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OZET

Geleneksel tekniklerle iiretilen Beyaz peynir (23 sus) ve Kasar peynirlerinden (19
sus) izole edilmis olan 37 adet Lactococcus lactis alttiir lactis ve 5 adet L. lactis ssp.
cremoris susu glikolitik, proteolitik ve bakteriyolitik dzellikleri ile bakteriyofaj bulundurup
bulundurmadiklar1 agisindan test edildi.

Glikolizis, laktoz iceren M 17 brotta ve yagsiz siit tozundan hazirlanmais siitte 24
saatlik zaman biriminde pH’daki azalma olarak belirlendi. M17 brotun tampon etkisine
bagli olarak pH diismesi belirli bir seviyede sinirlanirken siitte diisiis ¢cok daha belirgin
sekillendi ve suslar yiiksek, orta ve diisiik asidifikasyon gruplar olarak {i¢e gruba ayrildi.
Gruplar arasinda istatistiki agidan fark 6nemli bulundu (p<0.05). Glikoliz agisindan Beyaz
peynir izolatlarinin Kasar peynirlerinden elde edilenlere nazaran pH diisiisiinde daha etkin
oldugu gozlendi (p<0.05).

FSDA’da (Fast-Slow Differentiation Agar) suslarin cogu proteaz (+) 6zellik
gosterdi. Bakteriyoliz 100 mM potasyum fosfat ortaminda (pH 7), 30°C’de 24 saat
boyunca turbidimetrik azalma olarak test edildi. Siire sonunda suslarin %37-70 arasinda
degisen oranlarda bakteriyoliz gosterdikleri saptandi. Bakteriyofaj varligi sadece 10 adet
sus lizerinde yapildi ve test edilen suslardan bir tanesinin faj igerdigi belirlendi.

Bu tez ¢alismasi ile Lactococcus lactis suslarinin bazi teknolojik 6zelliklerini
inceledik. Bu 6zelliklere gore segilen suslarin endiistride kullanilip kullanilmayacagin

belirlemek i¢in peynir yapim ¢alismalarinin da ilave olarak yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar sozciikler: Peynir, laktokok, glikoliz, proteoliz, bakteriyoliz
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SUMMARY

Characterization of some technological properties of lactococcus strains isolated from

traditionally made cheeses.

Thirty seven Lactococcus lactis ssp. lactis and five L. lactis ssp. cremoris strains
isolated previously from White Picled Cheeses (23 strains) and Kasar Cheeses (19 strains)
that were produced according to traditional techniques were analyzed for their glycolytic,
proteolytic and bacteriolytic properties. Some of the strains were also tested for the
presence of bacteriophages.

Glycolysis of strains was assessed by measuring the decrease in pH over 24 h
incubation of bacteria in lactose containing M17 broth and reconstituted skim milk. The
decrease in pH was limited to certain extent in M17 broth because of the tampon effect of
the media whereas the decrease was much more important in reconstituted skim milk in
which the isolates were divided into high, media and low acidifying groups according to
acidification rates. Statistical importance was noted among the groups (p<0.05).
Comparison of isolates from White Picled and Kasar Cheeses provided evidence on the
fact that the isolates obtained from White Pickled Cheese were more glycolytic than the
others (p<0.05).

On FSDA (Fast-Slow Differentiation Agar) majority of the strains exhibited
protease (+) phenotype. Bacteriolysis was tested in 100 mM potassium phosphate buffer
(pH 7) at 30°C for 24 h. Bacteriolytic variability among the strains was between 37-70%
at the end of the incubation period as determined by the percentage of turbidimetric
decrease. Only one isolate among the tested 10 isolates gave positive result for the
presence of bacteriophages.

In this thesis we studied some technological characters of Lactococcus lactis
strains. Cheese making experiments are necessary to better understand the effects of the

selected strains.

Key Words: Cheese, Lactococcus, glycolysis, proteolysis, bacteriolysis
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GIRIiS

Diinyada en fazla ¢esidi olan besin peynirdir. Peynirin ilk yapildig: tarih ve yore
kesin olarak bilinmemektedir. Bununla beraber peynirin bazi hayvanlarin
evcillestirilmesinden sonra, giinlimiizden yaklasik 6000-7000 y1l 6nce orta veya giliney-bati
Asya’da, siitlin hayvan (muhtemelen ke¢i) mide veya derilerinde tasinmasi sirasinda
tesadiifen olusan eksi siitten yapildig1 tahmin edilmektedir. Peynir ancak, 18. ylizyil
sonlaria dogru elde edilen arastirma sonuglarinin uygulamaya konulmasiyla endiistriyel
diizeyde iiretilmeye baglanmistir. Uretimde 1930°lii yillarda kismen mekanizasyona
gecilmesi ve mikroorganizmalarin roliiniin anlagilmasiyla {iretim teknolojisinde 6nemli
gelismeler olmustur. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Teskilat1 ve Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan peynir, "siit, krema, yagsiz veya kismen yagi1 alinmas siit, yayik alt1 ayran1 veya
bu iirlinlerin karigiminin pihtilastirilmasindan sonra siiziilmesiyle elde edilen taze veya
olgunlagtirilmis iirtin" olarak tanimlanir. Ancak bu tanim, peynir alt1 suyundan ve yeni
tekniklerle (ters 0ozmoz) yapilanlari kapsamamaktadir (1).

Kullanilan siit tiirtinden ve tiretim metodlarindaki farkliliklardan dolay: giiniimiizde
diinyada 2000’den fazla degisik isimle bilinen 400 peynir ¢esidinin tiretildigi
bildirilmektedir (2). Ulkemizde ise bu sayinin 250’ye yakin oldugu bilinmektedir. Ancak
sadece 6zde farkli 12 peynir ¢esidinin oldugu kabul edilmektedir. Bunlar arasinda baslica
salamura Beyaz peynir, Kasar peyniri, Tulum peyniri ve Mihali¢ peyniri tiretilmektedir
(1,3,4,5).

Peynir, siitlin peynir mayas1 veya zararsiz organik asitlerin etkisiyle
pihtilastirilmasi, degisik sekillerde islenmesi, siiziilmesi, sekillendirilmesi, tuzlanmast,
bazen tat ve koku verici zararsiz madde katilmasi ve gesitli siire ve derecelerde
olgunlastirilmasi sonucunda elde edilen besin degeri yiiksek bir siit tirlintidiir (6).

Peynirin gruplandirilip siniflandirilmasinda ¢ogunlukla; kuru madde, olgunlasma
durumu, kuru maddede yag, yagsiz peynir kitlesindeki su oran1 esas alinmakta ayrica,
smiflandirmada hammadde ¢esidi, tuzlama sekli ve yapildigi iilke yani orijini géz oniinde
bulundurulmaktadir. Son yillarda peynirlerin siniflandirilmasinda gecerli en yaygin

yontem, yagsiz peynir kitlesindeki su oraninin belirlenmesidir (7).



Tablo 1: Tirkiye’de ¢esitli peynir tiirlerinin tiiketimdeki paylari (1).

Peynir Cesidi Tiiketimdeki Pay1 (%)
Beyaz peynir 60
Kasar peyniri 17
Tulum ve Mihali¢ peyniri 12
Diger peynirler 11

Beyaz salamura peynir, iilkemizde en fazla {iretilen ¢esittir. Yurdumuzda siitiin
yaklasik 6:10’u bu peynire islenmektedir. Iyi kaliteli olanlar1 tam yagl koyun siitiinden
yapilabilmektedir, ancak son yillarda bu peynirin yapiminda inek siitii kullanimi hizli bir
sekilde artmaktadir. Bu peynir ¢esidi Balkan ve Orta Dogu iilkeleri ile Ukrayna’da da
iiretilmektedir. lyi kaliteli Beyaz Salamura peynirin baslica nitelikleri; lezzeti kendine
0zgl, tekstiirii orta sertlikte, homojen, lekesiz ve deliksiz, rengi parlak beyaz ve
homojendir. Tiirk tipi Beyaz Salamura peynir; ¢ig siit temini, rennetin katilmasi, pithtinin
toplanmasi ve baskiya alinmasi, telemenin kesilmesi, kaliplarin tuzlanmasi, kaliplarin
ambalajlanmas1 agsamalar1 1zlenerek iiretilir.

Kasar peyniri; haglanarak ve yogrularak yapilan, deliksiz ve bakterilerle
olgunlastirilan peynirlerin tipik bir 6rnegidir. Yapim ve kimyasal bilesimleri yoniinden
bazi italyan (Caciocavallo, Provolone, Mozzarella) ve Balkan tilkeleri (Kashkaval,
Kaskaval, Kasseri) peynirlerine benzer. Kasar peyniri, yapimindaki belli bash 6zellikleri
(rennet ile koagiile edilmesi, telemenin pisirilmesi, elle sekillendirilmesi ve baskiya
alinmas1) goz oniine alinarak yapilan siniflandirmada "Pasta Filata" (plastik teleme),
rutubet miktarma gore de yar1 sert peynirler grubuna girer. lyi kalitede Kasar peynirinin
duyusal nitelikleri; lezzeti kendine 6zgii ( keskin, hafif yakici, aromatik), tekstiiri
homojen, diiz, pliriizsiiz, siki, goriiniimii temiz, iyi sekillenmis ve homojen, kabugu sert,
ince, kirli saman sarisindan koyu saman sarisina kadar parlak bir renktedir.

Tiirk tipi Kasar Peyniri; ¢ig siitiin temini, rennetin katilmasi, pithtinin olusumu,
toplanmasi ve baskiya alinmasi, telemenin kesilmesi, telemenin fermentasyonu, telemenin
dogranmasi, telemenin haglanmasi, telemenin sekillendirilmesi ve kaliplanmasi, kaliplarin
cevrilmesi, tuzlanmasi ve olgunlastirilmasi, 6n olgunlastirma, kabuk baglama, peynirin

muhafazasi asamalari izlenerek tiretilir.



Gelismis iilkelerde peynir iireticileri 20. yiizyilin baglarina kadar
mikroorganizmalarin 6nemini bilmeden siitte dogal kontaminasyon sonucu her zaman
mevcut mikroorganizmalarin aktivitelerine dayanarak peynir yapmislardir. Peynir
yapiminda mikroorganizmalarin 6nemine ilk defa Avrupa’da 1890’da Danimarkal1 Storch,
ABD’de ise 1895°de Conn tarafindan deginilmistir (1).

Pastorizasyonla oldiiriilmeyen 1s1ya dayanikli bakteriler ya da iiretim asamalarinda
yeniden bulagabilen ¢esitli mikroorganizmalar, kolaylikla geliserek ortama egemen
olmakta ve peynirde ¢esitli kusurlara yol agmaktadirlar. Bu nedenle aligilagelen tat ve
aromada, standart ve istenilen kalitede iiriin elde edebilmek icin siite pastorizasyon ile
yitirilen laktik asit bakterilerinin (LAB) koagulum parg¢aciklarini igermeyen saf ve karisik
kiiltiirlerinin katilmasi teknolojik bir zorunluluk arz etmektedir. Pihtis1 40°C ve altinda
pisirilen peynir ¢esitleri i¢in mezofilik, telemesi yliksek 1sida pisirilen peynirler i¢in de
termofilik LAB kullanilir. Genel olarak sert ve yari sert peynirler i¢in yavas asitlendiren,
buna karsin yumusak tip peynirlerde hizli asit gelistiren LAB kullanilmaktadir (7,1).

Peynir kalitesini ilgilendiren kivam ve lezzetin olabildigince diizeltilmesi,
gelistirilmesi ve halk sagliginin dikkate alinmasi dogrultusunda, peynir yapiminda
pastorize siit kullanimi tesvik edilmektedir. Diger taraftan yaygin ve kabul edilen
diisiinceye gore ¢ig siitten liretilen peynirlerde, olgunlagsma asamasi daha ¢abuk sekillenir,
tat ve lezzet ise pastorize siitten imal edilen peynirlere gore ¢ok daha giiclii bir sekilde
gelisir. Her ne kadar pastorizasyon iglemi siitiin dogal mikroflorasini degistirse de ¢ig ve
pastdrize siitten imal edilen peynirlerde tat ve lezzet olusumunda sekillenen biyokimyasal
olaylar benzerdir. Farkli ¢aligmalar gostermistir ki ¢ig siitiin dogal mikroflorasindaki
enzimatik sistem, starter kiiltlir ilavesiyle iiretilen peynirlere gére daha komplekstir. Bu
yiizden dogal mikroflora, peynir proteolizinde ¢ok giiclii etkiye sahiptir (8).

Fermente siit tirtinleri bir¢ok iilkede tiiketicilerin giinliik diyetlerinin 6nemli bir
kismin1 olusturmaktadir. S6z konusu iiriinler, ilk olarak siitiin uzun siire muhafaza edilmesi
ve istenilen duyusal 6zelliklerin kazandirilmasi amaciyla ortaya ¢ikmistir. Siitiin
mikrobiyal starter kiiltiirler tarafindan fermente edilmesi ile irliniin raf dmriinii arttiran
laktik asit olugsmakta ve liriine istenilen duyusal 6zellikler ve yap1 kazandirilmaktadir (9).

Laktokoklar ( Lactococcus ( L.) lactis alttiir lactis, L. lactis alttiir cremoris ve
L. lactis alttiir lactis biovar. diacetylactis); laktozu fermente ederek laktik asit olusturma,
kazein hidrolizi (proteolitik aktivite) ve bakteriyosin liretimi basta olmak tizere, liretim

teknolojisi ve liretim tipine bagl diger biyokimyasal 6zellikleri de saptanmak suretiyle,



starter kiiltiir suslar1 olarak tanimlanmakta ve fermente siit endiistrisinde kullanilmaktadir
(10, 11, 12, 13).

Peynir aromasi tek baslarina peynir lezzetini etkilemeyen yiizlerce ugucu bilesigin
meydana getirdigi kompleks bir karisimdir (14). S6z konusu bilesikler 6zellikle
mikrobiyal enzimlerin etkisiyle peynirdeki protein, yag, laktoz, laktat ve sitratin farkli ve
karmasik biyokimyasal yollar ile par¢calanmalar1 sonucu olugan ugucu metabolitlerdir.
Dolayistyla peynir mikroflorasi, tiretilen peynirlerin aroma ve lezzetini etkileyen ¢cok
sayida ugucu bilesigin olusumunda 6nemli bir yere sahiptir ( 15).

Bu ¢aligma ile geleneksel tekniklere gore iiretilen Beyaz peynir ve Kasar
peynirinden izole edilen laktokok izolatlarinin bazi teknolojik niteliklerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda izolatlarin hem besi yerinde hem de rekonstitiie
stitte asidifikasyon nitelikleri, Fast-Slow Differentiating Agar’da proteolitik nitelikleri,
tamponlanmis ortamda bakteriyolizis oranlar1 ayrica bakteriyofaj bulundurup

bulundurmadiklari test edilmistir.



GENEL BIiLGILER

Laktik Asit Bakterileri (LAB)

LAB; gram pozitif, spor olusturmayan, diisiik guanin (G) ve sitozin (C) bazlarma
sahip, katalaz ve oksidaz negatif, aerotolerant (mikroaerofilik kosullardan anaerobik
kosullara kadar degisen genis bir spektrumda gelisebilen), aside dayanikli, fermentatif,
seker fermentasyonu sonucunda baglica laktik asit {ireten, nitrat1 nitrite indirgemeyen
mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar gelisebilmek i¢in aminoasitler ve B grubu
vitaminler gibi besin 6geleri ile plirin ve pirimidin bazlarina ihtiya¢ duyarlar ve ¢ogu
mezofilik mikroorganizmalardir. Ancak bazilari, 5°C’nin altinda, termofilik tiirler ise
optimum 45° C gibi yiiksek sicakliklarda geligebilirler. Bu mikroorganizmalarin ¢ogu
optimum pH 4,0-4,5’da gelisebilmelerine ragmen bazilar1 3,2 gibi diisiik ve 9,6 gibi yiiksek
pH’larda da gelisebilirler. Bazilar1 zayif proteolitik ve lipolitik 6zellige sahiptir (16,17,18).

LAB’nin taksonomisi uzun yillardan beri bakterilerin fenotipik 6zelliklerini baz
almaktadir. Bu tip bir degerlendirmeye gore LAB; "Thermobacterium", Streptobacterium"
ve "Betabacterium" olmak iizere {i¢ alt grupta incelenmektedir (19). Gelismis molekiiler
tiplendirme teknikleri LAB’nin fenotipik 6zellikleri baz alinarak yapilan bu alt
gruplandirmanin uygun olmadigini gdstermistir. Ornegin; Hammes ve Vogel (20),
laktobasilleri hiicre duvar1 peptidoglikan tipi ile pentoz ve hekzozlar1 fermentasyon
sekillerine gore gruplandirmistir.

Glinlimiizde laktobasillerin 60’1n tizerinde tiirli bilinmektedir (20,21). Genel olarak
laktobasillerin proteolitik aktiviteleri ile asitlestirme yetenekleri arasinda net bir iligki
yoktur (22).

