli bir fark
bulundugu (p<0,05); %1 safra konsantrasyonunda muamele siiresine bagli olarak canli
hiicre sayisinda azalis meydana geldigi ve 4 saat muamele sonunda 0,13-2,64 log
kob/mL arasinda diisiis oldugu tespit edilmistir. LAB izolatlar1 arasinda safraya karsi
en direngli izolatin E. durans S202 (A 0,13 log kob/mL) oldugu ve dayaniklilik
acisindan bu izolat1 E. durans S1121 (A 0,49 log kob/mL) ve E. durans S104 (A 0,52
log kob/mL) izolatlarinin takip ettigi tespit edilmistir. Caligmada elde edilen sonuglar;
LAB izolatlarinin safra tuzuna toleransli olmakla birlikte, artan uygulama siiresine

bagli olarak canli kalan hiicre sayisinda azalma oldugunu gostermistir.

Abanoz (2014) tarafindan yapilan ¢caligmada E. faecalis KT11’in %0,3, %0,5 ve

%1 safra tuzu i¢eren MRS ortaminda 6 saat muamele sonrasinda tim
konsantrasyonlarda canliligin1 korudugu belirlenmistir. Yerlikaya ve Akbulut (2020)
tarafindan ¢ig siit ve gesitli siit tirinlerinden izole edilen E. faecium ve E. durans
suslarin %1 safra tuzu iceren M17 broth’da muamele sonrasinda canliligini
korudugu belirlenmistir. Rahman et al. (2018) Nile tilapia'dan izole ettigi L.
coryniformis subsp. torquens MTil and L. coryniformis MTi2 suslarinin %0,5 ve %2,0
safra tuzu iceren MRS broth’da 37°C’de 48 saat inkiibasyon sonrasinda optik dansite

okumasi ile belirlenen test sonucunda canliligini korudugu bildirilmistir. Oladipo et al.
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(2015) tarafindan yapilan aragtirmada %1 safra tuzunda; 5 farkli E. gallinarum
izolatinin canli kalma oranlarinin %?24,6-41,2 arasinda degistigi gosterilmistir.
Zoumpopoulou et al. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada %1 safra tuzunda 3 saat
muamele sonrasinda E. faecium 1625 ve E. durans 1634 izolatlarinin sirasiyla 0,14 ve
0,11 log kob/mL artis; E. faecalis 1727 izolatinin da 0,04 log kob/mL diisiis gosterdigi
belirlenmistir. Argyri et al. (2013) da L. pentosus E97 izolatinin %0,5 safra tuzu iceren

ortamda 4 saat muamele sonrasinda %96,79 unun canli kaldigin1 bildirmistir.

LAB izolatlariin safra tuzuna dayanikliliklarinda muamele siiresine bagl
olarak meydana gelen degisimin istatistiki olarak onemli farkliliga sahip oldugu
belirlenmistir (p<0,05; Tablo 3.16). Safra tuzuna (%1) 1 saat maruz kalmanin L.
pentosus S058, E. durans S1121, E. durans S202 ve E. gallinarum S142 izolatlarinin;
2 saat maruz kalmanmn L. pentosus S058, E. durans S1121 ve E. durans S202
izolatlarinin, 4 saat maruz kalmanin da E. durans S1121 ve E. durans S202
izolatlarinin canlt hiicre sayisinda 6nemli bir degisiklige neden olmadig1 saptanmistir
(p>0,05). Diger LAB izolatlar1 ise ayni siirelerde etkilenmisler ve canli hiicre sayilari
genel olarak safra tuzuna maruz kalma siiresi uzadik¢a diismiistiir. Canli hiicre sayis1
2. saat muamelede L. pentosus S058, E. faecium S013, E. durans S092, E. durans
S104, E. durans S1121 ve E. durans S202 disindaki izolatlarda 1. saate gore; 4 saat
muamelede de E. faecium S013, E. faecium S1113, E. durans S092, E. durans S104,
E. durans S1121, E. durans S202 ve E. gallinarum S142 disindaki izolatlarda 2. saate
gore azalmstir (p<0,05).