Morfolojik ve fizyolojik 6zellikler, bakterilerin siniflandirilmasinda kullanilan
temel kriterdir. LAB’nin genus ve tiirlere gore degismekle birlikte genel olarak kok,
diizgiin ¢ubuk ve diizensiz ¢ubuk olmak lizere ii¢ farkli morfolojik goriintimleri vardir.
LAB’ni tanimlamada ilk olarak kullanilan karakterler; siitte ve diger besi ortamlarina
alindiklarinda olusturduklar: laktik asit miktari, karbonhidratlar1 fermentasyon bicimleri,
minimum, optimum ve maksimum gelisme sicaklig1, oksijene tolerans, farkli NaCl
konsantrasyonuna gosterdikleri tolerans, gaz ve ugucu aroma bilesikleri iiretme yetenekleri
ile pH’ya tolerans ve antibiyotiklere kars1 direngtir. Bununla birlikte simdilik LAB’nin
siitli asitlestirme yetenegi artik ayirici bir kriter olarak dikkate alinmaktadir. Ciinkii laktik

asit olusturma yetenegi potansiyel olarak stabil olmayan ekstra kromozomal elementlerden



olan plazmidlere kodlanabilir. Bakterilerin ayiriminda énemli bir ipucu da gelisme
sicakliklaridir. Stvi besi yerinde 50°C’de gelisme, Enterococcus ( Ent.) faecium’u diger
enterokoklardan ayirmaya yarar. L. lactis alttlir cremoris de diger laktokoklardan 40°C’de
gelismeme oOzelligiyle ayrilir. 1873 yilinda Fischer ilk bakteri kiiltiirinii izole etmis, bu
caligmalardan sonra saf LAB kiiltiirii Joseph Lister tarafindan, Bacterium lactis olarak
izole edilmistir. LAB’nin siniflamasi son 10-20 yil igerisinde degisim gdstermektedir.
Ciinkii bu siire¢ dncesinde, orijinal bakteri siniflamas1 bakterilerin morfolojik ve fizyolojik
ozelliklerine gore yapilmaktaydi. Bunlara ilaveten hiicre duvari kompozisyonu, hiicre yag
orani ve hiicrenin diger 6zellikleri siniflamada kullanilmistir (23,19). Biiyiime kondiisyonu
hiicre morfolojisini 6nemli derecede etkilemektedir. pH 4.5 laktobasiller ve pediokoklar ile
leukonostoklar’in ayirici tanisinda kriter olarak kullanilabilmektedir. Belirtilen pH nin
altinda laktobasiller ve pediokoklar tireyebilirken leukonostoklar iireyemez (18).

LAB, karbonhidrat fermentasyonu sonucu laktik asit olusturan bakterilerdir. Farkli
optimum biiyiime sicakliklarina ihtiya¢ duymakta olan LAB’nin uygun biiyiime i¢in
kompleks bir besi yerine ihtiyaci vardir. Bu yiizden LAB’nin besin maddesince zengin
besi ortamlarinda kiiltiire alinmalar1 zorunluluk arz etmektedir. LAB, genellikle fermente
gida iiretiminde kullanilmaktadir. Ornegin, yogurt yapiminda Streptococcus (Str.) ve
Lactobacillus (Lb.) tiirleri, peynir yapiminda Laktokoklar, sucuk yapiminda pediokoklar
gibi farklit LAB yaygin olarak kullanilmaktadir.

LAB’nin pek ¢cogu insan, hayvan ve bitki gibi dogal ortamlarda bulunurlar. Belirli
bir ¢evreye adapte olmus gibidirler ve hemen hemen her dogal habitatta bulunurlar
(6rnegin siit, sicakkanlilarin bagirsak florasi, diski, agiz, meyve ve sebzeler). Bu alandaki
bilgiler eksik olmasina ragmen sdyle bir genellestirmeye gidilebilir. Streptococcus cinsine
ait tiirlere; insan, hayvan ve kuslarda rastlanabilir. Lactobacillus cinsine ait tiirler ise daha
¢ok insan, hayvan ve bitkilerle beraber bunlarin bulundugu dogal ortamlarda bulunabilir.
Pediococcus (P.) cinsine ait tiirler ancak bitkilerde bulunurlar. Leuconostoc’lar (Leu.) siit
iriinlerinden ve sebzelerden izole edilebilir. Bazi LAB nin alt tiirleri insan sindirim
sisteminde ve fermente gidalarda bulunur (19). Laktobasiller insan ya da hayvanlarin
mukozal membranlar ( agiz icerisindeki yarik ve bosluklar, bagirsak sistemi ve vajina),
bitkiler ya da bitkisel materyallerin lizeri, glibreler, lagim pisligi, fermente olan ya da
bozulan gidalar gibi ¢cok genis bir habitatta bulunabilmektedirler (20).

LAB, dogada ve ¢evremizde insan ve hayvan viicutlarinda, fermente siit tirtinleri
yapiminda (siit, et, balik vb), veya bitkiler (sebzeler, sarap, yaglar vb) gibi ¢ok genis bir

alanda varliklarini siirdiiriirler. Fermente iiriinlerin organoleptik kalitelerinin



sekillenmesinde ¢ok kritik rol oynarlar ve gida transformasyon prosesinde diisiik maliyetli

ingredientler olarak taninirlar (24).

Peynir, tizerinde en ¢ok bilimsel ¢alisma yapilan siit {irtiniidiir. Uygun sartlarda

tiretilen ve depolanan bir ¢ok siit {iriinii, biyolojik ve kimyasal olarak oldukga stabil oldugu

halde, peynir biyokimyasal agidan dinamik bir {irlindiir. Bu nedenle organik kimya,

analitik kimya, biyokimya, mikrobiyoloji, reoloji, kolloid bilimi, molekiiler biyoloji ve

beslenme gibi ¢ok farkli alanlarda ¢alisan arastiricilar peynirde genis calisma alanlari

bulmuglardir. Peynire dinamizm kazandiran ve bir¢ok bilimsel disipline ¢alisma olanagi

saglayan unsurlardan biri peynir iiretimi ve olgunlagmasi sirasinda son derece dnemli

rolleri olan LAB’dir (25, 26).

Cesitli fermente siit iirlinlerinin endiistriyel kullaniminda 6nemli olan 6zellik LAB

(starter olarak kullanilan laktik asit bakterileri) tarafindan asit iretimidir. Bazi fermente

siit tirlinlerinde pH degerinin 4.6 - 4.8 araligina diigmesi 6nem arz ederken (kalsiyum

tamamen kazein misellerine baglanip parakazeinlere doniisiir), bazi tirtinlerde pH’nin

5.0 -5.2 araliginda olmasi1 son derece 6nemlidir. Bu sekilde tiretilen siit iirlinlerinde

kalsiyumun bir kismi1 kazein misellerine tutunmaktadir (27).

Tablo 2: LAB; islevi ve kullanildig: tirtinler (28).

Bakteri tiri

Islevi

Kullanildigi dirtinler

Lb. acidophilus

Asidifikasyon

Fermente siit tirtinleri

Lb. delbrueckii alttir bulgaricus

Asidifikasyon ve aroma

Yogurt, kefir, kimiz, baz1 peynirler

Lb. delbrueckii alttir lactis

Asidifikasyon ve aroma

Yogurt, kefir, kimiz, bazi peynirler

Lb. helveticus

Asidifikasyon ve aroma

Yogurt, kefir, kimiz, bazi peynirler

Lb. helveticus alttiir jugurti

Asidifikasyon ve aroma

Yogurt, kefir, kimiz, bazi peynirler

Lb. kefir

Asidifikasyon

Kefir

Str. thermophilus

Asidifikasyon, tekstiir, aroma

Yogurt, Cheddar, Mozzarella peynirleri

L. lactis alttiir cremoris

Asidifikasyon

Peynir gesitleri

L. lactis alttiir lactis

Asidifikasyon

Peynir gesitleri

L. lactis alttiir lactis (biovar

diacetylactis)

Asidifikasyon ve aroma

Tereyag1 ve peynir ¢esitleri

Leu. lactis, Leu. mesenteroides
alttiir dextranicum, Leu.

paramesenteroides

Aroma

Tereyagi ve peynir cesitleri

Bifidobacterium (B.) bifidum,

B. Breve, B. longum

Asidifikasyon ve aroma

Bifido yogurtlar, fermente siitler




Mikrobiyolojik anlamda fermentasyon; mikroorganizmalar tarafindan bir seri
oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari ile karbonhidratlarin yikima ugratilmasidir. Bu
anlamda fermentasyon " karbonhidratlar ve ilgili bilesiklerin herhangi bir dis elektron
alicisinin bulunmadig durumda enerji agiga ¢ikaran bir seri oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlar1 zinciri" olarak da tanimlanabilir. Fermentasyon sonucu olusan bilesikler
substrata kiyasla daha diisiik oksidasyon-rediiksiyon potansiyeline sahip olduklar1 i¢in
aradaki fark enerji olarak aciga c¢ikar. Fermentasyonda rol oynayan mikroorganizmalar,
ornegin LAB elektron transport sistemine veya sitokromlara sahip olmadiklari i¢in
karbonhidratlarin oksidasyonu sirasinda substrat diizeyinde fosforilasyonla enerji iiretirler.
Fonksiyonel bir kreps dongiisiine sahip degillerdir. Sonug olarak fermentasyonda meydana
gelen {irlinlerin bazilar digerlerine kiyasla daha indirgenmis formdadir ancak reaksiyonun
tiimii gbz oniine alindiginda net bir oksidasyon veya rediiksiyon s6z konusu degildir.

LAB, ¢esitli fermente siit lirtinleri (yogurt, peynir vb.), fermente sebzeler ( ¢esitli
tursular ) ve fermente et tirlinlerinin (sucuk) tiretiminde yaygin olarak kullanilir. Laktik
asit fermentasyonu yaninda, alkol fermentasyonu, propionik asit fermentasyonu, cesitli
bakteri ve kiifler tarafindan gergeklestirilen fermentasyonlar da yer almaktadir.

Fermentasyonda rol oynayan mikroorganizmalarin aktiviteleri, mikrobiyal
gelismede etkili olan i¢ ve dis faktdrlere baghidir. Ornegin, seker oran yiiksek bitkisel
kaynakl1 bir gidada asitligin birgok bakterinin gelismesini engelleyecek diizeyde olmasi
durumunda bu ortamda LAB’nin gelismesi s6z konusu olabilir (29). Gida maddelerinin
fermentasyon islemine tabi tutularak islenmesi uzun yillardir bilinen ve uygulanan bir
tekniktir. Et, siit, bitkisel iirlinler, baliklar, sebze ve unlu mamiillerin dayanimini, lezzetini
ve besleyici degerini arttirmak amaciyla diinyanin her yerinde yaygin bir sekilde
fermentasyonda rol oynayan bakterilerden yararlanilmaktadir (30).

Peynir iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan ya da birgok peynir ¢esidinin
starter olmayan mikroflorasinda dominant mikroorganizmalar olarak bulunabilen
homofermentatif ve heterofermentatif LAB, bir¢cok peynir ¢esidinin olgunlagmasinda
onemli rol oynamaktadir (31, 32). Destek kiiltiirler veya starter olmayan laktik asit
bakterileri (NSLAB) ¢ogunlukla laktobasillerden olusan, peynirde lezzet olusumunu
hizlandirmak ve peynir lezzetini arttirmak amaciyla standart mezofilik starterlere ilave
olarak kullanilan ve genellikle ilgili peynirin starter olmayan mikroflorasinda bulunabilen
mikroorganizmalardir (33).

Birgok peynir ¢esidinin mikroflorasi bakteri, kiif ve mayalar1 i¢ceren ¢ok sayida

mikroorganizmadan olusan kompleks bir yapidadir. Bu mikroflora peynir {iretimi ve



olgunlagmasi i¢in gerekli esansiyel metabolitlerin liretiminde rol oynar. Peynirin yapisinda
bulunan starter LAB ve ikincil floray1 olusturan NSLAB’lar, peynirin olgunlagmasi
asamasinda bir seri kompleks biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda siitte tat, lezzet, ve
tekstiir gelisiminden sorumludur (34). Her iki grup ta temelde peynir olgunlagsma prosesi
stiresince aroma ve tekstiir gelisimine katkida bulunurken, laktik starterler peynir tiretimi
sirasinda laktozu fermente ederek laktik asit basta olmak {izere organik asitleri iiretirler ve
bu sayede peynirin pH’sin diisiiriirler (35).

LAB; sekerler, alkoller ve organik asitler gibi hidrokarbonlu maddelerin varliginda
gelisebilirler (20) ve bu maddeleri kullanarak organik asitler, diasetil, hidrojen peroksit,
bazi tat ve aroma maddeleri, bakteriosin veya bakterisidal proteinleri gibi farkli bilesikleri
olustururlar (36).

Laktozu farkli mekanizmalarla fermente eden LAB, homofermentatif ve
heterofermentatif olarak iki gruba ayrilir. Homofermentatif bakteriler; fermentasyon
sonucu % 99 oraninda laktik asit, % 1 oraninda diger maddeleri meydana getirirken;
heterofermentatif bakteriler, % 70 oraninda laktik asit, % 30 oraninda asetik asit, etil alkol,
CO; olustururlar (37, 38, 39, 40).

Homofermentatif LAB’ nin baslica karbon kaynag: glikozdur ve son iiriin olarak
laktik asit olustururlar. Heterofermentatif LAB ise glikoz molekiiliinii laktat, etanol ve
karbondioksite parcalarlar (18,41).

LAB, gidalarin bozulmasinda rol oynayan mikroorganizmalar ve insanlarda
hastaliklara neden olan patojen mikroorganizmalar iizerinde de tirettikleri asit ve bazi
antimikrobiyal maddeler nedeniyle antogonistik etkiye sahiptirler. LAB’nin faaliyetiyle
iiretilen fermente gidalar, gida zehirlenmeleri ve enfeksiyonlar1 diisliniildiigiinde insan
saglig1 acisindan daha giivenilir gidalar olarak kabul edilebilir.

Siit endiistrisinde, yaygin olarak Lb. delbrueckii alttiir lactis, Lb. delbrueckii alttiir
bulgaricus, Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb. casei alttiir casei, Lb. plantarum,

Lb. fermentum, Lb. buchneri ve Lb. brevis kullanilmaktadir. Lb. brevis harig, digerleri
homofermentatif olup laktozdan siit asidi maydana getirirler. Olusturduklari siit asidi
miktar1 diger siit asidi bakterilerinden daha fazladir. Lb. casei alttiir casei, dzellikle
Parmesan ve Cheddar peynirlerinde aromanin gelismesinde 6énemli rol oynamaktadir ( 42,
43,44). Lactococcus cinsinde baslica L. lactis alttiir lactis, L. lactis alttiir cremoris ve

L. lactis alttiir lactis serovar diacetylactis bulunmaktadir. Bunlar mezofilik kiiltiirler olup
optimal 30°C civarinda gelisirler. Birgok siit mamiilii i¢in hazirlanan starter kiiltiirlerde

yer alirlar. Bu iiriinlerde lezzetin olusumunda L. lactis alttiir lactis biovar diacatylactis’in
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katkis1 vardir. Streptococcus cinsinde bulunan en 6nemli tiir Str. salivarius alttiir
thermophilus’tur. Bu bakteri termofilik olup, optimal {ireme derecesi 37-45°C’dir.
Lactococcus ve Streptococcus soyunda bulunan mikroorganizmalar homofermentatiftirler.
Yani glikozdan yalniz laktik asit iiretirler. Leuconostoc soyunda ise Leu. mesenteroides
alttiir cremoris ( Leu. cremoris ya da Leu. citrovorum diye bilinen), Leu. mesenteroides
alttlir dextranicum ve Leu. lactis ( Str. kefir) en 6nemli starter kiiltiirlerdir. Bunlar da
heterofermentatif olup, siitte bulunan sitrat1 fermente ederek diasetil ve diger dogal C,
bilesimlerini olustururlar. Diasetil; yayik alti, tereyagi kremasi, Cottage peyniri gibi
peynirlerde ve diger kiiltiirlii siit iriinlerinde aroma ve lezzetin en 6nemli kaynagidir.
Bunlarin disinda siit endiistrisinde propiyonik asit bakterileri, ¢esitli mayalar ve kiifler de
kullanilmaktadir ( 4, 44, 45, 46, 47, 48).

Siite katilan starter kiiltiirlerde laktokoklara, leukonostoklar da eslik ederse
leukonostoklarin siitte gelisimi laktokoklar tarafindan tesvik edilir ve laktokoklar
tarafindan {iretilen peptit ve aminoasitler, leukonostoklar i¢in hayati 6neme sahiptir (49).

Homofermentatif ve heterofermentatif LAB, genetik ve fizyolojik farkliliklarindan
dolay1 glikozu farkli metabolik yollar izleyerek kullanmakta ve farkli son tiriinler
uretmektedirler. Sekil 1°de laktik asit bakterilerinin izledigi iki farkl glikolitik yol
( homofermentatif ve heterofermentatif glikolitik yollar) goriilmektedir. Homofermentatif
LAB, hekzoizomeraz ( glikoz fosfat izomeraz ) ve aldolaz enzimine sahipken, fosfoketolaz
enzimi igermezler ve Embden-Mayerhoff- Parnas (EMP) metabolik yolunu izleyerek bir
molekiil glikozdan iki molekiil laktik asit tiretirler. Homofermentatif olanlar, aldolaz
enzimi sayesinde heterofermentatif olanlara nazaran direkt olarak laktik asit olustururlar
Heterofermentatif LAB ise heksoizomeraz ve aldolaz enzimi yerine 6 karbonlu sekerleri
(heksoz), 5 karbonlu sekerlere (pentoz) doniistiiren ve bu esnada da aldehit ve diasetil gibi
aroma bilesiklerinin olugsmasini saglayan fosfoketolaz enzimine sahiptirler. Bu gruba giren
LAB, glikozun yikiminda EMP metabolik izyolu yerine fosfoketolaz glikolitik izyolunu
kullanirlar (29,18).
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Sekil 1: LAB’nin izledigi 2 farkli glikolitik yol (50).
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Tablo 3: Homofermentatif ve heterofermentatif LAB ve olusturduklar laktik asit

konfigiirasyonlar1 (51).

Homofermentatif Laktik asit konfigiirasyonu | Heterofermentatif Laktik asit konfigiirasyonu

Laktobasiller

Lb. acidophilus DL Lb. brevis DL

Lb. bulgaricus D(-) Lb. buchneri DL

Lb. casei L(+) Lb. cellobiosus DL

Lb. coryniformis DL Lb. confosus DL

Lb. curvatus DL Lb. coprophilus DL

Lb. delbrueckii DL Lb. hilgardii DL

Lb. jugurti D(-) Lb. fermentum DL

Lb. helveticus DL Lb. sanfrancisco DL

Lb. jensenii D(-) Lb. trichodes DL

Lb. lactis D(-) Lb. viridescens DL

Lb. leichmannii D(-)

Lb. plantarum DL

Lb. salivarus L(+)

Pediokoklar Leukonostoklar

P. acidilactici DL Leu. mesenteroides D(-)

P. cerevisiae DL Leu. paramesenteroides D(-)

P. pentosaceus DL Leu. lactis D(-)
Leu. gelidum D(-)

Streptokoklar Leu. carnosum D(-)

Str. bovis D(-)

Str. thermophilus D(-)

Laktokoklar

L. lactis alttiir lactis D(-) Karnobakteriler

L. lactis alttiir cremoris D(-) C. divergens

L. lactis alttiir diacetylactis C. mobile

L. lactis alttiir hordniae
L. garvieae

L. plantarum

L. raffinolactis

Vagokoklar
V. fluvialis
V. salmoninarum

C. gallinarum
C. piscicola

Gegmiste LAB’nin siiflandirilmasinda gram reaksiyonu, katalaz reaksiyonu, laktik

asit konfigiirasyonu (D, L, DL) ve ¢esitli karbonhidratlar1 fermente edebilme yetenekleri

gibi 6zellikler kullanilmaktaydi. Ancak son yillarda yapilan detayl genetik ¢aligmalarla

DNA baz kompozisyonlari, rRNA dizilisleri (sekanslari) hiicre duvari mukopeptid tipleri




ve enzimlerin immiinolojik spesifik yapilari gibi 6zellikler de tanimlama ve
siiflandirmada kullanilmaya baslanmistir.

Genel olarak LAB grubuna Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus,
Streptococcus ve Leuconostoc cinsleri dahil edilmekte iken son yillarda yapilan
taksonomik ve genetik ¢alismalar sonucu, Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus,
Weissella cinsleri de dahil edilmistir. Weissella 1993 yilinda yapilan ¢aligmalarla ortaya
konmus yeni bir cinstir. Bunlara ilaveten bazi kaynaklarda; Aerococcus, Qenococcus,
Atopobium, Dolosigranum, Tetragenococcus, Alloiococcus ve Gemella gibi bahsedilen
cinslerden farkli cinslere de rastlanmaktadir. Ancak bu mikroorganizmalar gidalarda 6nem
tagimayan cinsler olarak bildirilmekte ve heniiz bu cinslerle ilgili taksonomik ¢aligmalar
tamamlanmadigi i¢in kesin siniflandirilmalar1 yapilamamaktadir. Hatta bazi arastiricilar
hem genetik, hem de biyokimyasal agidan LAB ile biiyiik farkliliklar gésteren EMP,
fosfoketolaz veya heksozmonofosfat glikolitik iz yolunu kullanmayan ve son iiriin olarak
asetik ve laktik asit lireten Bifidobacterium cinsini dahi laktik asit bakterileri grubuna dahil
etmektedirler (29). Ancak, son yapilan ¢calismalarda bifidobakteriler, “Actinomyces”
grubuna dahil edilmistir (52).

Bununla birlikte son yapilan bazi klasifikasyon ¢aligmalarina gére LAB’nin en
onemli cinsleri; Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Carnobacterium, Tetragenococcus, Melissococcus,
Aerococcus, Qenococcus ve Vagococcus olarak belirlenmistir (17, 19, 23, 41, 53, 54).

Siit endiistrisi agisindan en 6nemli tiirler; Str. thermophilus, L. lactis, Lb. helveticus
ve Lb. delbrueckii alttiir bulgaricus’tur ( 55).

1985 yilinda Bergey’s sistematik bakteriyoloji el kitabinda; Gram pozitif, fakiiltatif
anaerob koklarda sadece 7 cins tanimlanmistir. El kitabinin yayimlanmasindan 6nce 16S
rDNA gen dizilimindeki benzerlik ve farkliliklar degerlendirilerek Streptococcus cinsi 3

cinse ayrilmistir. Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus (56,57).
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TABLO 4: Gram pozitif, fakiiltatif anaerob koklarin katalaz reaksiyonu ve hiicre yapisi

(58).
Cins Sitokrom/Katalaz" Hiicresel dizilim
Staphylococcus +/+ Demet/salkim
Micrococcus +/+ Demet/salkim
Stomatococcus +/- Demet/salkim
Streptococcus -/- Zincir
Globicatella -/- Zincir
Enterococcus -/- Zincir
Lactococcus -/- Zincir
Vagococcus -/- Zincir
Leuconostoc -/- Zincir
Aerococcus -+ w Zincir
Alloiococcus +H+w Cift veya dortlii
Gemella -/- Cift veya dortli
Pediococcus -/- Cift veya dortlii
Tetragenococcus -/- Cift veya dortlii

(" + pozitif reaksiyon, - negatif reaksiyon, +/w zayif reaksiyon)

Enterokoklar ve laktokoklar genellikle serogrup D, serogrup N antijenlerine gore
birbirinden ayrilirlar. Serogrup D antijen % 80 dolayinda enterokoklarda bulunmustur,
ayrica laktokoklarin % 60 civarinda serogrup N antiserumu ile reaksiyona girdigi
goriilmiistiir (59). Laktokoklar mannitol pozitif, sorbitol negatif, arabinoz negatif, raffinoz
(% 10-90 oraninda pozitif), % 0.04 tellurit negatif, piruvat negatif (<%10 pozitif)
Ozellikleriyle enterokoklardan ayrilir. Tellurit toleransi, piruvat kullanimi, sorbitolden asit

tiretimi yoniinden her ikisinin ayirimi yapilabilmektedir.
Lactococcus Cinsi ve Bu Cinse Ait Tiirlerin Ozellikleri

Daha onceleri laktokoklar, streptokok cinsi igerisinde siniflandiriliyordu ve maltoz
fermentasyonundaki farklilik g6z oniine alinarak Str. lactis ve Str. cremoris olmak tizere
iki tiire ayrilmiglardi (60). Laktik streptokoklar olarak adlandirilan bu tiirler arasinda pH
9.2°de, 40°C’de ve % 4 NaCl’de gelisebilmeleri agisindan farkliliklar tespit edilmistir.
Sonunda, arjininden amonyak olusturma 6zelligi bu iki tiirlin ayirt edilmesinde (alttiir

cremoris arjinini kullanmaz) ayirici bir kriter olarak kabul edilmistir. Ayrica baz1 Str. lactis
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suslarinin siit tirtinlerinde lezzet olusumunda 6nemli bir 6zellik olan sitrati; asetoin, diasetil
ve CO,’e metabolize etme yetenegine sahip oldugu anlagilmistir (61).

Son yillarda yiiriitiilen enzim analizleri ( 6zellikle siiperoksit dismutaz varliginin
tanimlanmasi) lipit ve lipoteik asit kompozisyonlarinin belirlenmesi ve 23S ribozomal
RNA-DNA hibridizasyonlar1 sonucu elde edilen veriler dogrultusunda Streptococcus
cinsinden ayrilan bazi tiirler Lactococcus cinsi altinda siniflandirilmigtir. 1985 yilindan
once katalaz negatif, fakiiltatif anaerob, serogrup N koklar (karbonhidratlarin
fermentasyonu sonucu laktik asit {ireten koklar) olarak Streptococcus cinsi iginde yer
aliyordu. Bu bakteriler fizyolojik olarak serogrup D fekal streptokoklara ve enterokoklara
benzerlik gostermektedirler. Genetik DNA-DNA ve DNA-RNA iizerine yapilan
caligmalarin artmasi sonucu laktik streptokoklar alt tiirlere ayrilmistir (62,63). Fekal
streptokoklar Enterococcus cinsi iginde simiflandirilmistir. Lactococcus cinsi ise
Streptococcus sinifindan ayrilarak farkli bir cins olarak yeniden tanimlanmistir (17, 64).
Ayrica Streptococcus cinsinin liyeleri modern siiflandirma teknikleri ve serolojik
calismalar ile Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus olarak 3 alt gruba ayrilmistir (65).

Eski simiflandirmada Streptococcus cinsinin N Lancefield grubundaki yer alan
laktokoklara iligkin son yillarda yapilan taksonomik ¢alismalara gore bu cinse ait tiir ve
alttiirler sunlardir:

1. L. lactis alttiir lactis (eski ad1 Str. lactis alttiir lactis ve Lb. xylosus)

2. L. lactis alttir cremoris (eski ad1 Str. lactis alttiir cremoris)

3. L. lactis alttiir hordniae (eski ad1 Lb. hordniae)

4. L. plantarum (eski ad1 Str. plantarum)

5. L. raffinolactis (eski ad1 Str. raffinolactis) (29, 64)

Laktokoklar, siit ve siitten yapilan iiriinlerden, bitkisel materyallerden ( fermente

sebze, bitki ve igecekler), baliklarin bagirsaklarindan ve boceklerden izole edilmistir (66).
LAB; diger peynir bakterilerine gére daha yiiksek a,, degerinde gelisebilirler. L.

lactis’in gelismesi icin gerekli olan minimum su aktivitesi degeri (ay) 0,965, L. lactis alttiir

lactis’in ise 0.950°dir. Str. thermophilus i¢in; 0.985, Lb. plantarum igin; 0,945’tir (34).

15



Tablo 5: Laktokoklar1 diger Gram (+) koklardan ayiran fenotipik 6zellikler (58).

Fenotipik karakteristik 6zellikleri (% pozitif)
Vankomisin duyarliligi 100
Gaz olusturma (MRS agarda glikozdan gaz olusturma 0
yetenegi)

NaCl (% 6.5 NaCl i¢eren brothda iireme 6zelligi) 70
Safra tuzu-Eskulin reaksiyonu 98
10°C’ de gelisme 90
45°C’ de gelisme 43
Hareket 0
Alfa Hemoliz ( % 5 koyun kani igeren Trypticase Soy 20
Agar’da)

Laktokoklarin patojenik olduguna iliskin degisik veriler mevcuttur. L. lactis. alttiir
lactis ve L. garvieae; nozokomiyal insan ve hayvan enfeksiyonlarindan izole edilmislerdir.
L. garvieae, L. piscium balik tiirleri i¢in patojenik 6zellik gosterebilirler. Ayrica,

L. garviae, ruminantlarda mastitise neden olabilir (67).

Lactococcus cinsi, L. lactis, L. garvieae, L. plantarum, L. piscium ve
L. raffinolactis tiirlerini igermektedir (52). Bunlardan L. garvieae, L. raffinolactis,

L. plantarum ve L. hordniae fermente siit teknolojisinde kullanilmamaktadir. L. lactis
suslar1 arasinda ise L. lactis alttiir lactis, L. lactis alttiir cremoris ve L. lactis alttiir lactis
biovar. diacetylactis; peynir, yogurt, tereyagi gibi fermente siit iirlinleri yapiminda starter
kiltiir olarak kullanilmaktadir (68).

Hiicreler kiiresel veya ovoid yapidadirlar (0.5-1.2x 0.5-1.5 um). Gram pozitif,
kemoorganotrofik, sivi besi ortamlarinda tek, ¢ift veya kisa zincirler halinde lireme
gosterirler, endospor olusturmazlar, bir takim karbonhidratlar1 fermente ederek laktik asit
olustururlar ancak gaz olusturmazlar, katalaz ve oksidaz negatiftir, fakiiltatif anaerobturlar
( flavoprotein peroksidaz enzimlerinin sinirli oksidasyon rediiksiyonundan dolayt)
optimum tireme sicakliklar1 30°C’dir. % 0.5 tuz iceren ortamda ve pH 9.6’da iireyemezler.
Hem bagimli katalaz sistemi icermemektedirler (69). Homofermentatif 6zelliktedirler ve

ana enerji kazanim mekanizmalari sekerlerin fermentasyonu ile ger¢eklesmekte ve baslica

16



son iiriin olarak L(+) laktik asit ve aroma maddeleri olusturmaktadirlar. Hareketsiz olup
hemolitik reaksiyon gostermemektedirler. Sadece bazi L. lactis alttiir lactis suslar1 zayif o
hemoliz yetenegine sahiptir. N grup antisera ile aglutine olmayan nadir suslar harig, timii
N grup antijen icermektedir. Gelismeleri igin basta azot kaynaklar1 olmak tizere ¢ok sayida
besin maddesine gereksinim duyarlar. 10°C’de inkiibasyon sicakliginda gelisme
gosterirken, 45°C’de gelisememe 6zellikleri, bu cinsi hem streptokoklardan hem de

enterokoklardan ayirmaktadir.

COenococens

Streptococcus
Lactococeus
Enterococcus
Melissococcus
Tetragenococcug
Vagococcus
Camobacterium
Lactosphazta

Leuconostoc

Weissella

Lactobacillus

A2T0oCOoCcus
Allotococcus

Dolosigranulum

Propronibacterium

Bifidobactarium

Sekil 2: Laktokoklar ve yakin tiirlerin filojenetik yapis1 (70).

( 16S rRNA gen dizilislerine gore karsilastirma yapilmustir.)
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L. lactis tiirline ait mikroorganizmalar ( L. lactis alttiir lactis, L. lactis alttiir
cremoris ve L. lactis alttiir lactis biovar. diacetylactis) peynir, tereyagi ve kefir gibi ¢ok
sayida fermente siit iirliniiniin tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. L. lactis
alttiir /actis biovar. diacetylactis’in sitrat fermentasyonu sonucu diasetil ve asetoin
olusturma yetenegi laktis alttiirlinden tek farkliligidir. Son yillarda yiiriitiilen
arastirmalarda bazi L. lactis alttiir lactis biovar diacetylactis mutantlarinin glikozun
fermentasyonu sonucunda da diasetil ve asetoin iiretebildikleri saptanmistir (71). Tiim
laktokok tiirleri insan ve hayvan tiiketimine gilivenilir (GRAS) mikroorganizmalar olarak
tanimlanmustir ( 69,72).

Fizyolojik aktivitelerine gére Lactococcus’larin 7 ayr tiirli ve alt tiirlinlin
tanimlanmasi yapilmastir (73, 74, 75). Tablo 7 de de goriildiigli gibi bu 7 tiiriin birbirine
yakin reaksiyonlar verdigi goriilmektedir. Belirtilen tiirlerin ayriminda ayrica; molekiiler

ayirim, DNA ve RNA analizleri, protein analizleri kullanilmaktadir (76, 77, 78, 79).

Tablo 6: Laktokok tiirlerini ayiric1 biyokimyasal testler (58).

TURLER Lakt. | Malt. | Mann. Raff. | Siikr. | Sorbit | Treh. | Arji. | Hipp. | Pyr. V.P.
L. lactis alttiir b b
91 100 100 0 82 0 100 91 0 55 82
lactis
L. garvieae 61 95 100 0 50 0 100 100 0 100 100
L. lactis alttiir
+ - - - - - - - + - +
cremoris
L. lactis alttiir
- - - - + - + + - - +
hordniae
L. plantarum - + + - + + + - - - +
L. raffinolactis + + v + - _ _ - - - +
L. xyloses - + + - + - + + - - +

* % pozitif sonuglar (asit formasyon), +; pozitif, -; negatif, v; degisken

® [ lactis PYR ve Voges-Proskauer testlerinde negatif sonug vermistir.

Son yillarda yiiriitiilen genetik ve biyokimyasal analizler sonucu Streptococcus
cinsinden ayrilan ve Vagococcus olarak adlandirilan cinse dahil edilen tiirler, laktokoklarla

biiyiik oranda benzerlik gosterdigi i¢in siniflandirma ¢aligmalarinda sorun yaratmaktadir.

18




Bu cinslerin liyelerinin ayriminda, yag asidi kompozisyonu farkliliklar1 ve vagokoklarin

bazi susglarinda goriilen hareket etme yetenekleri kullanilmaktadir (80,81).

Tablo 7: Lactococcus cinsine bagli tiirlerin baslica 6zellikleri (64).

Karakteristik Lactococcus lactis subsp.
o L. garvieae L.raffinolactis | L. plantarum
Ozellikleri lactis cremoris diacetylactis
Gelisim 10°C + + + + + +
40°C + + - + - A%
45°C - - - - ? -
NaCl %2 + + + ? ? ?
NaCl %4 + + + + - +
NaCl
- - - ? ? ?
%6.5
Arjinin
+ v - + A" -
hidrolizi
Seker arabinoz
v - - - v -
kullanimi
ksiloz v - - - v -
laktoz + + + + + -
maltoz + + - v + +
sakkaroz v - - \% + +
trehaloz v v - + + +
raffinoz v + - - + -
mannitol v v - v v +
eskulin + + - + + +
salisin + + - + + +
Peptidoglikan Lys-Ala-Gly- Lys- Tyr-
pricos Lys-D-Asp Y Y Lys-Tyr-Ala ey
tipi Ala Ala
G C% oran1 34-36 38-39 40-43 37-38

Diinya genelinde yilda 10 tonun tizerinde peynir tiretildigi géz 6niine alindiginda
L. lactis’in ne derece biiyiik ekonomik dneme sahip olacagi goriilecektir (82,83). LAB’nin
birincil rolii; ¢ikardiklar laktaz ( B-galaktozidaz) enzimi ile siit sekerini pargalayip siit asidi
olusturmalaridir. Bunun sonucunda pH diiser ardindan proteoliz sekillenmesi sonucunda
kisa zincirli peptitler ve serbest aminoasitler olusur. Bu bilesikler tat ve lezzet olusumunda
rol oynarlar (84, 40).

Cig siit ve pastdrize slitten imal edilen peynirlerdeki duyusal kalite farkliliklari,

stitiin genel mikrobiyolojik yapisindaki farkliliga dayanmaktadir (8, 85, 86). Peynir iiretim
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endiistrisinde ¢ok genis bir yer alan Lactococcus tiirleri aminoasitler iizerindeki enzimatik
aktiviteleri sonucunda ¢ok farkli duyusal lezzet olusumuna neden olmaktadir. L. /actis’in
aminoasitler {izerindeki transaminasyon 6zelligi sonucunda, peynirin lezzetinde degisimler
sekillenmektedir (a-keto asitlerin dekarboksilasyonu sonucu aldehitler olusur). Farkli
suslar arasindaki enzimatik aktivite de farkliliklar gosterir (87).

Lactococcus suslart; starter kiiltlir olarak peynir yapiminda, peynirin yapisinin
olgunlastirilmasinda, tadiyla ilgili farklilagmanin saglanmasinda, geleneksel peynir
cesitlerinin karakteristik 6zelliklerinin gelismesinde rol oynamaktadir (88,89).

L. lactis suglar, starter kiiltiirlerde, sert ve yar1 sert peynir yapiminda yaygin bir
sekilde kullanilirlar. Farkli sekillerde kullanilan suslar, peynirde tat ve lezzet gelisimine
katkida bulunurlar. Cig siit ve pastorize slitten elde edilen peynirlerdeki duyusal kalite
farkliliklari, ¢ig stitteki mikrobiyal flora farkliligina ve kompleks yapisina baglhdir (85).