Bu bilgiler 1s18inda; beyaz peynirden elde edilen izolatlarin tiiminin safra
tuzuna karsi literatiir verilerinde oldugu gibi olduk¢a dayanikli oldugu ve safraya
dayaniklilik agisindan probiyotik olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu

sOylenebilmektedir.
3.5.4. Mide Suyuna Dayamkhihik

Mide suyuna dayamiklilik (pH 2,0-2,5), probiyotikler icin gastrointestinal
sistemden gecis sirasinda canli kalmalarini saglayan temel bir fonksiyonel gereklilik
olarak kabul edilmekte ve potansiyel probiyotik suslarin gastrointestinal kosullarda
canli kalma ve gelisme oranini tahmin etmede biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu bilgiden
hareketle elde edilen izolatlarin mide suyuna dayanikliliklart 2,0 pH ve 3,0 pH

degerlerinde belirlenmis ve elde edilen sonuglar Tablo 3.17°de verilmistir.
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Tablo 3.17. LAB izolatlarinin mide suyu ortaminda 3 saat muameleye dayanikliliklari

pH 2 Canh Kalan Hiicre ve pH 3 Canh Kalan Hiicre ve
izolat Degisimi (log kob/mL) Degisimi (log kob/mL)
0. Saat 3. Saat 0. Saat 3. Saat
Say1 Say1 A** Say1 Say1 A
L. pentosus S056 8,45+0,02¢"  2,94+0,05P 5,51 8,52+0,04°c 9,00+0,68% 0,48
L. pentosus S058 8,53+0,02° 1,64+0,57¢ 6,89 8,57+0,01P 8,02+0,74> 0,56

L. coryniformis

8,49+0,05° 3,17+0,37° 5,33 8,83+0,12" 7,29+0,07¢ 1,54
subsp. torquens S232

E. faecium S013 8,72+0,04° 3,12+0,25P 5,60 9,76+0,00? 8,63+0,03® 1,12
E. faecium S017 7,89+0,05° 3,17+0,08° 4,72 8,80+0,68" 6,48+0,00¢ 2,32
E. faecium S1113 8,27+0,0¢ 3,47+0,01° 4,80 8,45+0,02¢% 8,04+0,06° 0,41
E. faecalis S135 8,10+00 <1 >8,10 8,24+0,06% 3,21+0,04° 5,03
E. durans S092 8,800,042 4,940,222 3,86 9,04+0,24° 8,570,042 0,47
E. durans S104 8,2310,04¢ 1,45+0,05¢ 6,79 7,99+0,00¢ 8,13+0,07° 0,14
E. durans S1121 8,82+0,05% 2,96+0,01° 5,87 9,05+0,08" 8,89+0,05* 0,16
E. durans S202 8,88+0,02% 2,98+0,04° 5,89 9,86+0,572 8,97+0,02¢ 0,89
E. gallinarum S142 8,72+00 <1 >8,72 8,92+0,08" 8,54+0,01® 0,38

*

: Ayni siitunda farkli kiigiik harfle (a,b,c,d,e) isaretlenen 6rnekler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05)
**: Canli hiicre sayisindaki degisim

LAB izolatlarinin hem 2,0 pH hem de 3,0 pH degerine sahip mide suyuna
dayanikliliklar1 arasinda istatistiksel olarak onemli farkliliklar (p<0,05) bulundugu
tespit edilmistir. Arastirmada 2,0 pH’ya sahip mide suyu soliisyonu ile 3 saat
muameleden sonra yapilan ekimde izolatlarin canli hiicre sayilarinda 3,86 ile >8,72
log kob/mL arasinda diisiis oldugu ve LAB izolatlar1 arasinda 2,0 pH’ya sahip mide
suyu sollisyonuna en dayanikli susun E. durans S092 (A 3,86 log kob/mL) oldugu
belirlenmistir. 3,0 pH’ya sahip gastrik solusyonda 3 saat inkiibasyondan sonra ise
izolatlarin canli hiicre sayisinda 0,14-5,03 log kob/mL diisiis oldugu ve en direngli
izolatin E. durans S104 (A 0,14 log kob/mL) oldugu saptanmustir.

Abanoz (2014) tarafindan yapilan caligmada E. faecalis KT11 izolatinin 4 saat
muamele sonrasinda 2,0 pH degerine sahip mide sivisinda canliligini tamamen
kaybederken, 3,0 ve 4,0 pH degerine sahip mide sivisinda canli kaldigi gosterilmistir.
Hijazi et al. (2019) 2,5 pH’ya ayarlanmig gastrik soliisyon ile 3 saat muamele
sonrasinda E. durans ABRIINW.F, E. faecium ABRIINW.M ve E. faecalis
ABRIINW.E izolatlarinin canli kalma oranlarini sirastyla %103,54, %96,55 ve
%159,36 olarak belirlemiglerdir. Pieniz et al. (2014) tarafindan da E. durans LAB18s
izolatinin 2,0 pH’ya ayarlanmis gastrik soliisyonda 1 saat inkiibasyondan sonra sayim

sonucunun saptama sinirinin altinda oldugu gosterilmistir.

Argyri et al. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada 2,5 pH’ya PBS soliisyonunda

3 saat muameleden sonra 37 L. pentosus izolatinin canli kalma sayilarinin 4 izolatta
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>8 log kob/mL, 7 izolatta 6-8 log kob/mL, 15 izolatta 3-6 log kob/mL, 8 izolatta 1-3
log kob/mL ve 3 izolatta da <1 log kob/mL oldugu saptanmistir. Klingberg et al.
(2005) L. pentosus MF1300 izolatinin 2,5 pH’da MRS besiyerinde 4 saat muamele
sonrasinda canli kaldigini belirtmislerdir. Strompfova ve Laukova (2007) izole edilen
E. faecium izolatinin 3,0 pH'ya sahip MRS broth’da 3 saat canliligin1 koruyabildigini
bildirmiglerdir. Abanoz (2014) tarafindan yapilan ¢alismada izole edilen E. faecalis
KT11’in MRS Broth’da pH 1’de 2. saate, pH 2’de 4. saate ve pH 3’de 6. saate kadar
canliligimi koruyabildikleri bildirilmistir. Akepaer (2015) Tripton Glikoz Maya
Ekstrakti ortaminda 2,0 ve 3,0 pH’da 35°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda optik
dansite okumasi ile hesaplanan canli kalan hiicre sayilarindan hesaplanan canliliklarini
koruma oranlarin1 E. durans 51, E. faecalis 79 ve E. faecium suslari i¢in 2,0 pH’da
strastyla %3,81, 9%0,89 ve %1,41; 3,0 pH’da sirastyla %4,53, %11,29 ve %9,77 olarak

belirlemiglerdir.

Zoumpopoulou et al. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada 2,5 pH’ya sahip PBS
sollisyonunda 2 saat muameleden sonra E. faecium 1625, E. durans 1634 ve E. faecalis
1727 izolatlarinin sayilarinda ortalama 3,70, 3,25 ve 2,45 A log kob/mL diisiis oldugu
belirlenmistir. Oladipo et al. (2015) tarafindan da PBS ortaminda 5 farkli E.
gallinarum izolatinin 1,0 ve 3,0 pH’da 2 saat muamele sonrasinda canli kalma
oranlarini belirledigi calismada, canli hiicre sayisindaki degisimin 1,0 pH’da 4,8-6,4

log kob/mL arasinda; 3,0 pH’da da 2,5-3,8 log kob/mL arasinda oldugu saptanmuistir.

Izolatlarin mide suyunda pH 3,0'de canlilig: tatmin edici iken, pH 2'de canli
hiicre sayisinda 6nemli diisiisler gozlemlenmistir. Bununla birlikte mide sivisinin pH
degerinin genel olarak 2,5-3,5 pH arasinda degismesi, yemekten sonra daha yuksek
olabilmesi (4,5 pH) (Huang ve Adams, 2004) bu izolatlarin probiyotik olma
potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Uzun siireli aglik sirasinda daha diisiik
mide sivisinin pH degeri 1,5 pH’ya diisebilmekle birlikte, probiyotik izolatin yemekle
birlikte eszamanl olarak alinmasimin planlanmasi nedeni ile pH 2,0'de kisa bir siire
canli kalabilmeleri probiyotik potansiyelini kisitlamayacaktir. Ciinkii yemekle birlikte
alindiginda mide sivisinin pH degeri muhtemelen 2,0 pH’dan daha yiiksek olacaktir.
Bu degerlendirmeler 1s181nda, calismada elde edilen izolatlarin simiile edilmis mide
suyuna ve safra tuzuna kars1 gostermis olduklar1 bu tolerans, bu suslarin gelecekte
probiyotik olarak kullanimi i¢in alternatif bir kaynak olarak kabul edilebilecegini

gostermektedir. Bu anlamda; ¢alismada pepsin igeren simiile edilmis mide suyu (pH
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3,0) ve safra tuzu (%1,0) varliklarinda yiiksek oranda canli kalabilen E. faecium
S1113, E. durans S104, E. durans S202 ve E. durans S1121 izolatlar1 6ne ¢ikmustir.