Laktokoklarin enzim aktiviteleri sonucunda sitrat, tat ve lezzet bilesiklerine doniisiir
(diasetil ve asetoin gibi). Bu enzimler maksimum aktivitelerini pH: 5.5’te gosterirler (90).

Laktokoklarin laktoz fermentasyonu, proteoliz, diasetil olusturmasi ve faj diregliligi
gibi molekiiler fonksiyonlar1 plazmidlerde kodlanmistir. L. /actis suslarinda fermente gida
endiistrisi agisindan 6nem tastyan 6zelliklerin genellikle plazmidler tarafindan
kodlandiginin belirlenmesi, bu bakterilerde genetik analiz ¢aligmalarina biiytik bir ivme
kazandirmis ve endiistriyel suslarin bilingli miidahaleler ile istenilen dogrultuda
diizenlenmelerini olas1 hale getirmistir. Zira, plazmid DNA molekiillerinin kromozomal
DNA’ya oranla ¢ok kiiciik olmalar1 ve genellikle bakteriler arasinda aktarimlarinin
saglanabilmesi yetenekleri, yapisal analiz ve yeniden diizenleme ¢aligmalarina biiytik
kolaylik saglamaktadir. Bakterilerde, plazmidler yaninda, kromozomal DNA kokenli
genlerin de rekombinasyonuna olanak taniyan dogal ve yapay genetik aktarim
sistemlerinin baglicalari; konjugasyon, transdiiksiyon, transformasyon, protoplast
transformasyonu ve elektroporasyondur. Bu sistemlerin tiimii genetik analiz
calismalarinda kullanilmakta, ancak endiistriyel sus gelistirme ¢aligmalarinda yapay
genetik aktarim sistemlerinden yararlanilmasina izin verilmemektedir. Laktokoklarda
dogal siireclerde gergeklesen gen aktarim sistemleri sadece konjugasyon ve
transdiiksiyondur. Ancak transdiiksiyon, kullanilacak suslarda faj duyarliligin1 zorunlu
kildig1 i¢in, endiistriyel uygulamalarda tercih edilmemektedir. Yiiksek siklikta aktarim
orani igeren sistemlerin kullanimi, arzu edilen 6zelliklere sahip rekombinantlarin

olusturulmasi ve se¢imini 6nemli Sl¢giide kolaylastirmaktadir. Bu nedenle laktokoklarda
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dogal gen aktarim sistemlerinin genetik ve biyokimyasal esas1 lizerinde yogun aragtirmalar
stirdiirilmektedir (91).

Lactococcus cinsi liyelerinde saptanan stabil plazmid profilleri, belirli bir tiire ya da
alt tiire ait suglarin ayiriminda en yaygin olarak kullanilan kriterlerin basinda gelmektedir.
Tiirler ya da alt tiirler ve biyovaryeteler arasinda yapilan genetik tanimlamalarda ise,
kromozomal DNA ya da ribozomal RNA ( rRNA) spesifik sondalarin gelistirilmesi ve
kullanimi esas alinmaktadir (92).

Lactococcus cinsi iiyesi bakterilerde laktik asit fermentasyonu 6zelligini belirleyen
plazmidler, genellikle bu bakterilerin i¢erdigi 20 kb’den biiyiik plazmidlerdir. Bu giine
kadar degisik suslarla yiiriitiilen arastirmalarda, laktokok suslarinda laktoz plazmidlerinin
buiytikliikleri 25-60 kb arasinda saptanmustir (93,94). Bazi arastirmacilar, degisik L. lactis
alttiir lactis ve L. lactis alttiir cremoris suglarinda 95 kb biiyiikliigiine kadar ulasabilen
laktoz plazmidlerini tanimlamistir. Ancak, s6z konusu plazmidlerin genetik analizleri
sonucu; bu biiyiik molekiillerin, iki farkli plazmidin birlesmesi ile olustugu belirlenmistir.
Laktoz plazmidi ile birlesen plazmidler nadiren stabil entegrasyon yapilari
olusturabilmekte, ¢ogu kez birlesmeden kisa bir siire sonra ayrilma meydana gelmektedir
(95,96). Plazmid biiyiikliikleri tamamen ¢akisan tiim suslarin ayn1 molekiiler biiyiikliikte
laktoz plazmidine sahip oldugu belirlenmistir. Bu bulgu; Lactococcus cinsi liyelerinin,
plazmid profilleri esas alinarak sus diizeyinde ayiriminin giivenirligini destekleyen 6nemli
bir delildir. Diger yandan plazmid igerikleri ¢cakismayan bazi suslarda ortak biiytikliiklerde
laktoz plazmidlerinin saptanmasinin, bu suslarin evrimi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

Ayrica, 16S rDNA zincirine iliskin spesifik problarin gelistirilmesiyle L. lactis

alttiir. cremoris ile lactis alttiirlerinin molekiiler olarak ayirimi miimkiin olmustur (97).

Siit Uriinleri Uretiminde Starter Kiiltiirler

Starter kiiltiir; peynir, tereyagi, fermente siit iirlinlerinde begenilen tat, aroma ve
tekstiiriin olusumunu saglamak amaciyla bu tiriinlerin iiretimleri sirasinda kullanilan
mikroorganizma kiiltiirleridir. Bu mikroorganizmalar belirli 6zelliklere sahip suslardir.
Standart kalitede {irlin iiretmek amaciyla starter kiiltiir kullanmak zorunludur. Siit
endiistrisinde starter kiiltlir kullaniminin tarihi olduk¢a yenidir. Giliniimiizde en fazla
starter kiiltlirtin kullanildig: siit tirtinii olan peynir, yaklasik 6000 yildan beri bilinmesine
ragmen bunun iiretiminde ticari starter kullanimina yaklasik 120 y1l 6nce baslanmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda 1890 yilinda Danimarka’da Chr. Hansen,1906 yilinda
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ABD’de Marschall laboratuvari tereyagi ve peynir igin ticari starter kiiltiir tiretip
pazarlamiglardir. Tam anlamiyla starter kiiltiir iiretimi, yillar sonra siit asidi bakterilerinin
Ozellikleri ve fonksiyonlarinin belirlenmesi ile ger¢eklesmistir. Cesitli peynirler, yogurt
iiretimi ve krema olgunlagmasi i¢gin gerekli mikroorganizmalar saptanmastir.

Peynir liretiminde gerek fermentasyon ve gerekse olgunlasmanin arzu edilen yonde
olmasini saglayacak starter kiiltiir ad1 verilen baz1 mikroorganizmalarin saf ve karigik
kiiltiirleri siite belirli oranda katilmaktadir. Bu amagla Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Bifidobacterium soylarina ait ¢esitli tlirlerden
faydalanilmaktadir ( 42, 43, 98, 99).

Peynir yapiminda ve peynirin olgunlasmasinda rol oynayan mikroorganizmalar,
bagslica 2 biiyiik gruba ayrilabilir;

1) starter bakteriler

i1) non-starter laktik asit bakterileri.

Grup 1, kendi icinde ilave olarak 2 gruba ayrilir (primer ve sekonder starterler). Bu
iki grubun 6zellikleri ve oynadiklari rol, birgok makalede dokiimante edilmistir. Primer
starterlerin (birincil starterler) gorevi, peynir yapiminda istenilen asit gelisiminin
saglanmasidir. Bu grupta yer alan mikroorganizmalar, proteinlerin ve yagin
indirgenmesinde rol oynarlar (olgunlagsma sirasinda). Bu gruba ait kiiltiirler, tiretimde
biyolojik degisimlerin gerceklesmesi agisindan 6nemli rol oynarlar (diisiik pH,
bakteriyosin {iretimi). Ikincil starterler ise, rnegin Isvicre peynirinde gaz {iretimi,
yiizeysel renk degisimi vb. amagla kullanilirlar. Ikincil starterler, bazi peynirlerde tipik tat
ve lezzetin olusumunu saglarlar (Roquefort, Emmental, Camembert, Limburger).

Grup 2 nonstarter LAB, bazi peynir tiirlerinde tat ve lezzet gelisimine katkida
bulunurlar (100).

Peynir tiplerine gore degismekle birlikte olgunlasmanin basida 10°-10'° kob/g
seviyelerinde olan starter laktokoklarin sayis1 genellikle 2-16°C’de gergeklesen
olgunlagsmanin ilk haftalarinda diismektedir. Starter laktokoklarin sayisi; peynirdeki diisiik
pH, fermente edilebilen karbonhidratlarin yetersizligi ve diisiik olgunlagma sicakligi gibi
nedenlerle azalmaktadir. Starter kiiltiirlerin azalma orani, kiiltiirlerin otolitik 6zellikleri,
tuz toleransi ve fajlara karsi direng gibi faktorlere bagh olarak degismektedir. Ikincil
mikrofloray: bakteri, maya ve kiiflerin karigimi olusturmaktadir. Starter olmayan
mikroflora olarak da adlandirilan ikincil mikrofloranin (6zellikle bakterilerin) peynire giris
sekli tam olarak bilinmemekle beraber, bunlarin liretim asamalarinda peynir siitiine

bulasabilecegine, peynir siitiiniin pastorizasyonu sonrasinda da belli seviyelerde
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canliliklarini siirdiirebileceklerine ya da pastorizasyon sonrasi siite bulagabileceklerine
inanilmaktadir. Peynir ¢esitlerinde starter olmayan mikroflora; propiyonik asit bakterileri,
kiifler, yiizeysel olgunlastirilan peynirlerde 6nemli olan bakteri ve mayalar, starter olmayan
LAB (baslica mezofilik laktobasiller, pediokoklar, enterokoklar ve leukonostok tiirii
bakteriler) olmak iizere baslica 4 gruptan olusmaktadir (35). Cesitli literatiirlerde s6z
konusu LAB’nin peynir kalitesi iizerinde negatif (kalsiyum laktat kristalleri olusumu, yarik
ve catlak olusumu) ve pozitif (proteolizi arttirarak bazi peynir tiplerinde lezzet tizerinde
olumlu etki) etkileri oldugu bildirilmektedir (101).

Starter kiiltiirler 6zellikle L. lactis suslar siit endiistrisinde yaygin olarak
kullanilirlar. Starter kiiltiirler; peynir yapiminda 4 6nemli fonksiyona sahiptir: 1).
laktozdan laktik asit iiretimi i1) kazeinlerin indirgenmesi (degredasyon) iii) aroma
bilesiklerinin olusumu iv) arzu edilmeyen mikroorganizmalarin inhibisyonu (siitteki
asidifikasyon ve bakteriyosinlerin iiretimine bagl olarak). Tiim bu fizyolojik 6zellikler;
peynirde istenilen, arzu edilen tekstiir, tat ve lezzetin olusumuna katkida bulunurlar.

L. lactis siitte 109 CFU/ml seviyesinde bulunmalidir (102).

Starter kiiltiirler sert ve yari-sert peynir iiretiminde kullanilmaktadir. Bu kiiltiirler
icinde en yaygin olarak kullanilani ise, L. lactis’tir. Endiistriyel siit fermentasyonunda bu
kiiltiirler 6zellikle peynirde karakteristik tat ve lezzet olusturmak amaciyla yaygin olarak
kullanilir (85). Endiistriyel suslarina gore tanimlanmamus laktokokal suslar farkl: tat ve
lezzet olustururlar (aminoasit degisiminde ¢ok daha gii¢lii enzimatik aktivite gosterirler
(103). Son yillarda aragtirmacilar ¢alismalarini dogal yasamdan izole ederek elde ettikleri
suslar1 geleneksel ¢ig siitten yapilan peynirlerde ne sekilde kullanabilecekleri iizerinde
odaklamislardir. Bu suslar baslica; peynir liretiminde bio ¢esitliligin arttirilmasi, farkli tat
ve lezzet olusumunu saglamada ve geleneksel peynir ¢esitlerinin karakteristik
ozelliklerinin 1yilestirilmesinde kullanilabilir (89).

Peynir tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan laktokoklarin olgunlasma

sirasinda trigliseritlerin hidrolizinde 6nemli rol oynamadiklar1 6ne stirtilmiistiir (104).

Laktokoklarin Peynir Olgunlasmasindaki Rolii

Olgunlasma, her peynir ¢esidinin kendine 6zgii koku, tat, renk, kivam gibi
ozellikleri alabilmesi i¢in belirli sartlar altinda ve belirli bir donem igerisinde gegirdigi

degisikliklerin toplamidir (105).
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Peynirin olgunlagsmasi esnasinda tat ve lezzet olusumu sekillenir. Bu oldukca
kompleks bir prosestir. Bu olusum baslica 3 katabolik yolla olusur. Glikolizis, lipolizis,
proteolizis. Proteolizisin 6zellikle bir¢ok yari-sert peynirlerde tat ve lezzet olusumunda
katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Son arastirmalar géstermistir ki disaridan serbest
aminoasit ilavesi bile peynirde aroma gelisimine katkida bulunmamistir. Serbest
aminoasitlerin aroma bilesiklerine doniisiimii aroma, tat ve lezzet olusumuna katkida
bulunur (106). Peynirin olgunlasma prosesinde, kazeinin proteolizisi, serbest
aminoasitlerin aroma bilesiklerine doniisiimii, siit yaginin lipolizisi, olgunlagsma prosesinde
gerekli olan basamaklardir (107).

Peynire islenecek siitiin pastorize edilmesi, siitteki patojen ve diger zararl
mikroorganizmalarin yani sira, islem sirasinda asitligi arttiracak ve peynirin
olgunlagmasini saglayacak LAB’nin de ortadan kalkmasina neden olmaktadir. Bu
durumda, istenilen kalitede peynir imalat1 giiclesmektedir. Ayrica pastdrizasyonla
oldiiriilmeyen, 1s1l isleme direncli bakteriler, ya da iiretim asamalarinda yeniden
bulasabilen mikroorganizmalar, kolaylikla geliserek ortama egemen olmakta ve peynirde
cesitli kusurlara yol agmaktadirlar. Iste bu nedenle, alisilagelen tat ve aromada iiriin elde
edebilmek i¢in siite, pastorizasyon ile yitirilen LAB’nin saf kiiltiir halinde katilmas1
teknolojik bir zorunluluk olmaktadir.

Starter kiiltiirlerin temel islevi; islem parametrelerinin uygulanabilmesi i¢in
ongoriilen siirede asit tiretmektir. Asit tiretiminin; piht1 olusumu, peynir suyunun
ayrilmasi, tat ve lezzet olusumunun baslatilmasi, patojenlere karsi lirliniin korunmasi ve
dayanikliliginin arttirilmasi tizerinde olumlu etkileri bulunmaktadir. Kiiltiirlerin teknolojik
yonden diger bir islevi de proteolizdir. Proteoliz; starter bakterilerin hem asit olusturma
islevi, hem de tiriinlin duyusal nitelikleri agisindan 6nem tasimaktadir. Laktik asit
bakterileri, sadece asit liretmeyip, protein parcalanmasi ve aroma olusumuna da katildiklar
i¢in kiiltiiriin bilesimi, son liriiniin kalitesine dnemli etki yapmaktadirlar. Tiirk tipi Beyaz
salamura peyniri i¢in segilecek kiiltiirlerdeki mikroorganizmalarin, yiiksek asit olusturma
yetenegine sahip olmalarina, normal diizeyde proteolitik aktivite gdstermelerine, tuza ve
antibiyotiklere direngli olmalarina 6zen gosterilmektedir.

Katilacak starter miktar1, peynirin ¢esidine gore degismekle birlikte genelde;

(a) Sert peynirler: % 0.2
(b) Yar sert peynirler: % 0.5-1.0
(¢) Yumusak peynirler i¢in: % 1.0-2.0 kadardir (7).
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Sekil 3: LAB tarafindan aminoasitlerin par¢alanma yollar1 (108).

Starter kiiltiirlerin teknolojik yonden 6nemli diger bir islevi de proteolizdir.
Proteoliz, starter bakterilerin hem asit olusturma islevi, hem de iirliniin duyusal nitelikleri
acisindan 6nem tagir. Starter bakterilerin geliserek yiiksek hiicre konsantrasyonuna
ulagabilmesi ve dolayistyla hizli asit tiretebilmeleri i¢in, siit proteinini pargalayarak kiigiik
molekiillii peptit ve aminoasitlere doniistiirmesi gereklidir. Starter kiiltiirlerin proteolitik
enzimleri 6zellikle peynirlerin duyusal niteliklerine de katkida bulunur. Hiicrelerin otolizi
sonucu serbest hale gegen bakteriyel proteinaz ve peptidazlar, peynir mayasi enzimleri ile

birlikte kazeini kismen hidrolize ederek, peynirde dokusal degisimlere neden olurlar.
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Ayrica bu etkinlik sonucu olusan aminoasitler katabolize olarak peynir lezzetine katkida
bulunan yeni bilesikler olustururlar (7, 109).

Siit endiistrisi gelistikce starter kiiltiir kullanim1 yayginlasmis, kiiltiir iireten
laboratuvarlarin sayis1 artmis ve kiiltiir iiretim teknolojisinde 6nemli gelismeler olmustur.
Ticari olarak sivi, toz (liyofilize) ve dondurulmus kiiltiir iretimi yapilmaktadir. Bu
kiiltiirler optimum ¢ogalma sicakliklarina gore;

e Mezofil starter kiiltiirler
e Termofil starter kiiltiirler
Kiiltiirlerdeki mikroorganizma suglarina gore;
o Tek suslu starter kiiltiirler
e (Cok suslu starter kiiltiirler
e Karisik starter kiiltiirler olarak gruplara ayrilirlar.

Ticari olarak ilk iiretilen starter kiiltiirler, siv1 kiiltiirlerdir. Son yillarda dogrudan
dogruya peynir ve yogurt yapilacak siite katilan konsantre liyofilize ve konsantre
dondurulmus starter kiiltiir kullanimi artmaya baslamistir. Ulkemizde genellikle DVS
(Direct Vat Set) kiiltiir kullanilmaktadir. Tiirkiye’de siit iirlinleri iretiminde starter kiiltiir
kullanimi 1970’11 yillarda baglamistir. Almanya ve Hollanda’dan 6nce sivi, sonra
liyofilize kiiltiirler ithal edilmistir. Ancak iilkemizde starter kiiltiir iiretimi
yapilmamaktadir. Sadece bazi laboratuvarlarda 6zel siv1 stok kiiltiirler hazirlanmaktadir
(39).

Peynir tiretiminde starter kiiltiir kullaniminin yararlari;

» Rennet ile pithtilagmay1 ¢abuklastirmasi ve pihtiy1 sertlestirmesi,

P1ht1 olusumundan itibaren peynirde asitligi arttirmak,

*  Peynir suyunun ¢ikigini hizlandirmak,

=  Salamuradan tuz alimin azaltmak,

* Peynir suyuna kagan yag ve protein miktarini azaltmak,

* Peynirde zararli mikroorganizmalarin gelisimini 6nlemek,
» QOlgunlagma sirasinda tat ve aroma meydana getirmek,

» Peynirde olgunlagmay1 hizlandirmak (110, 1).

Tunail (110), literatiir incelemelerine ve kendi arastirmalarina dayanarak

proteolitik aktiviteleri olan Lb. casei ile asit liretme yetenegi olan ve boylece diger yabanci
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mikroorganizmalarin gelisimini inhibe edecek L. lactis alttiir lactis ve cremoris’in Beyaz
peynir iiretiminde starter kiiltiirde yer almasinin gerekli oldugunu bildirmistir.

L. lactis alttiir lactis ve cremoris homofermentatif siit asidi bakterileri olup,
proteolitik aktiviteleri ¢ok diisiik bakterilerdir ve peynirde esas olarak siit asidi olustururlar.
Gilintimiizde Beyaz peynir iiretiminde kullanilan ithal starter kiiltiirler genellikle laktis ve
kremoris icermektedir. Bu starterler Avrupa’da bazi peynirlerin {iretimi igin
kullanilmaktadir. Beyaz peynir ve Kasar peyniri igin 6zel starter kiiltiir iiretilmelidir. ithal
kiiltiirlerin bu peynirlere tam uygun olmadig1 goriilmiistiir. Balkan iilkelerinde Beyaz
peynir iiretiminde kullanilan starter kiiltlirlerde Lb. casei bakterileri bulunmaktadir (39).

Peynirin olgunlagsmasinda rol oynayan direkt etkenler arasinda siitiin dogal
enzimleri (proteinaz, lipaz), peynir mayasi (rennet), starter bakteriler ve bunlarin enzimleri,
starter olmayan bakteriler ve enzimleri, sekonder starterler ile peynire hizli olgunlagma
amaciyla katilan enzimler yer almaktadir. Bu etmenlerin aktivitelerinde etkili olan indirekt
faktorler ise ¢evre sartlaridir. Bunlar gerek peynirin kendisi ile (¢ig/pastorize siitten
yapilip yapilmadigi, peynirde nem orani, pH ve tuz vb) ve gerekse peynirin depolandigi
ortam ( depo sicakligi, nem vb) ile ilgili faktorlerdir (111). Starter kiiltiirler basta, laktoz
fermentasyonu olmak iizere, peynirde protein parcalanmasi ve aroma tiretimi
gerceklestirmektedirler. Starterler bu gorevi gerek salgiladiklar: farkl: tip ekstraselliiler
enzimlerle ve gerekse otolizden sonra ortama yaydiklar intraselliiler enzimlerle
saglamaktadirlar. Starter bakterilerin lipolitik parcalanmaya da katkilar1 oldugu
bilinmektedir.

Peynir olgunlagsmasinda rol oynayan her bir faktor kendi igerisinde genis bir yer
tutmaktadir. Bunlardan ilki siitte dogal halde, 6zellikle kazein misellerinde bulunan
proteazlardir. Iste plazmin bu proteazlardan biridir ve buna ayn1 zamanda alkali proteaz da
denilmektedir. Isiya dayanikli bu enzim, B-kazeini y-kazeine ve onu da proteaz peptonlara
parcalamaktadir. Alkali proteaz a-s,-kazeini olduk¢a hizli hidrolize edebilmektedir. Asit
proteaz ise as;_kazein {lizerine etki etmektedir.

Olgunlagsmada etkili olan enzim gruplar1 4 baglik altinda toplanabilir:

1. Proteolitik enzimler: Bu enzim grubu da iki alt gruba ayrilir. Endopeptidazlar ( ya da
proteazlar; gorevleri proteinleri parcalayip peptitleri agiga ¢ikarmaktadir) ve
Ekzopeptidazlar (aminopeptidazlar, karboksipeptidazlar, dipeptidazlar; gorevleri peptitleri
aminoasitlere pargalamaktir).

2. Lipazlar: trigliseritleri yag asitlerine ve kismen gliseritlere pargalarlar.
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3. Aminoasitlere etki eden sistemler: dekarboksilazlar, deaminazlar, transaminazlar ve
dimetiolazlar. Bunlar, ekzopeptidazlar tarafindan salinan aminoasitleri dekompoze veya
modifiye ederler.

4 Yag asitlerine ve tiirevlerine etki eden sistemler (Dehidrogenazlar, dekarboksilazlar):
Bunlar, B-ketonik asitler, metil ketonlar ve sekonder alkollerin olusmasi i¢in baslatma

noktasidir (39).

Laktoz Fermentasyonu

Laktokoklar siit sekeri laktozu fermente etme yetenegindedir. Bu yolla hem
gelismeleri i¢in gerekli enerjiyi, hem de hiicresel sentezde zorunlu metabolitleri
olustururlar. Laktoz fermentasyonunun ana iiriinii olan laktik asit ise, iiriine yapisal ve
aromatik 6zelliklerini kazandirmasi yaninda, patojenik veya bozulma etmeni
mikroorganizmalara kars1 da koruyucu rol oynamaktadir (112). Laktoz fermentasyonu
yetenegi stabil bir 6zellik degildir. Laktoz, siitte ve peynirde mevcut bir¢cok
mikroorganizma tarafindan metabolize edilir. Siit endiistrisinde starter bakteriler olarak
kullanilan mezofilik 6zellige sahip laktokok suslarinin fermentasyon siireglerindeki en
onemli rollerinden biri, siit sekeri laktozu fermente ederek laktik asit olusturmalaridir (85,
113). L. lactis alttiir lactis suslarinin model sistem olarak secildigi arastirmalarda, laktozun
tutulmasi ve hiicre i¢ine transferinde PEP-PTS sisteminin daha yogun olarak kullanildig:
saptanmistir (114). PEP-PTS sisteminde laktoz hiicre icerisine fosforile formda alinirken,
permeaz sisteminin s6z konusu oldugu reaksiyonlarda laktoz hiicreye modifiye edilmeden
alimmaktadir. Hiicreye alinan laktozun daha ileri diizeyde par¢alanmasinda anahtar enzim,
hiicreye aliminda kullanilan sisteme bagl olarak fosfo-f3-galaktozidaz ya da [3-
galaktozidazdir. Laktokok hiicreleri laktoz katabolizmasinda tagatoz-6-fosfat, Leloir veya
Embden-Mayerhof-Parnas (EMP) yolunu kullanabilmektedir. Bu yollardan hangisinin
kullanilacagy, laktoz transportunda aktif olan mekanizma tarafindan belirlenmektedir.
Laktokoklarda siit ortamlarinda hizli gelisen ve starter kiiltiir olarak kullanilan suslar
genellikle fosfo-f-galaktozidaz aktivitesi yiiksek ve dolayisi ile PEP-PTS sistemine sahip
suslardir (115,116). Bu starter bakterilerde laktoz metabolizmasi; ya laktoz permeaz
sistemi ya da diger gram pozitif bakterilerin cogunlugunda bulunmayan, fosfoenol piruvata
bagimli fosfotransferaz sistemi (PEP-PTS) tarafindan baglatilmaktadir. Bu sistemde
laktoz, hiicre icine fosforile formda alinmakta ve fosfo-f3-galaktozidaz enzimi aktivitesi ile

glikoz ve galaktoz 6-fosfata parcalanmaktadir. Bu asamadan sonra glikoz Embden-
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Mayerhof-Parnas ( EMP),

edilmektedir (112, 115).

galaktoz 6-fosfat ise tagatoz 6-fosfat yolu ile katabolize

1ZOMMeEraz

Galaltoz -6 fosfat l Fosfo-p-D-galaktozidaz

Tagatoz 6-fosfat kinaz

A 4

1
FEP bagmlilaktcz
PTH sistemi

— 1

Laktoz 6-fosfat

Galaktoz 6-fosfat 4—k—b Glikoz

Qikoz 6-fosfat
Tagatoz 6-fosfat 1

_ Frulttoz é-fosfat
Tagatoz 1,6 difostat

LTagatoz 1,6 difostat aldolaz Fruktoz 1,6 -difostat

Dihidroksiasetonfosfat Giseraldehit 3-fosfat

Dihidroksiasetonfosfat

1,3-difosfogliserik astt

3-fosfogliserik asit

|

2-fosfogliseri asit

l Enaclaz

FOSFOENOLPIRUVAT(PEP)
Piruvat kinaz

Firuvil asit _
l Laktat dehidrogenaz

LAKTIK ARIT

Sekil 4: Laktokok suslarinin laktoz metabolizmasi (112, 115).

Fosfotransferaz (PTS) sisteminin laktoz spesifik bilesenleri (EnzimlI lac ve Faktor

IIT lac), fosfo-P- galaktozidaz ve tagatoz-6-fosfat yolunun ii¢ enziminin ( galaktoz-6-fosfat

izomeraz, tagatoz-6-fosfat kinaz ve tagatoz-1,6-difosfat aldolaz) gen kodunun, L. lactis

suslarinda farkli plazmidler iizerinde bulundugu saptanmustir (114, 115, 116). L. lactis

suslarinda laktoz metabolizmasini kontrol eden genlerin aktariminda rol oynayan en yaygin

mekanizma konjugasyondur (117, 118, 119). Starter kiiltiir suslarinda laktoz

metabolizmasi 6zelliginin plazmidler tarafindan kodlanmasi, stabilite sorununu

dogurmaktadir. Ozellikle laktoz plazmidlerinin konakgi suslarda diisiik kopya sayisinda
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regiile edilmeleri, bu plazmidlerin eleminasyonu iizerinde etkili olmakta ve laktik asit
fermentasyonu 6zelligini kaybetmis (Lac-) mutantlarin meydana gelme siklig1 artmaktadir
(115,116, 117, 120). Starter kiiltiir suslarinin seciminde bu mikroorganizmalarin
endiistriyel oneme sahip 6zelliklerinin stabil olmasi ve yiiksek aktivite icermeleri esas
alimmaktadir. Laktokok suslarinda, laktoz plazmidlerinin tanis1 bu agidan biiylik 6nem
tagimaktadir (121,122).

Starter mikroorganizmalar tarafindan pargalanan laktoz 6nce iki molekiil
monosakkarite, glikoz ve galaktoza ayrilir ve daha sonra da bu iki seker glikolitik yol ile
parcalanir. Bunlar arasinda hegzosdifosfat ve pentozfosfat en 6nemli iki yoldur.
Hegzosdifosfat glikolitik yolu piruvik asit olusumuna yol acar. Homofermentatif
LAB’nin kullandig1 homolaktik yolda her bir molekiil laktozdan 4 molekiil laktik asit
olugmaktadir. Starterler arasinda laktik streptokoklar ve laktobasillerin ¢ogu yer
almaktadir. Pentozfosfat ya da heterolaktik yolda her bir molekiil laktozdan 2 molekiil
laktik asit yaninda CO,, etanol ve asetik asit olusmaktadir. Leukonostoklar ve
heterofermentatif laktobasiller bu yolu takip etmektedir. Peynir liretiminde kullanilan
laktik starter bakterileri daha cok homolaktik fermentasyon yaparlar. Hangi yol takip
edilirse edilsin galaktoz yavas, yavas parcalanir ve peynirde biraz daha uzun siire kalir.
Galaktozun metabolizmasi glikoz tarafindan baskilanir. Olusan laktik asit daha sonra
peynirde bulunan maya ve kiifler tarafindan kreps siklusu ile CO, ve H.O’ya doniistiirtiliir.

Bu islemler esnasinda laktat (laktik asidin tuzu veya esterine verilen ad) ana
metabolik iirlin olarak ortaya ¢ikar. Metabolik enerji; substrat diizeyinde fosforilasyonla
tiretilen ATP formunda elde edilir. ATP, biyosentez ve enerji gerektiren diger metabolik
islemlerde bir enerji kaynagi olarak kullanilir. Laktoz fermentasyonunun son iiriinii olan
laktat, dis ortama salgilanmak zorundadir. Bu salgilanmaya membrana bagli bir protein
aracilik eder ve sitoplazmadan hiicre dis1 ortama protonlarin hareketiyle paralel
gerceklesir. Starter metabolizma; spesifik bilesikler (asetik asit, asetaldehit, aseton,
asetoin, etanol, diasetil) gibi lezzete katkida bulunan bir seri ugucu bilesigin aciga
¢ikmasini saglamakta tiretmekte ve bu asit ortam giivenli gida liretimine katkida
bulunurken, peynirin aromasina da katkida bulunmaktadir. Bu tiriinler karbonhidrat
metabolizma iiriinleridir, piruvat kullaniminin alternatif basamagi tarafindan olusturulur.
Bu yol, L. lactis alttiir lactis biovar. diacetylactis’in sitrat1 fermente etmesinde kullanilir
(39, 123, 124).

Starter bakteriler, 6.6 olan normal pH’y1 30-37°C’de 6 saat i¢inde 5.3 ve altina
diisiirebildigi takdirde uygun bir izolat olarak kabul edilmektedir (125).
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Herreros ve arkadaslari rastgele sectikleri suslar lizerinde yaptiklari ¢alismada
L. lactis alttiir lactis’1 asitlestirme 6zelligi bakimindan en yiiksek kapasiteli suslar olarak

tanimlamiglardir (126).

Proteolik Aktivite ve Proteoliz

Proteinlerin hidrolizi, peynirin elastik (kauguk) yapisinin kirilgan yapiya
doniismesi i¢in gereklidir. Peynirde yap1 ve tekstiir degismeleri baslica a s1 kazeinin
par¢alanmasina dayandirilabilir. Ciinkii proteinler diger kazeinlerle yapisal bir
"network"olusturmak icin gii¢lii interaksiyonlar olusturur. Bu, o sl- kazein baglarinin
bozulmasiyla zayif diiser. Kazeinin par¢alanmasi, olgunlastirilan sert peynirlerde artan
kirilabilirlik ile iliskilendirilebilir. Ciinkii pargalanmis peptit baglari suyu baglayan yeni
iyonik gruplarla karsilasabilir ve peynir proteinlerini daha az ¢oziiniir hale getirir.
Proteolizin daha sonraki safthalarinda kiiciik peptitler ve aminoasitler iiretilir. Bu peptitler
ve aminoasitler peynir aromasinin gelistirilmesinde, peynirin tamponlanmasinda ve

sekonder floranin gelismesine ve beslenmesine yardimci olur.

Kazeinin pargalanmasi i¢in L. lactis alttiir lactis birgok proteolitik enzimi ortama
salgilamaktadir. L. lactis alttlir lactis suslarinin intraselliiler aktivitesinden ¢ok
ekstraselliiler aktivite gosterdikleri bildirilmektedir. Kazeinin ilk par¢calanma basamagi, ya
ortama salgilanan enzim ile veya hiicre membranina yapisik proteaz ile gerceklesir.
Membran proteaz -kazeini C-terminalinden 5 ayr1 peptite ayirmaktadir. Boylece ortamda
hiicrenin kolayca iceri alamayacagi biiylik peptitler olusur. Bu oligopeptitlerin daha ileri
diizeyde parcalanmasi, farkli aktivite ve spesifisiteye sahip olan peptidazlarla saglanir. Bu
peptidazlarin kombine aktivitesi sonucu, hiicre icerisine kolayca girebilecek peptitler ve
aminoasitler olusmaktadir. Hiicre i¢ine alinan peptitler, hiicreye aminoasit kaynagi olacak
sekilde hidrolize edilir. Bu amag i¢in hiicre i¢cinde yine bir¢ok peptidaz bulunmaktadir.
Proteinaz, eksternal peptidaz ve internal peptidazlarin ortak etkisi sonucu, kazeindeki hangi
aminoasidin L. lactis alttiir lactis’in gelismesi i¢in gerekli oldugu belirlenmektedir. Burada
optimal gelisme i¢in dnemli olan ortamdaki aminoasit kompozisyonu degil, aminoasitlerin
yeterli miktarda varligidir. Hatta ortamdaki bazi1 aminoasitler, diger aminoasitlere
dontistiiriilmekte veya diger metabolik faaliyetler icin kullanilmaktadir. Ayrica bazi

aminoasitler de aroma bilesiklerine doniistiirilmektedir.
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L. lactis alttiir cremoris kompleks bir endopeptidaz sistemine sahiptir. Biri ndtral
biri de asidik olmak {izere iki proteaz enzimi hiicre duvarina tutunmustur, ayrica iki tane de
hiicre i¢inde s1v1 kisimda ¢oziiniir fraksiyonda bulunmaktadir. Yapilan arastirmalarda L.
lactis alttiir cremoris’te aminopeptidaz varligi ortaya konmus ve bu enzimlerin bazilar
saflastirilarak karakterize edilmistir. L. lactis alttlir lactis ve L. lactis alttlir cremoris’in
intraselliiler enzimleri siit proteinlerini su siraya gore hidrolize etmektedir; a-kazein, -
kazein, tam kazein, B-laktoglobulin, bovin serum albumin ( 39).

Teknolojik gelisimi saglamak amaciyla LAB’ne ait suslarin se¢imi ve
identifikasyonu yapilmasi, siitteki tireme kapasitelerine baglidir. Lactococcus suslarinin
proteolitik aktivitelerinin yliksek olmasi sonucunda fermente siit iiriinlerinde starter kiiltiir
olarak kullanimlarinin yolu agilacaktir (127). LAB’nde proteolitik sistemde, hiicreyi saran
ve eslik eden proteinaz yaninda, 6zel peptitler ve aminoasit transport sistemleri yaninda
birgok sitoplazmik peptit de rol oynar (128).