4. SONUC

Arastirmada; Samsun ilinin 6 farkli bolgesinde ev 6lgeginde gelencksel olarak
tiretilen ve ilge/semt pazarlarinda satisa sunulan beyaz peynir orneklerinin temel
mikrobiyolojik ve kimyasal 6zellikleri belirlenmis ve antimikrobiyal aktiviteye sahip
laktik asit bakterileri izole edilerek probiyotik ¢zellikleri saptanmistir. Calismada, 25
Ureticiden toplanan peynir Orneklerinin kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikler
acisindan Onemli farkliliklara sahip olduklart (p<0,05) belirlenmistir. pH degerlerinin
4,39-6,70 pH arasinda ve ortalama 5,82; toplam asitlik degerlerinin %0,09-1,59
arasinda ve ortalama %0,56; tuz igeriklerinin %3,86-15,8 arasinda ve ortalama %8,66;
kuru maddede tuz oranlarinin %5,76-24,04 arasinda ve ortalama %13,76; kurumadde
miktarlarmin da %45,23-83,69 arasinda ve ortalama %63,96 oldugu belirlenmistir.
Peynir orneklerinin <2,00-8,16 log kob/g arasinda ve ortalama 6,14 log kob/g
laktobasil; <2,00-8,01 log kob/g arasinda ve ortalama 6,08 log kob/g
laktokok/streptokok; <2,00-7,01 log kob/g arasinda ve ortalama 4,98 log kob/g maya
kif; <2,00-5,97 log kob/g arasinda ve ortalama 4,39 log kob/g S. aureus; <1,00-4,35
log kob/g arasinda ve ortalama 2,81 log kob/g koliform grubu bakteri igerdigi;
orneklerden sadece birisinde ve 1,00 log kob/g diizeyinde E. coli varligina rastlandigi
saptanmistir. Beyaz peynir drneklerinin birbirinden ¢ok farkli pH, toplam asit, tuz,
kurumadde ve mikrobiyolojik igerige sahip olmalarmin nedenleri; kicuk aile
isletmelerinde geleneksel yontemlerle iiretilmesine ve yine farkli kosullar altinda
olgunlastirilip korunmalarina baglanmistir. Bu durum piyasada satilan iriinlerin
standardizasyon agisindan yetersizligine isaret etmekle birlikte ev 6lgeginde Uretilen
trlinler i¢in bu durum biiylik bir eksiklik olarak da algilanmamistir. Cok kiigiik
isletmelerde veya evlerde {iiretilen bu iiriinlerin farkliliklar1 zenginligimizi de ortaya

koymakta ve starter kiiltiir izolasyonu i¢in sansimizi artirmaktadir.

Calismada; 25 peynir orneginden izole edilen yaklasik 2500 muhtemel LAB
kolonisinin antimikrobiyal aktivitesi E. coli ATCC25922 ve B. cereus NRRL B-3711
indikator suslarina kars1 agar spot testi kullanilarak belirlenmistir. Etrafinda inhibisyon
zonu bulunan toplam 162 adet koloni antimikrobiyal aktiviteye sahip muhtemel LAB
kolonisi olarak segilmis, izole edilmis ve Gram boyama, mikroskobik gérinum,

katalaz testleri ile saflig1 ve LAB olmas1 dogrulanmistir. Bu izolatlar saf kilttr olarak
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cogaltilmig, agar spot testi ile antimikrobiyal aktivitesi tekrar teyid edilmis ve pozitif
olanlarin kuyu diftizyon testi ile de E. coli ATCC25922 ve B. cereus NRRL B-371’¢
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Ik segcimde antimikrobiyal aktiviteye
sahip LAB izolatlarinin tekrarlanan agar spot testinde E. coli ATCC25922’ye karsi
%98,15’inin, B. cereus NRRL B-371’e¢ karst %97,53’liniin; yeni yapilan kuyu
diflizyon testinde de E. coli ATCC25922’ye karst %32,72’inin, B. cereus NRRL B-
371’e karst %31,48’inin inhibitor etkili oldugu saptanmis ve yiksek aktiviteye sahip

12 adet LAB izolat1 ¢calismanin devaminda kullanilmak i¢in se¢ilerek tanimlanmastir.