Kazeinin indirgenmesinde ilk basamak PrtP (serin proteinaz) enzim aktivitesiyle
sekillenir. Degredasyon basamaginda, PrtP tarafindan olusturulan kazein peptitleri,
muhtelif peptidazlar rol oynar. Ardisik niikleotid analizleri ile birlikte immunolojik
calismalar gostermistir ki bu enzimler intraselliiler olarak yerlesmistir (129, 55, 39, 130).

Proteinlerin hidrolizasyon islemi olan proteoliz, endopeptidazlar tarafindan uzun
peptidik zincirlerin pargalanmasi, karboksipeptidaz ve aminopeptidazlar tarafindan da ug
aminoasitlere ayrilmasi, daha sonra mikroflora, fizikokimyasal kosullar ve 6zellikle pH’ya
bagli olarak enzimatik yolla katabolizma iirlinlerine doniisiimiiyle olusmaktadir (131).

Laktokoklar sahip olduklar1 proteaz ve aminopeptidazlar sayesinde, siit
proteinlerini birinci asamada oligopeptitlere, ardindan di-tri peptitlere ve sonrasinda ise
aminoasitlere ve daha alt birimlere pargalayarak iiriiniin olgunlagsmasini ve istenen
aromanin sekillenmesini saglarlar (103,132). Peynir pihtisinda bulunan kazeinler rennet ve
stitte dogal olarak bulunan plazmin vasitasiyla hidrolize edilerek peynir iiretimi ve
olgunlagmasi sirasinda biiytik ve orta biiyiikliikteki peptitlere par¢alanir. Bu peptitler
starter LAB’nin peptidazlari ile daha ileri seviyede parcalanarak kiigiik molekiil
agirligindaki peptitlere ve serbest aminoasitlere kadar pargalanmaktadir. S6z konusu
bilesikler kismen starter bakterilerin etkisiyle olusur (133, 134). Pihtida bulunan ve siitiin
dogal yapisinda yer alan enzimler de olgunlasmanin gostergesi olarak degerlendirilen suda
¢Oziinen serbest azot miktar1 ve proteoliz hakkinda bilgi vermektedir (135).

Peynirde tat ve lezzet olusumu peynirin olgunlagsmasi sirasinda gelisen olaylara

baglidir. Bu, oldukca kompleks bir prosestir (106). Laktokoklar tarafindan kazeinin
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kullanimi, karmasik bir proteolitik sistem sayesinde gergeklesir (hiicre zarina lokalize olan
proteinazlar, cesitli peptit transport sistemleri ve ¢cok sayida peptidin intraselliiler bolgeye
lokalize olmasindan ibaret olan kompleks bir sistemdir). Bununla birlikte laktokoklarin
tiim tipleri kazeinden oligopeptitlerin olusumunu saglarlar. Proteinaz pozitif ve proteinaz
negatif suslarin karisik kiiltiirleri peynir yapiminda ve aciligin diigmesinde yaygin olarak
kullanilirlar (136). Aminopeptidaz C (PepC) ve Aminopeptidaz PepN, PepX; Lb.
delbruecki, Lb. helveticus, L. lactis ve Str. thermophilus suslarinda karakterize edilmistir.
PepA; L. lactis ve Str. thermophilus tiirlerinden izole edilmistir. PepD; Lb. helveticus’ta,
PepV; Lb.ve L. lactis’te, Pepl; Lb.tiirlerinde, PepQ; Lb, L. lactis’te, PepR, Lb.tiirlerinden
izole edilmistir (16).

Laktokoklar gelismeleri i¢in, dogal olarak sentezleyemedikleri ve siitte yeterli
miktarda bulunmayan bir¢cok aminoasite gereksinim duymaktadir. L. lactis suslari,
icerdikleri proteinaz sistemleri ile siitteki proteinlerin yaklasik % 70-80’ini olusturan
kazeini pargalayarak gelismeleri i¢in zorunlu ve gelisimlerini tesvik eden aminoasitleri
olustururlar. Ayrica kazein par¢alanma lriinlerinin peynirlerde tat ve aromanin
gelisiminde de rol oynadig saptanmigtir (137).

Stitte, a s1, a s2, B- ve K-kazein olmak {izere dort farkli tipte kazein bulunmaktadir.
Laktokoklarda kazein metabolizmasinin ilk asamasinda hiicre duvari yapisinda bulunan
proteinazlar (PrtP) gorev almaktadir. Bu bakterilerde, kazein spesifitelerine gére P1ve P
olarak adlandirilan iki 6zel proteinaz aktivitesi tantmlanmistir. Pitip enzimlerin primer
substrat1 3-kazeindir, ancak kazein de bu enzimler tarafindan parcalanabilmektedir. Purtip
proteinazlar ise a s1, B- ve K-kazeinleri pargalama yetenegindedir. Her iki tip proteinaz da
kazeinden oligopeptitler olusturmakla birlikte, proteoliz {irlinleri farklilik gostermektedir.
Proteolitik aktivitenin ikinci asamasinda ise, olusturulan peptitlerin hiicre i¢ine transportu
gerceklesmektedir. Laktokoklarda ii¢ farkli transport sistemi belirlenmistir (138). Ancak,
kazeinin kullaniminda, bu sistemlerden sadece oligopeptit transport sisteminin belirgin bir
rol oynadig1 saptanmistir (139). Hiicre i¢ine alinan peptitler, son asamada, peptidaz
sistemleri tarafindan serbest aminoasitlere kadar par¢alanmaktadir (140). Kromozomal
DNA kokenli proteolitik sistem igeren suslar yaninda, s6z konusu 6zelligin plazmidler
tarafindan kodlandig1 degisik L. lactis suslarinda tanimlanmistir (141, 142, 143). Detayli
analizler sonucu prtP ve prtM ad1 verilen genlerin proteolitik aktiviteden sorumlu oldugu
tespit edilmistir. Izole edilen gen, 200 kDa biiyiikliigiinde, hiicre duvari ile iliskili bir serin
proteinaz kodlamaktadir (116).
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Sekil 5: Laktokoklarda proteolizisin sematize edilmesi (139).

Peynir teknolojisinde, starter ve starter olmayan mikroorganizmalarin proteolitik ve
peptidolitik aktiviteleriyle iliskili olan kazeinin pargalanmasi, peynir olgunlasmasinda
O6nemli bir role sahiptir (144).

Izoldysin, 16ysin, valin, histidin ve metionin birgok L. lactis suslari igin gerekli olan
eksojen nitrojen kaynagidir. Ancak, bu aminoasitlerin siitteki konsantrasyonlar1 cok
diisiiktiir. Ozellikle izoldysin, 16ysin ve metionin (<1 mg/It) seviyelerindedir. Kazein,
nitrojenin ana kaynagi olarak karsimiza ¢ikar ( L. /actis’in siitte iremesi sonucunda % 90
oraninda kazeini nitrojenin ana kaynag olarak kullanir) (145).

Cheddar ve Camembert peynirlerinde aroma profillerinin birbirine benzerlik
gosterdigi saptanmistir. Bu bilesiklerin yarisinin laktoz fermentasyonu ve sitrat kullanima,
cok kiigiik bir oraninin lipolizis, diger yarisinin ise 18ysin ve metiyonin indirgenmesi
sonucu olustuklar1 belirlenmistir (baglica aroma bilesikleri; metiyonal, metanetiyol ve onun
oksidasyon tirlinii dimetilsiilfit (DMDS), dimetiltrisiilfit (DMTS) ve 10ysinin indirgenmesi
sonucu olusan izovalerik asit ve 3-metilbutanal’dir). Emmental peynirinde baslica aroma
bilesikleri, metiyonal ve 3-metilbutanal’dir. Bu peynirde tatli karamel benzeri aromanin

olusumundan ise; furaneol ve homofuraneol sorumludur (146, 147).
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Aminoasitlerin indirgenmesi aroma olusumunda baslica prosestir. Bu aminoasitler;
fenilalanin, tirozin, triptofan, dalli zincirli aminoasitler; 16ysin, izoldysin ve valin’dir. Bu

aroma bilesikleri i¢inde baslica prekiirsér metionin’dir (148).

Lipolitik Etki

Peynir olgunlagmasinda rol oynayan starter bakterilerin yaglarin hidrolizinde de rol
oynadiklar1 ve bunu saglayan lipaz enzimlerinin hiicre yiizeyine lokalize olduklari
belirtilmektedir ( 149). Starter bakteriler, siitiin yagini olduk¢a yavas hidrolize ederler.
Starter ve starter olmayan LAB tarafindan salgilanan enzimlerin ¢ok diistik
konsantrasyonda ugucu serbest yag asitleri ortaya ¢ikardiklar1 bildirilmektedir
(5-10pg/g peynir) (150, 151). Mezofilik starter bakteriler mono ve digliseritleri hidrolize
ettigi halde, trigliseritler iizerine ¢ok diisiik aktivite gostermektedirler. Baz starterler,
farkli peynirlerde farkli lipolize neden olmaktadir. Siit lipazi ( lipoprotein lipaz) tarafindan
trigliseritlerin kismi parcalanmasi ve ayrica psikotroflarin salgiladiklari lipazlarin
trigliseritleri pargalamasi, starter lipazlarina substrat olarak zemin hazirlamaktadir.

L. lactis alttiir lactis biovar. diacetylactis’in aminoasitlerin oksidatif deaminizasyonu ile
ucucu yag asitleri Urettikleri bildirilmektedir. Termofilik starter bakteriler yeterli derecede

lipolitik etkiye sahiptir (150).
Sitratin Parcalanmasi ve Olusan Metabolitler

Sitrat, bakteriler i¢in enerji kaynagidir. Sitrat, tiim aerobik ve anaerobik kosullarda
karbon olarak enerji kaynagi 6zelligi tasir. Aerobik kosullarda kullanima, trikarboksilikasit
siklusu yoluyla olur. Anaerobik kosullarda farkli bakteriyel fermentasyon yollari sitrat
metabolizmasini igine alir. Sinirlit LAB, sitrat ve malat gibi karboksilik asitleri katabolize
edebilir (152).

Diasetil; tereyagi, kiiltiire edilmis krema ve quark gibi bir¢cok fermente siit
iriiniinde baglica aroma ve tat bilesigidir. Diasetil, kimyasal bir ara {iriin olan
a-asetolaktat’in oksidatif dekarboksilasyonu yolu ile meydana getirilmektedir. Siitte
bulunan sitrat bircok LAB tarafindan asetat, asetaldehit ve diasetil gibi lezzet bilesiklerine
metabolize edilmektedir (153).

Siit fermentasyonlarinda olugan a-asetolaktat’in ¢ogunlugu, LAB’nin sitrati

fermente etmeleri sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Sitrat, LAB arasindan L. /actis alttiir lactis
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biovar. diacetylactis ve bazi1 Leuconostoc tiirleri tarafindan fermente edilebilmektedir
(154). Yapilan calismalarda L. lactis alttiir lactis biovar. diacetylactis ve
Leu. mesenteroides’in benzer genetik yolla, sitratin piruvata doniistimiinde 3 asamali
benzer yol izlendigini géstermistir (155). Olusan diasetil miktar1 ve stabilitesi; gelisme
ortamu, sicaklik, pH ve ortamda oksijen olup olmamasi gibi kosullardan etkilenmektedir.
Bu dis etkenlerin, fermentasyon ortaminda kontrolii kolay olmadigindan, starter kiiltiirlerde
diasetil liretme yetenegi yiiksek suslarin kullanimi esastir.

Sitratin metabolize edilmesi sonucunda diasetil ve CO, gibi bilesikler olusmaktadir.
L. lactis alttiir lactis biovar. diacetylactis’ten metalloproteaz ve dipeptidaz aktivitesi
gosteren enzimler elde edilmistir. L. lactis alttiir lactis biovar. diacetylactis’in proteolitik
aktivite bakimindan laktobasillere benzedigi ifade edilmektedir. L. lactis alttiir lactis
biovar. diacetylactis’ten elde edilen intrasellular endopeptidaz a s1 kazeini hidrolize ettigi

halde, peyniralti suyu proteinlerini hidrolize etmemektedir (39).

Lalktoz
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Sekil 6: Laktoz ve sitrattan diasetil olusturulmasi (154).
Genetik arastirmalar sonucu, L. lactis alttiir lactis biovar. diacetylactis’in tim

suslarinda sitrat permeaz aktivitesinin 8.0 kb biiytikliiglinde bir plazmid tarafindan

kodlandig1 saptanmistir. Bazi suslarda sitrat plazmidinin kendiliginden kayb1 yiiksek
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oranda meydana gelmektedir. S6z konusu plazmidin bakteriyel kromozoma entegrasyonu

ile bu sorun asilmaya ¢alisilmaktadir (122, 156).

Bakteriyoliz ve Peynir Olgunlagsmasindaki Onemi

Bakteriyel otoliz; otolizin olarak adlandirilan endojen peptidoglikan hidrolazlarin
(PGH) hiicre duvarii enzimatik olarak yikimlamasidir (157). LAB lizisinin,
aminoasitlerin aroma bilesiklerine doniisiimiindeki etkileri yapilan ¢aligmalarla ortaya
konulmustur (158).

Bakteriler, kendi hiicre duvarlarini hidroliz edebilme yetenegine sahip PGHs
(peptidoglikan hidrolaz) iiretirler ve bu sayede sahip olduklar1 koruyucu hiicre duvarinda
bulunan peptidoglikan tabakasi lize ugrar.

Gram pozitif bakterilerde, peptidoglikan hiicre ¢evresinde giiclii 3 boyutlu bir ag
olusturur. Bu yapi, glikan zincirleri (birbiri ardina siralanan N-asetil muramik asit
(Mur-Nac) ve N-asetil glikozamin ( Glc-Nac) birlikte bir halka olusturarak, kisa peptit
zincirlerini teskil ederler). Bu bag, zincirsel yapi birbirinden ayrilabilir. Sekilde de
goriildiigl gibi 6zdes, benzer yapilar ve/veya farkli uygulamalar hiicre duvarinda birlikte
goriilebilir ve timii PGHs’ nin kompleks enzimatik yapisini olustururlar.

Otolizinler (bakteriyolizinler) hiicre biitiinliigii acisindan tehlikelidir. Otolizinlerin
aktivitesi ve islevlerinin mutlaka kontrol altina alinmas1 ve diizenlenmesi gereklidir.
Peptidoglikan sentezinin durdugu ve/veya ara verildiginde, hiicresel lizis sekillenir ve
kontrol edilemeyen aktivite ortaya ¢ikar. Bir¢ok bakteride PGH aktivitesinin proteazlar
tarafindan diizenlenmesi konusu tartisilmaktadir. L. lactis, proteazlara eslik eden hiicre
duvarini Uretirler (PrtP, laktosepin olarak adlandirilir). Siitteki gelisimleri sirasinda

kazeinleri hidrolize eder. (159).
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Sekil 7: L. lactis’te peptidoglikan yapis1 ve peptidoglikan hidrolizinin 6zellikleri (157).

Bazi laktokokal hiicreler peynirde lize olurlar ve starter olmayan laktik asit
bakterilerinin, metabolize edilebilir karbonhidratlarin ilgili bakteriler tarafindan metabolize
edilmelerini saglarlar (160).

L. lactis starterlerinin peynirde sekillenen lizisinin kontroliinde bir cok metod
kullanilmaktadir (6rnegin, dogal olarak yiiksek otolitik 6zellikte suslarin se¢imi, lizizi
tesvik eden genetik modifiye edilmis suslarin kullanimi1 ya da bakteriyosin iireten suslarin
starterde yer almasiyla veya eklenmesiyle digsardan lizizin bagslatilmasi).

Lizis, otolizin veya faz endolizinleri gibi litik enzim karisimlarinin aktiviteleri
sonucunda sekillenen kompleks bir enzimatik prosestir. Tiim olaylar dinamik kompleks
bir substrat olan hiicre duvarindaki peptidoglikan tizerinde gerceklesir. Cevresel kosullar
ya da stres faktorleri lizisin gelisimini etkiler (karbon eksikligi, bakteriyosin tliretimi, 1s1l
islem uygulamasi, tuz vb.) (157). Lizisin tesvik edilmesi ¢evresel kosullarin degisimiyle
miimkiin olabilir (1s1 soku, tuz konsantrasyonu, etanoliin besi yerinde diisiik miktarlarda
tutulmas1). Ornegin, L. lactis alttiir cremoris 1s1 soku sonunda lize olmasiyla aminoasit

iiretiminde artis ortaya ¢ikmistir (159).
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Bakteriler, sahip olduklar1 hiicre duvarini pargalayan, hiicre duvarinin yapisini
bozan bir veya birden ¢ok otolitik enzime sahiptir (161). Bu enzimler, sahip olduklar1
hidrolitik bag, zincirlerin 6zelliklerine gore karakterize edilirler. Otolizinler baslica 4 tipe
ayrilir,

1. N-asetilmuramidaz, N-asetilmuramik asidin saliverilmesini ve indirgenmesini
saglar.

2. N-asetilglikozaminidaz; N-asetilglikozamin’in saliverilmesini ve indirgenmesini
saglar.

3. N-asetilmuramil-L-alanin amidaz; N-asetilmuramik asit ve L-alanin arasindaki
bag1 hidrolize eder.

4. Peptidaz; ana peptitleri ve koprii peptitleri hidrolize eder (162).

Lepeuple ve arkadaslar1 (163), Lactococcus kiiltiirlerinde sekillenen erken lizisin,
intraselliiler peptidazlarin saliverilmesine neden oldugunu ve bunun sonucunda da
peynirde aktif hale geldiklerini teyit etmiglerdir. Serbest aminoasitlerin ve peptitlerin
seviyesinin ¢ok diisiik oldugu ortamda L. lactis, aktif proteolitik sistemine bagli olarak
aminoasitlerin parcalanmasi ve salinmasi (siit proteinlerinden; as;. p. ve k- kazeinler)
gerceklesir (164). Starterlerin otoliz orani; peynirin olgunlagmasi tat ve lezzet gelisiminin
kontroliinde en 6nemli faktordiir. Birgok starter enzimler peynirin olgunlasmasina etki
ederler. Ornegin, peptidaz, lipaz gibi enzimler aminoasitlerin indirgenmesini katalize
ederler ve bu enzimler, hiicre i¢ine lokalize olmuslardir. Bunlarin hepsi siite
salinimlarindan sonra fonksiyonel degildirler, hiicre i¢i ko-faktorlere ihtiyag gosterirler.
Siit kazeininin baslangigta laktokokal hiicreyi saran proteinaz (laktosepin; EC 3.4.21.96)
tarafindan indirgenmesinden sonra, starterlerin otolizi sonucunda salinan bu enzimler
genellikle faydali sonuglarin sekillenmesine neden olurlar (107, 165).

Pillidge ve arkadaslar1 (166), otolitik olmayan L. lactis alttlir cremoris susu ( tip1-
laktosepin igeren) kullanmislar ve Cheddar peynirinde ac1 bir lezzet elde etmislerdir.
Bununla birlikte Cheddar peynirinde L. lactis alttiir cremoris LW 1484 otolitik susu
kullanildiginda (ayni tip laktosepin 6zelliklerini igeren) aci lezzetin olusmadigini
gormiislerdir. Diger taraftan yari-sert otolitik starter olan L. lactis alttiir cremoris RD251
susundan yapilan Saint Paulin peynirinde total hiicre i¢i peptidaz aktivitesinin diisiik
seviyede kalmasina bagli olarak ac1 lezzetin degismeden kaldig: tespit edilmistir (132).

Genellikle starter otolizi faydalidir. Ancak istenilmeyen sonuclar da dogurabilir.

Ornegin, otoliz olay1 cok hizli sekillenirse, yetersiz asit iiretimi ve laktozun degismeden
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kalmas1 gibi olumsuzluklar sekillenebilir. Pratikte; starter otolizin sekillenme derecesi ve
dengeli sekilde olusumu, Cheddar peynirinin olgunlagsmasinda, tat ve lezzet gelisiminde
son derece dnemlidir (167). Genel olarak starter otolizin hesaplanmasinda kullanilan genel
metod, turbidimetrik tahlil yontemi ya da intraselliiler marker enzimlerin 6l¢tilmesidir
(168).

Yapilan ¢aligsmalar gostermistir ki ticari L. lactis suslari i¢cinde otolizisin
sekillenmesi yoniinden ¢ok biiyiik farkliliklar vardir. Ticari starterlerdeki otolizisin
sekillenmesindeki farkliliklara ragmen L. lactis’te otolizisi hiicre ile ilgili faktorlerin ne
derece etkiledigi konusunda ¢ok az ¢alisma vardir. Bu faktorler; hiicre duvarinin yapisal
farkliliklarini ve otolizinleri igerir ve onlar peptidoglikan hidrolizine bagli olarak
sekillenen hiicre duvari biitiinliigiiniin bozulmasindan sorumludur (166).

Sekil 7°de goriildiigii gibi; peptidoglikan tizerinde litik aktivite gésteren enzimlerin
5 tipi, Gram pozitif bakterilerde tanimlanmistir. Bu sekil; L. lactis’te peptidoglikanin
yapisini gostermektedir ( 5 ayr sekilde peptidoglikanin indirgenme asamalarini
gostermektedir). Bunlardan sadece bir tanesi endo-p-N-asetilmuramidaz (AcmA)
biyokimyasal olarak laktokokal suslardan (L. lactis alttiir cremoris AM2) izole edilmistir.
L. lactis’te baglica otolizin AcmA’dir (166, 169, 170). Alternatif yaklasimlarla dogal
olarak bakteriyosin iireten L. /actis suglarinin siit iiretiminde otolizisi etkilemesi amaciyla
kullanimi yoniinde ¢alismalar yapilmistir (171, 172). AcmA, L. lactis’te her zaman ana
fonksiyon olarak, hiicrenin parcalanmasinda, peptidoglikanin indirgenmesi asamasinda rol
oynar. Starter laktosepin aktivitesi, AcmA aktivitesini etkileyen bir faktordiir. Yapilan
calismalarda diger laktosepin tiirleri i¢inde sadece laktosepin tipl, AcmA’y1 indirgemistir.
L. lactis starterlerine ait suslarda; diger otolitik enzimler veya hiicre baglantili faktorler,
otoliz lizerinde AcmA’nin tek basina etkisinden ¢ok daha kuvvetli bir etkiye sahiptir (166).

Ayrica, AcmB, AcmC, AcmD’nin de ticari starter suglar iizerindeki etkileri
tizerinde de ¢aligmalar yapilmaktadir. L. lactis ve cremoris alttiirlerinde yapilan
calismalarla hiicre duvarinin yapisinin degistirilmesinin otolizin sekillenmesi iizerinde ne
derece etkili oldugu yoniinde ¢aligmalar yapilmistir. Ayrica, peptidoglikan igeriginde
yapilan degisiklikler, iireme periyodunda degisikliklere neden olmustur. Genel olarak
yapilan calismalarda L. lactis alttiir lactis starterlerinin L. lactis alttiir cremoris starterlerine
gore daha fazla otolitik 6zellikte oldugu gosterilmistir (167).

Bakterilerde otolitik sistem, bir veya birden fazla endojen peptidoglikan hidrolizini

igerir ve sonugta hiicrenin otolizi sekillenir (173).
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Hiicre duvarindaki peptidoglikanin endojen peptidoglikan hidrolazlar tarafindan
enzimatik yikimlanmasi sonucunda bakteriyel otoliz olay1 ger¢eklesir. Bakteriyel PGHs
cok farkli hiicresel fonksiyonlara sahiptir. Peptidoglikan ag sisteminin modifikasyonunda,
hiicrenin gelisim ve boliinme asamasinda rol oynamaktadir (174).

Otoliz birgok Gram pozitif ve Gram negatif bakteride gdzlemlenmistir (175).
Genel kosullar altinda peptidoglikan sentezinde kesilme, durma gibi fasilalar sekillenir
(mikroorganizmanin besin kaynaklarinin azalmasi, elverissiz ¢evre kosullar1 vb). Bu
kosullar altinda hiicrenin yapisal biitlinliigii agisindan gerekli olan peptidoglikanin
hidrolizisi sonucunda hiicresel lizis sekillenip hiicre icerigi disar1 salinir.

Siit iiriinlerinin fermentasyonunda, LAB’nin otolitik 6zellikleri, starter kiiltiir olarak
kullanim amaglarindan biridir. Peynirin olgunlagsmasinin kontroliiniin saglanmasinda
starter LAB’nin lizisinin artmasi ve kontroliiniin saglanmas1 oldukca énemlidir. Gergekten
de LAB starterleri intraselliiler enzim iiretirler (peptidaz, lipaz ve aminoasit
katabolizmasinda rol oynayan enzimler). Bu enzimler olgunlasma sirasinda sekillenen tat
ve lezzetin gelisiminde ¢ok 6nemli rol oynarlar. Baslangicta kazeinin rennetten
¢okmesinden sonra, siitteki endojen proteazlar ve bakteri hiicre duvarina ait proteazlardan
olusan peptidazlar, peptitlerin aminoasitlere indirgenmesini saglarlar (139). Serbest
aminoasitler, sonradan bir¢cok enzimatik yolla aroma bilesiklerine katabolize edilirler
(148).

Ayrica siit yaginda bulunan serbest aminoasitleri; esteraz ve lipaz siit yaginda
bulunan trigliseritlerin hidrolizisini katabolize eder ve sonucta aroma bilesikleri olusur.
Normal kosullarda alkoller ve gliseritlerden esterleri sentez edebilirler (176).

Hiicresel lizis sonucu bakteriyel intraselliiler enzimler salinir ve bu enzimler
peynirdeki zengin substratlara ulasir. Laktokoklarin lizisi, ¢ok net olmayan sekilde Saint-
Paulin peynirinde ve Cheddar peynirinde gosterilmistir (177, 178). Laktatdehidrojenaz
(LDH), glikoz fosfat dehidrojenaz, friikktoz 1,6-bifosfat aldolaz (FBP), X-prolil-dipeptidil-
aminopeptidaz (PEPX), Lizil-aminopeptidaz ve dipeptidaz gibi bir¢ok sitoplazmik
enzimler, lizis markir1 olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir (179,180). Starter
kiiltiirlerde lizis sekillenmesiyle, proteolizis sekillenmesi artmaya baslar (bir kisim serbest
aminoasitlerin miktari olgunlasma periyodunun sonunda artmaya baslar, acilik azalir ve
peynirde istenen tat ve lezzet olusur (163,181). Peynirin lezzeti lizerine etkili bilesiklerin
onemli bir bolimi starter bakterilerin etkileriyle olusmaktadir. Starter bakterilerin erken
lizisi, hiicre i¢i enzimlerin substratlara daha kolay ulasmasini saglamakta ve bu durum

peynir lezzetinin gelisimini hizlandirabilmektedir (180,182,133).
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Laktokoklarm Diger Onemli Ozellikleri

Bakteriyosin Uretimi

LAB, ortamda bulunan diger mikroorganizmalar1 inhibe ederek mikrobiyal agidan
giivenilir fermente gidalarin liretilmesine olanak tanimaktadir. LAB’nin gelistikleri
ortamda diger mikroorganizmalari inhibe edici 6zellikleri bu bakterilerin ortamda
gelismesi sonucu trettikleri bazi antimikrobiyal maddelerden ve olusan kosullardan
kaynaklanmaktadir. Bunlar; diisiik pH, organik asitler, bakteriyosinler, hidrojen peroksit,
serbest yag asitleri, amonyak, diasetil, etanol, diisiik oksidasyon-rediiksiyon potansiyelidir
(29,183,184).

Bakteriyosinlerin liretim mekanizmalari, aminoasit diziligleri, etki mekanizmalarini
kodlayan genlerin DNA dizilimleri belirlenmis ve genel olarak bir¢ok ortak 6zelliklere
sahip olduklar1 saptanmistir. Bakteriyosinlerin daha ¢ok plazmid kokenli olduklar: ifade
edilmesine ragmen, bir kisim bakteriyosinlerin kromozomal oldugu da ifade edilmektedir.
Genel olarak bakteriyosinlerin liretimlerindeki temel prosesler aynidir. Polipeptid dizisi
kodlandiktan sonra 6ncii protein olarak ayrilip bir molekiiler sinyalizasyona ugrayip, ¢esitli
modifikasyonlarin ardindan sistein sayisina gore son seklini kazanmakta, daha sonra
“sec-dependent” gonderme mekanizmasi yardimiyla hiicre disina salgilanmaktadir (185).

Bakteriyosinler, bazi bakteriler tarafindan iiretilen protein ya da polipeptid
yapisinda genellikle iiretici bakteriye yakin akraba tiirleri ya da tiir i¢i suslar1 inhibe eden
makromolekiillerdir. Bunlar dogal antibiyotikler olarak degerlendirilmekle birlikte, klasik
antibiyotiklerden farkli olarak mide ve bagirsaktan gecerken proteazlar tarafindan
aminoasitlere par¢alanmaktadir. Bu nedenle viicutta absorbe edilmezler ve kalin bagirsak
florasina ulagmazlar (186,187,188).

Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan LAB de degisik bakteriyosinler
iretmektedir. Bu bakterilere ait bakteriyosinler veya bakteriyosin iireten suslar, bozulma
etmeni veya patojen bakterilerin gelisimlerini engelleme kapasitelerinden dolayi, son
yillarda ilgi odagi haline gelmistir. Ayrica bakteriyosin iiretimi ve bagisikligina ait genetik
determinantlar, genetik marker olarak biiyiik bir kullanim potansiyeline sahiptir (189).
Diplokoksin, genetik determinantlar1 konjugatif bir plazmid {izerinde (81 kb) tanimlanan
ilk laktokokal bakteriyosindir.

Gida muhafazasi agisindan L. lactis tarafindan tiretilen nisin dikkat gekmektedir.

Bazi1 kremoris suslari hiicrelerle ilgili olan diplokoksin antibiyotigini olusturmaktadir. Bu
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antibiyotik benzeri madde Escherichia (E.) coli iizerine inhibitor etki gostermezken,
Staphylococcus aureus lizerine etkisi degiskendir. Bazi diasetilaktis suslar1 da kremoris
suslarininkine benzer antibakteriyel bir madde iiretmektedir.

LAB’nde en 1yi tanimlanmis ve en yaygin kullanim alanina sahip bakteriyosin, bazi
L. lactis alttiir lactis suslar tarafindan tretilen nisindir. Nisin, aralarinda Lactobacillus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Micrococcus, Staphylococcus ( Staph.),
Clostridium (Cl.) ve Listeria ( Lis.) suslarinin da dahil oldugu bir¢ok tiire kars1 aktivite
gosteren genis etki spektrumuna sahip bir bakteriyosindir (187,190). Diger laktokok
bakteriyosinleri olan diplokoksin ve laktokoksin A, B, M ve G, L. lactis alttiir cremoris
suslar1 tarafindan, laktokoksin 140 ve 972, laktisin 481 ve laktisin 3147 ise L. lactis alttiir
lactis suglar tarafindan tiretilmektedir (191,192). Diplokoksinler ve laktokoksinler sadece
bazi laktokok suslari {izerinde inhibisyon etkisi gosterebilmektedir. Laktisinler ise, tiir i¢i
ve tiirler aras1 antibakteriyel aktiviteye sahip bulunmustur. Laktisin 3147, nisin ile benzer
bir sekilde, genis bir etki spektrumu icermektedir. L. lactis suslarinda bakteriyosin iiretimi
ve bagisiklik genleri genelde plazmidler {izerinde bulunmaktadir. Bu giine kadar genetik
analize tabi tutulan tiim nisin {reticisi L. /actis suslarinda, s6z konusu 6zelligin

kromozomal DNA kdkenli oldugu belirlenmistir (192).

Bakteriyosinlerin Siniflandirilmasi ve Laktokoklarca Uretilen Bakteriyosinler

Bakteriyosinlerin tanimlanmasina yonelik ilk ¢alisma 1925 yilinda E. coli
tarafindan sentezlenen colicin’in tespit edilmesiyle baslamistir. Bakteriyosinlerin ayn1 ya
da farkli bakteri gruplari tarafinda sentezlenen ylizden fazla ¢esidi bulunmaktadir. E. coli
suslarinin yanisira Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Staphylococcus
ve Enterococcus gibi birgok mikroorganizma bakteriyosin tiretmektedir (193). Ancak,
daha ¢ok gidalarda giivenli oldugu diisiiniilen LAB tarafindan sentezlenen bakteriyosinler
lizerinde arastirma yapilmakta ve gidalarda bu bakteriyosinler kullanilabilmektedir. Bu
nedenle LAB ve 6zellikle Lactobacillus, Lactococcus tarafindan sentezlenen
bakteriyosinler iizerinde dnemle durulmaktadir.

LAB’nin sentezledigi bakteriyosinler birbirinden farkli 6zellikte olup, etki
spektrumlari, biyokimyasal 6zellikleri ve genetik determinantlari farklilik gostermektedir.
Genellikle diisiik molekiil agirligina (3-10 kDa) sahip olup hidrofilik ve hidrofobik
kisimlar1 bulunmaktadir. pH araliklar1 genis, izoelektrik noktalar: yiiksektir (194,195).
Nisin ve pediosin AcH asidik kosullarda yiiksek sicakliga daha dayanikli olup, nisin
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otoklavlandiktan sonra pH 5’te aktivitesinin % 40’1, pH 6.8’de ise % 90’1n1
kaybetmektedir (196). LAB’nin iirettigi bakteriyosinlerin ¢ogu katyonik, hidrofobik veya
amfilik molekiiller olup, 20-60 aminoasit rezidiisii i¢erir (193). Bakteriyosinler i¢in farkl
siiflandirmalar yapilmakla birlikte daha ¢ok Klaenhammer’in 6zellikle gram(+)
bakterileri dikkate alarak yaptigi siniflandirma kullanilmaktadir ( 197). Biyokimyasal
ozellikleri dikkate alinarak yapilan siniflandirmada, bakteriyosinler molekiil biiyiikliigii,
kimyasal yapilari, etki mekanizmalar ve 1s1 stabilitelerine gore genel olarak 4 sinifa
ayrilmislardir. Ancak, biyokimyasal tanimlanmas1 bakimindan daha ¢ok ilk 3 sinif dikkate
alimmaktadir (193). Sinif 1, lantibiyotikler [ender rastlanan aminoasitleri (lantiyonin ve
tiirevleri) igeren peptitler]; siif 2, diisiik molekiil agirligina sahip(<10 kDa), 1s1ya
dayanikli, lantiyonin icermeyen membran aktif peptitler; sinif 3, yiiksek molekiil agirligina
sahip (>30 kDa), 1s1ya hassas proteinler; sinif 4 ise proteine ilaveten zorunlu lipid veya

karbonhidrat gruplari iceren kompleks bakteriyosinler.

Nisin
Nisin aktivitesi iizerine degisik proteolitik enzimlerin etkisi incelenmistir. Buna
gore nisinin a-kimotripsin enzimi tarafindan inaktive edildigi, pepsin, tripsin, proteinaz K

enzimlerinin ise nisine etki etmedigi saptanmistir (198, 199, 200).

Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Nisin, lantibiyotik sinifinin en iyi bilinen tiyesi olup, L. /actis tarafindan iiretilen ve
ribozomlarda doniistiiriilen bakteriyosindir. Nisin ilk olarak Rogers tarafindan 1928 yilinda
bulunmustur. 1944 yilinda bu madde i¢in nisin ismi kullanilmis ve 1950’11 yillarda
iretimine ticari olarak baglanmistir. O zamandan bu yana nisin, gida sektoriinde gilivenle
kullanilan koruyucu gida katki maddeleri arasinda yerini almistir (201,202). Nisin (E234),
ilk olarak giiniimiizden yaklasik 30 y1l 6nce Ingiltere’de gida katki maddesi olarak kabul
edilmis ve daha sonra Avrupa’da 50 iilkede, Amerika ve Cin’de kullanilmaya baslanmigtir
(203). Molekiil agirlig1 3354.25 Da’dir ve yapisinda 34 adet aminoasit bulunmaktadir. Bu
aminoasitlerden 8 tanesi kiikiirt icerir ve en 6nemlisi lantiyonin ve 3-metil lantiyonin’dir.
Zira, lantibiyotik terimi i¢erdigi bu aminoasitten tiiretilmistir. Ayrica dehidroalanin ve
dehidrobutirin gibi diger aminoasit kalintilarini igermektedir. Nisin, yapisindaki 27.
aminoasidin tiiriine gore ikiye ayrilir. Eger 27. aminoasit aspartik asit ise Nisin A, histidin

ise Nisin Z olarak adlandirilir (203, 202). Aktif nisin molekiilii, 6ncii nisin polipeptid
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molekiiliindeki siradan aminoasitlerin (serin, treonin, sistein) posttranslasyonel
modifikasyonu ile olusmaktadir (204).