Yksek antimikrobiyal aktiveli olarak se¢ilen 12 LAB izolatinin 16S rDNA dizi
analizi sonucunda; L. pentosus S056, L. pentosus S058, L. coryniformis subsp.
torquens S232, E. faecium S013, E. faecium S017, E. faecium S1113, E. faecalis S135,
E. durans S092, E. durans S104, E. durans S142, E. durans S1121 ve E. gallinarum
S202 turleri oldugu belirlenmistir.

Secgilen 12 LAB izolatinin agar spot testinde gidalarda Onemli indikator
bakterilerden olan E. coli ATCC25922’ye kars1 4 adedi orta, 8 adedi yiiksek, B. cereus
NRRL B-3711 indikatér susuna karsi da 1 adedi orta, 11 adedi yiiksek diizeyde
inhibitor aktivite gostermistir. B. cereus NRRL B-3711 indikator susuna karst E.
durans S092, E. durans S202, E. faecium S1113 ve E. faecalis S135 izolatlar1 kuyu
diflizyon testinde de yiksek inhibisyon aktivitesi gostermistir. Hem E. coli
ATCC25922, hem de B. cereus NRRL B-3711’¢ kars1 agar spot ve kuyu difiizyon
testlerinin her ikisinde de E. faecium S1113, E. gallinarum S142, E. durans S092, E.
durans S104, E. durans S1121 izolatlar1 orta veya yiiksek inhibitor aktiviteli olarak

saptanmuistir.

Peynir starter kiiltiirii olarak kullanilacak starter kiiltiiriin peynir dretimi ve
muhafazasinda kullanilan diisiik pH, diisiik sicaklik (10-15°C) ve yuksek tuz (%6-9)
degerlerinde gelisebilmesi istenilen bir 6zelliktir. Calismada elde edilen izolatlardan
L. pentosus S056, L. pentosus S058, L. coryniformis subsp. torquens S232, E. faecium
S1113 E. durans S104 ve E. durans S1121 2,5 pH’da, L. pentosus S056 ve S058, L.
coryniformis subsp. torquens S232, E. durans S092 ve E. durans S104 10°C’de; L.
pentosus S056 ve S058, L. coryniformis subsp. torquens S232, E. faecium S017, E.
durans S092 ve S104 de %12 tuz iceriginde gelisebilmektedir. 3,0 pH, %9 tuz
iceriginde tamami 15°C’de ise E. faecalis S135 hari¢ digerlerinin gelisebildigi
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saptanmustir. Bu sonuglar, E. faecalis S135 harig tiim izolatlarin peynir olgunlastirma

sartlarinda gelisebilecegine isaret etmektedir.

Peynir iiretiminde kullanilan starter Kkiiltiirlerin ortami hizli bir sekilde
asitlendirmesi muhafaza agisindan bir avantaj saglamaktadir. Antimikrobiyal
aktiviteye sahip LAB izolatlari, 72. saat sonunda ortam pH degerini 5,40-5,46
pH’dan 3,80-4,26 pH arasina (ort. 3,95 pH) indirmis; ortam asitligini laktik asit
cinsinden %1,27-2,37 arasina (ort. %1,85) yiikseltmislerdir. Beyaz peynirden elde
edilen izolatlarin asit liretim hizlar1 ve miktarlarinin, peynir tiretiminde starter kiiltiir
olarak kullanimlari i¢in yeterli oldugu sonucuna varilmistir. LAB izolatlarindan 72
saat sonunda ortam pH degerini en ¢ok diisiiren izolatin E. faecium S1113 ve en az
diisliren izolatin da E. faecium S017 oldugu; % asitlikte en yiiksek artis olusturan
izolatin E. durans S104 (A %1,78 artis) ve en diisiik artis olusturan izolatin da E.
faecium S1113 (A %0,67 artis) oldugu belirlenmistir.

Elde edilen laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zelliklerinin tespiti igin safra
tuzuna, gastrik suya, antibiyotige, dayanikliliklar1 ile proteolitik aktiviteleri ve -
galaktozidaz Gretimi iceren probiyotik 6zelliklerinin timiiniin dikkate alindig
degerlendirme sonucunda E. faecium S1113, E. durans S104, E. durans S1121 ve E.
durans S202’iin en dnde gelen izolatlar oldugu ortaya konulmustur. Bu izolatlardan E.
faecium S1113, E. durans S104 ve E. durans S112’in antimikrobiyal aktivite ve diisiik
pH degerinde gelisme acgisindan da en oOnde gelen izolatlar oldugu, peynir
olgunlastirma sartlarinda faaliyet gosterebilecekleri ve probiyotik starter kiltir olarak
kullanilmast i¢in patojenite testlerinin yapilmasinin uygun olacagl sonucuna

ulasilmustir.
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EKLER

EK.1. Peynir &rneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin agar spot ile antimikrobiyal aktivite
test sonuglari

Izolat Inhibisyon zonu (mm) Izolat inhibisyon zonu (mm)
No E. coli B. cereus No E. coli B. cereus
S011 19,80 0,00 S107 12,70 24,90
S0112 7,80 0,00 S108 17,50 31,00
S012 14,30 0,00 51082 14,90 33,60
S0122 16,60 0,00 S111 21,30 21,30
S013 14,00 17,30 S112 23,80 23,80
S0132 22,90 27,60 S113 17,40 17,40
S014 17,60 26,30 S114 19,30 19,30
50142 13,00 30,90 S115 24,80 24,80
S015 11,80 25,10 S116 22,20 22,20
S016 17,30 33,30 S117 20,30 20,30
S017 11,40 25,60 S118 25,80 25,80
S018 18,50 31,10 S119 25,00 25,00
S031 0,00 43,40 S1110 19,60 19,60
S0312 28,00 31,20 S1111 23,00 23,00
S032 0,00 38,30 S1112 22,30 22,30
50322 20,10 42,50 S1113 23,10 23,10
S033 24,70 27,50 S1114 24,70 24,70
S0332 33,20 36,10 S1115 21,80 21,80
S0333 32,50 34,80 S1116 22,20 22,20
S034 30,00 18,80 S1117 20,60 20,60
50342 40,50 35,40 51118 14,20 14,20
S035 36,50 35,00 S1119 26,20 26,20
S0352 28,50 29,50 S1120 29,30 29,30
S051 23,80 14,90 S1121 23,10 23,10
S052 27,00 33,70 S1122 27,30 27,30
S053 30,40 32,40 S131 21,70 21,70
S054 30,60 27,30 S132 26,00 26,00
S055 25,50 20,90 S133 23,10 23,10
S056 43,90 27,60 S134 21,50 21,50
S057 41,90 29,00 S135 23,80 23,80
S0572 43,90 29,50 5136 21,10 21,10
S058 37,30 40,00 S137 20,30 20,30
S0582 31,10 28,30 5138 25,00 25,00
S059 21,70 27,60 S139 26,50 26,50
S0592 18,60 30,50 S141 23,10 23,10
S0510 23,80 30,50 S142 22,90 22,90
S0511 31,00 29,00 S143 23,90 23,90
S05112 31,10 17,80 S144 22,70 22,70
S061 16,00 27,10 S145 17,60 17,60
S062 27,20 32,20 S146 20,40 20,40
S063 16,70 35,40 S147 18,30 18,30
S064 21,00 30,40 5148 27,20 27,20
S065 29,40 41,40 5149 26,00 26,00
S066 20,50 40,50 S151 18,90 18,90
S067 14,40 24,60 5152 17,60 17,60
S068 14,30 24,50 S161 36,30 36,30
S069 14,90 34,60 5162 36,90 36,90
S0610 16,90 30,70 S163 34,80 34,80
S0611 14,80 23,80 S164 37,90 37,90
S0612 10,20 21,30 S165 42,40 42,50
S0613 27,90 26,60 S166 35,10 35,10
S06132 32,50 39,50 S167 35,50 35,50
S0614 28,20 22,10 S168 40,70 40,70
S06142 25,60 27,80 5169 34,90 34,90
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S0615 28,30 41,50 S171 33,40 33,40

S06152 31,20 44,10 S172 26,40 26,40
S071 30,30 37,70 S173 27,70 27,70
S072 18,30 25,40 S174 15,80 15,80
S081 20,10 17,90 S181 41,40 41,40
S0812 18,70 16,80 5182 44,40 44,40
S082 12,30 25,60 5183 45,20 45,20
S0822 20,30 28,50 S184 36,40 36,40
S083 27,90 25,20 S185 44,00 44,00
S0832 30,00 24,60 S191 43,30 43,30
S091 8,90 21,20 5192 46,60 46,60
S0912 16,30 19,80 S193 35,30 35,30
S092 12,90 25,30 S194 41,10 41,10
S093 0,00 26,70 S195 42,50 42,50
S094 15,90 31,20 S196 40,10 40,10
S095 14,70 28,50 S197 40,50 40,50
S0952 18,60 36,70 5198 40,30 40,30
S096 17,60 29,80 S199 43,30 43,30
S0962 13,30 24,20 S201 15,00 30,00
S101 14,80 31,10 5202 20,00 38,00
S1012 12,60 28,90 5203 6,00 36,00
S102 13,80 33,20 S204 2,00 37,00
S103 18,30 27,80 S221 26,00 38,00
S104 12,90 27,50 S222 19,00 24,00
S105 21,20 35,70 5231 17,00 23,00
S1052 13,90 33,80 S232 26,00 30,00
S106 11,80 19,30 S251 22,00 16,00

EK.2. Peynir drneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin kuyu diftizyon ile antimikrobiyal
aktivite test sonuglari

Inhibisyon zonu (mm) Inhibisyon zonu

Izolat Izolat (mm)
No E. coli B. cerues No E. coli B.
cerues
S011 5,00 0,00 S107 18,00 0,00
S0112 4,00 0,00 5108 12,00 0,00
S012 5,00 0,00 51082 0,00 0,00
S0122 4,00 0,00 S111 0,00 18,00
S013 10,00 5,00 S112 0,00 14,00
S0132 4,00 0,00 S113 0,00 15,00
S014 5,00 5,00 S114 0,00 18,00
S0142 2,00 0,00 S115 0,00 20,00
S015 10,00 5,00 S116 0,00 20,00
S016 4,00 0,00 S117 0,00 18,00
S017 15,00 10,00 S118 0,00 20,00
S018 5,00 0,00 S119 0,00 15,00
S031 0,00 0,00 S1110 0,00 20,00
S0312 0,00 0,00 S1111 18,00 16,00
S032 0,00 0,00 S1112 11,00 14,00
S0322 0,00 0,00 S1113 18,00 22,00
S033 0,00 0,00 S1114 15,00 15,00
S0332 15,00 0,00 S1115 19,00 15,00
S0333 10,00 0,00 S1116 15,00 15,00
S034 9,00 0,00 S1117 16,00 15,00
S0342 15,00 0,00 S1118 15,00 14,00
S035 0,00 0,00 S1119 15,00 14,00
S0352 0,00 0,00 S1120 16,00 20,00
S051 0,00 0,00 S1121 21,00 15,00
S052 0,00 0,00 S1122 19,00 12,00
S053 0,00 0,00 S131 0,00 22,00
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S054
S055
S056
S057
S0572
S058
S0582
S059
S0592
S0510
S0511
S05112
S061
S062
S063
S064
S065
S066
S067
S068
S069
S0610
S0611
S0612
S0613
S06132
S0614
S06142
S0615
S06152
S071
S072
S081
S0812
S082
S0822
S083
S0832
S091
S0912
S092
S093
S094
S095
S0952
S096
S0962
S101
S1012
5102
S103
5104
S105
S1052
S106

0,00
0,00
9,00
3,00
4,00
10,00
0,00
2,00
3,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
17,00
17,00
19,00
22,00
21,00
24,00
0,00
0,00
19,00
0,00
0,00
0,00
0,00
9,00
0,00
22,00
20,00
16,00
20,00
16,00
11,00
12,00
15,00

0,00
0,00
9,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
22,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
17,00
0,00
0,00
0,00

S132
S133
S134
S135
S136
S137
5138
S139
S141
S142
S143
S144
S145
S146
S147
5148
S149
S151
S152
Si61
S162
S163
S164
S165
5166
S167
5168
5169
S171
S172
S173
S174
S181
S182
S183
S184
5185
5191
$192
S193
5194
S195
S196
S197
S198
S199
S201
S202
S203
S204
5221
S222
S231
S232
S251

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
12,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

20,00
20,00
20,00
25,00
17,00
19,00
18,00
18,00
17,00
13,00
16,00
20,00
21,00
20,00
20,00
25,00
20,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
16,00
21,00
19,00
0,00
0,00
0,00
0,00
6,00
0,00




EK.3. Peynir 6rneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin agar spot testi ile antimikrobiyal
aktivitesinin belirlenmesine ait 6rnek fotograflar

/ Agar Spot Agar Spot

(B. cereus NRRL B-3711) (B.cereus NRRL B-3711 (B.cereus NRRL B-3711)
. cere . B3

E. faecium S017

E. durans S104 ecium S013
. galli 5142
E. faecalisS135 E. gallinarum S142
L. pentosus S058
E. faeciumS1113
Licoryniformis S232
L. pentosus S056 E. durans S1121

o , 2 -
E. durans S2 E. durans S092

——
~ AgarSpot
(E. coli ATCC25922) /
L. pentosus S056
E. faecalis S135
E. faeciumS1113 s .
E. durans S104

E. durans S1121
E. durans S202

g fueciumSO17 e . \ 05
E. faccium S017 E. gallinarum S142 L. pentosus S058

EK.4. Peynir 6rneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin kuyu diftizyon ile antimikrobiyal
aktivitesinin belirlenmesine ait drnek fotograflar

Kuyu Difiizyon
(; s NRRI 11
Kuyu Difiizyon

. cereus N -3 jum'S
(B._cereus NRRL B-3711) E. faecium S017

E. di $092 E. gallinarum S142 L. pentosus S056
. durans S092

L. coryniformis S
E. durans $202

E. durans S1121
E. durans S104 E. faecium S013
L. pentosus S058

E. faecalis S135 E. faecium S1113

Kuyu Difiizyon
oli ATCC25922)

L. pentosus S058 E. faecium S013

E. durans S092

. faecalis S135 g dirans STES
E. faecalis S1 & durens SLAGH E. gallinarum S142
aecium SO17

L. pentosus
E. durans S104
E. durans S202
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EK.5. Peynir drneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin antibiyotik hassasiyet test
sonuglarina ait 6rnek fotograflar

Gentamicin
Metronidazole

Ervthromyein Clindamycin

Vancomyein
Amoxicillin

Ampicillin

Vancomydin
Gentamicin
Erythromycin

Ampicillin

Amoxicillin

Clindamycin
Tetracycline
Metronidazole

Gentamicin Metronidazole

Clindamycin
Ampicillin

Amoxicillin

Tetracycline

Vancomyein

Erythromycin

osus S056

L. pentosus S056

osus S056

Tetracycline
Ampicillin
Erythromycin

Vancomycdin Amoxidillin

Gentamicin

Metronidazole Clindamycin
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Ampicillin
Gentamic

Vancomyein
Erythromycin

Amoicillin
Metronidazole

Tetracycline Qlindamycin

vallinarum S142

E. gallinarum S142 dlinarum

Vancomycin

Tetracycline
Metronidazole

Clindamycin

Erythromycin

Tetracycline

Metronidazole

Erythromycin
Amoxicillin

Clindamydin

Gentamicin Ampicilli

E. faecium S017 E. faecium

irythromycin Vancomycin

Clindamycin

Gentami

Tetracycline e
Amoxicillin

Ampicillin

Metronidazole
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/ E. fuecium S1113
tecium S1113

Metronidazole

Ampicillin

Gentamicin Tetracycline

Clindamycin

Vancomycin

Erythromycin

L. pentost

ntosus S058

Vancomycin

Tetracycline

Metronidazole

Am picillin

Gentamicin X Clindamycin
Erythromycin

L. durans §202 E. durans $202

Ampicillin

Erythromycin

Metronidazole

Gentamicin Vancomycin

Clindamydin

Tetracycline
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Amoxicillin

Amoxicillin

E. durans §202

Amoxicllin
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