Diisiik pH daki ¢ozeltilerde kolay ¢oziiliir ve stabildir; pH 4 ve tizerindeki
cozeltilerde dekompoze olur. Isiya kars1 direngsizdir. Pankreatin, tripsin, tiikiirtik
enzimlerine ve rennet hari¢ sindirim enzimlerine karsi duyarhdir (205, 206).

Insanlar dahil tiim memeliler icin toksik etkisi bulunmayan nisin, Birlesmis
Milletler Gida ve ilag Idaresi tarafindan “GRAS” (Generally Recognized as Safe- Genel
Olarak Giivenli Kabul Edilebilir Uriin) statiisiinde kabul edilmis ve ayrica Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan gida katki maddesi olarak onaylanmis tek bakteriosindir (207,
208).

Etki Mekanizmasi

Nisin bakterisidal etkisini, duyarli hiicrelerin membranlarini etkileyerek (yiizey
aktif deterjan gibi davranarak), bakterilerin sitoplazmik membrani ile etkilesime girerek
gosterir. Nisin molekiiliinlin pozitif yiikli N- ve C-terminal uglar ile hiicre membraninda
bulunan negatif ytiklii fosfolipidler reaksiyona girerek, membran fonksiyonlarini porlar
olusturmak suretiyle bozar. Olusturdugu bu porlardan hiicre icinde bulunan gesitli
aminoasitlerin, ATP’nin ve monovalent katyonlarin hizli bir sekilde disar1 ¢ikmasina,
bundan bagka hiicrelerde membran potansiyelinin hizli bir sekilde azalmasina ve hiicre
lipozomlarinda pH degerinin diismesine neden olur (197, 209, 210, 211).

Bununla birlikte, iyonlarin, 6zellikle de ATP kaybi ve hiicre i¢i pH dengesinin
korunmasinda etkili olan K* iyonunun hiicre digina sizmasi, hiicrede enerji tiiketimine
neden olmaktadir (212). Hiicrede meydana gelen bu degisimler, DNA ve RNA gibi hiicre
icin hayati 6nemi olan makromolekiillerin degredasyonuna, bu molekiillerle birlikte protein
ve peptidoglikan sentezi gibi biyolojik proseslerin inhibisyonuna yol agmaktadir (194,213).
Laktik asit bakteriyosinleri pozitif yiiklii molekiiller olup, sitoplazmik zar iizerinde etkili
olmalarinda sahip olduklar1 hidrofobik kisimlar 6nemli rol oynamaktadir. Duyarli hiicre
zarinda bulunan negatif yiiklii fosfat gruplarinin etkisiyle ortaya ¢ikan elektrostatik
etkilesim sonucu bakteriyosin hiicre zarina tutunmaktadir (214,215). Boylece hidrofobik
kisim zar yapisinin i¢ine girerek gozenek olusumuna yol agmaktadir. Ancak,
bakteriyosinler biitlin duyarl: tiirler {izerinde ayn1 etkiye sahip olmayip, ortam pH’s1 ve
kritik inhibisyon konsantrasyonu gibi faktorlerden etkilenirler (216). Nisin gibi

bakteriyosinlerin bir ¢ogu hiicre zarini etkilerken spesifik reseptorlere baglanma ihtiyact
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duymadiklarindan, farkli birgok bakteri tiirlinii inhibe edebilme yetenegine sahiptirler
(193).

Sekil 8: Nisinin Lipid II molekiiliine baglanarak hiicre membraninda por olusturmasi

217).

Nisinin bir diger por olusturma mekanizmasi ise lipozomal membranlarin fosfolipid
kompozisyonuna baglidir. Son ¢aligsmalar 1s181nda nisinin, fosfolipid komponentlerinden,
hiicre duvar: sentezinde bir prekursor olan Lipid II molekiiliine baglanarak etkisini
gosterdigi belirlenmistir. Nisin fosfatidilgliserol lipozomlarinin anyonik yiizeyleriyle
birleserek ve fosfolipid gruplarinda bulunan lipidlere olumsuz yonde etkiliyerek
aktivitesini gosterir (217).

Nisinin sporlara olan etkisi bakterisidal etkiden ¢ok bakteriyostatik etkidir. Diger
koruyuculardan farkl olarak nisin, sporlarin vejetatif forma doniisiim asamasinda etkili
olmaktadir. Nisinin ¢imlenen sporlarin membranlarindaki proteinin yapisinda bulunan
stilfidril gruplarina baglanarak etki gosterdigi belirtilmistir (218).

Nisin ¢ok genis bir yelpazede gram pozitif bakterilere, 6zellikle de cok 6nemli bir
gida patojeni olan Lis. monocytogenes ve diger bazi Listeria tiirlerine oldukga etkilidir
(219, 220, 221). Ayrica, Clostridium ve Bacillus tiirlerinin sporlarina karsi bakterisidal ve
antimikrobiyal etkiye sahiptir. Nisin, duyarli hiicrelerin spor olusumunu 6nlerken,
olusmus sporlara yapisinda bulunan bir veya daha ¢ok dehidro rezidiilerinin, spor
membraninda bulunan siilfidril gruplarina kovalent sekilde baglanmasiyla etki eder (203).

Yapilan gesitli arastirmalara gore nisinin sitratlar, etilen diaminotetraasetik asit gibi

selat ajanlartyla ayrica, sodyum laktat, lizozim, EDTA, NaCl gibi maddelerle kombine
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edilmesinin, Salmonella tiirleri ve E. coli gibi 6nemli diger gida patojenlerini de inhibe

ettigini ortaya konulmustur (201, 222, 223).

Bakteriyosinlerin Gidalarda Kullanim

Yapilan aragtirmalar sonucunda nisinin insanlar i¢in tamamen giivenli bir katki
maddesi oldugu anlasilmistir. Nisin, viicuda alindiktan sonra sindirim enzimleri tarafindan
inaktif hale getirilmektedir. Nisinin toksisitesi iizerine yapilan ¢alismalar 1s181nda, yiiksek
miktarlarda nisin kullaniminin toksik etki gostermedigi belirlenmistir (201,206). Nisin ilk
olarak peynirlerde koruyucu olarak kullanilmis, ancak son yillarda sadece peynirlerle
sinirl kalmayip diger siit Uriinleri, et, kanath ve deniz iirlinleri gibi ¢esitli gidalarda ayrica,
sarap ve bira sanayinde koruyucu olarak kullanilmaya baglanmistir (202, 207, 208).

Gidalarda bakteriyosinlerden farkli sekillerde yararlanilmaktadir. Dogrudan gida
maddesine katilabildikleri gibi, bakteriyosin sentezleyen koruyucu kiiltiirlerin gidaya
inokiilasyonuyla veya gidanin koruyucu ambalaj materyali ile birlikte de kullanilabilirler.
Bu amaglarla koruyucu kiiltiir olarak LAB, bakteriyosin olarak ise, yasal kullanimina izin
verilen nisin kullanilmaktadir. Nisinin etki spektrumu diger bir¢ok bakteriyosine kiyasla
daha genis olup, asidik gidalarda va Gram (+) mikroorganizmalar iizerinde oldukga
aktiftirler. Nisin, koruyucu katki maddesi olarak giiniimiizde 47 iilke tarafindan giivenli
gida koruyucusu olarak kabul edilerek kullanilmaktadir. Birlesik Devletler Gida ve Ilag
Dairesi (US FDA) yetiskinler i¢in giinliik kabul edilebilir nisin miktarin1 2.9 mg olarak
belirlemistir (205).

1988 yilindan beri FDA tarafindan pastorize islem gbérmiis peynirlerde
Cl. botulinum sporlarinin gelismesini ve toksin olusumunu 6nlemek amaciyla GRAS
(Generally Regarded As Safe) olarak kullanimina izin verilmistir (187). Avrupa Birligi
iilkelerinde ise irmik ve tapioka pudingler, olgunlastirilmis ve islem gormiis peynirler ile
eksitilmis kremada nisin ( E 234) kullanimina izin verilmektedir (41).

Martinez ve arkadaslari, keci siitiinden iiretilen peynirde Lb. curvatus tarafindan
tiretilen bakteriyosinin, L. lactis alttiir lactis ve Lb. casei alttlir casei’nin otolizinde ne
derece litik etki gosterdigi tizerinde bir arastirma yapmislar ve ¢ikan sonuglara gore
bakteriyosin iireten kiiltiirlerin erken hiicre lizisi amaciyla kullanilabilecegi sonucuna
varmiglardir (224).

Bakteriyosin iireten laktik kiiltiirlerin kullanimi, ortamda bulunan proteolitik,

lipolitik bakterilerin lizisine sebep olmakta ve proteolizisin daha hizli bir sekilde
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olusmasina katkida bulunmaktadir. Bu amagla Ent. faecalis ve L. lactis alttiir lactis’in
kullanildig1 ¢aligmalar yapilmistir (225).

Bilindigi gibi gida giivenligi acisindan, patojen mikroorganizmalarin gidalarda
gelisiminin onlenmesi gerekmektedir. Gidalarda gelisen patojen mikroorganizmalar
tizerinde antagonistik mikroorganizmalarin ve bakteriyosin gibi metabolik {iriinlerinin
etkili olmasi nedeniyle, gida gilivenliginde bakteriyosin kullaniminin 6nemi oldukga
artmistir. Bakteriyosinlerin gidalarda antimikrobiyal aktivitelerinin yani sira, dogal
olmalari, renksiz, tatsiz ve kokusuz olmalar1 da iirtin 6zellikleri agisindan oldukga
onemlidir. Peptid veya protein yapilarinda olmalari ise pankreas kaynakli proteolitik
enzimlerden, mide salgilarindan etkilenebildiklerini ve insan viicudunda
sindirilebileceklerini gostermektedir. Ayrica bazi bakteriyosinlerin (Grup II) 1s1
stabilitelerinin olmasi, yiiksek sicaklikta islem goren bir¢ok gida maddesinde
kullanilabilirligini saglamaktadir (194, 226). Hatta baz1 bakteriyosinler otoklavlama
sicakliginda bile stabil kalabilmektedir. Dolayisiyla bakteriyosinlerin et ve siit liriinleri
basta olmak iizere birgok gidada kullanim1 miimkiin olmaktadir.

Nisin et ve et Uriinlerinde bir¢ok mikroorganizma iizerinde etkilidir. Bununla
birlikte, en 6nemli 6zelliklerinden birisi, hastalik ve 6liimlere yol acabilen Lis.
monocytogenes’i inhibe edebilmesidir (219). Yine nisin, et ve et tirlinlerinde oldukca
tehlikeli bir patojen olan CI. botulinum tizerinde etkilidir. Nisin, antimikrobiyal olarak
nitrit i¢in belli diizeylerde alternatif olusturabilmektedir. Ayrica nisinin Brochothrix ( Br.)
thermosphacta, Carnobacterium divergens ve Lis. innocua tlizerindeki etkisini aragtirmak
amacuyla, karkas yiizeyine spreylenmesi, bu mikroorganizmalarin sayisin1 6nemli diizeyde
azaltmaktadir. Br. thermosphacta iizerinde etkili nisin seviyesinin 400 IU/ml oldugu da

bildirilmektedir (227).
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Tablo 8: Baz1 bakteriyosinlerin kullanildig1 gidalar ve etkileri (216).

Bakteriyosin Uygulanan gida Etkileri
Nisin A Yeniden sekillendirilen et iiriinleri (formed Bakteriyel inaktivasyon
meat products)
Nisin A Ricotta peynirinde Lis. monocytogenes’in  Lis. monocytogenes’i 8 hafta etkili bir

Pediocin AcH

Enterocin 4

Linocin M-18

Piscicolin 126

Leucocin A

Lactocin 705

Pediocin AcH

Pediocin

Pediocin AcH

Pediocin PA-1

Enterocin

kontrolii i¢in kullanilmigtir

Pediocin AcH sentezleyen L. plantarum
WHE 92, olgunlagmanin baglangicinda
Munstar peynirinin ylizeyine spreylenmistir
Enterocin sentezleyen E. faecalis INIA4,
Manchego peyniri iiretiminde kullanilmigtir

B. lines kirmizi peynir iiretiminde starter
olarak kullanilmigtir

Jambonda Lis. monocytogenes kontrolii
i¢in kullanilmistir

L. gelidium UAL187 vakum paketlenmis
sigir etinde bozulma kontrolii i¢in
kullanilmistir

Kiyilmus sigir etinde Lis. monocytogenes’
in gelisimini 6nlemek i¢in kullanilmigtir

Tavuk eti sosisinde Lis. monocytogenes’i
inhibe etmek i¢in pediosin {ireten P.
acidilactici (Ped") kullanilmistir

Sarap ve firincilik {irtinlerinde kullanim
potansiyeli aragtirtlmigtir

Tavuk etine pediosin preparati ilave
edilmistir

Fermente sosiste starter olarak P.
acidilactici (Ped") kullanilmigtir

Jambon, domuz eti, tavuk gogiis eti, pate
ve sosis’te kullanilmigtir

sekilde inhibe etmistir

Lis. monocytogenes ’in gelisimini
engellemistir

Lis. monocytogenes Ohio ‘yu inhibe ederken,
Listeria monocytogenes Scott A’y1 inhibe
etmemigtir

Lis. ivanovi ve Lis. monocytogenes’te 2 log
diislise neden olmustur

Ticari bakteriyosinlerden daha etkili
bulunmustur

Lb. sakei ‘nin de etkisiyle bozulma 8 haftaya
kadar geciktirilmigtir.

Lis. monocytogenes’ in kiyllmis etlerde
geligimini 6nlemistir.

Etkili bir sekilde Lis. monocytogenes
sayisini azaltmistir.

Bu tiir iiriinlerde kullanim potansiyeli oldugu
belirlenmistir

5 °C’de 28 giin Lis. monocytogenes
gelisimini kontrol etmistir

Lis. monocytogenes’i etkili bir sekilde
kontrol etmistir.

Cesitli sartlar altinda Lis. monocytogenes
geligimini kontrol etmistir.

Tiiketici ve halk sagligini ciddi sekilde tehdit eden Bacillus cereus, E. coli,

Salmonella tirleri, Lis. monocytogenes ve Cl. perfringens gibi dnemli gida patojenlerini

elemine etmek i¢in, giiniimiizde ¢esitli antimikrobiyal maddeler kullanilmaktadir. Gidalara

nitrat, nitrit, sorbat gibi antimikrobiyal maddelerin izin verilen dozlarin lizerinde

katilmasinin, insan saghig izerinde olusturdugu olumsuz etkiler, bu gibi maddelerin

gidalarda serbestce kullanilmalarini engellemektedir. Bu nedenle, Birlesmis Milletler Gida

ve Ilag Idaresi tarafindan “GRAS” statiisiinde kabul edilen ve yapilan arastirmalar

sonucunda insanlar i¢in tamamen giivenli oldugu tespit edilen nisinin, 6zellikle gesitli

maddelerle kombine edildiginde, antimikrobiyal spektrumunun daha da genislemesi,

gidalarda kullanimini yaygin hale getirmektedir (228).
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Bakteriyosinlerin etki spektrumlarinin sinirli olmasi nedeniyle gidalardaki etkileri
de smirli kalabilmektedir. Ozellikle gram (+) mikroorganizmalar iizerinde etkili olmalart
nedeniyle, genellikle Gram (-) mikroorganizmalara kars1 fazla etkili olamamaktadirlar.
Dolayisiyla Gram (-) olan patojen mikroorganizmalarin da oldugu diisiiniildiigiinde, sadece
nisin kullanimiyla gida gilivenliginin saglanamayacagi agiktir. Bu nedenle, nisinle birlikte
diger gida koruyucu katkilarin veya proseslerin kullanilmasi1 gerekmektedir. Gram (-)
bakterilerin dis zarlarinin biitiinliigli bozuldugunda bakteriyosinlere kars1 oldukca hassasiyet
gostermektedirler. Bu nedenle nisinle beraber hiicre zarin1 bozabilecek trisodyum fosfat
veya EDTA gibi selatlarin kullanilmasinin inhibisyon etkisi yapabilecegi bildirilmektedir
(229).

Nisinin etkisini artirmak i¢in koruyucu katkilarin yanisira yiiksek basing ve yiiksek
voltaj elektrik alan pulslarmnin (PEF) uygulanmasi énemli katki saglamustir. Ornegin 100
[U/ml nisinle birlikte 155-400 MPa basing uygulamasinin E. coli, S. Enteridis, S.
Typhimurium, Shigella sonnei, Pseudomonas fluorescens ve Staph. aureus’ u inaktive
ettigi saptanmistir (230).

Nisinin gidalarin korunmasinda uygulanan kullanim sekillerinden birisi de gida
yiizeyine uygulanan filmlerde kullanimidir. Bu tiir antimikrobiyal biyofilmler, temas
ettikleri gida yiizeyinde mikrobiyal gelisimi etkileyebilmektedir. Nisin, kullanildig1
biyofilmlerden gida yiizeyine belli oranlarda gecerek, yiizeyde mikrobiyal gelisimi
engelleyebilmektedir (231). Nisin, protein yapisindaki biyofilmlerin polimer yapisina
dogrudan katilarak veya polietilen materyallerin polimer yapisinin yiizeyine adsorblanarak
kullanilabildigi gibi, farkl sekillerde de kullanilabilmektedir.

Bakteriyosinlerin gidalarda kullanim potansiyeli her gegen giin artmaktadir.
Ancak, gidalarda kullanim amaciyla heniiz yeterince karakterize edilememislerdir. Ayrica
bazi koruyucu madde ve proseslerle birlikte kullanimlarinin, gidalarin mikrobiyolojik
kalitesi iizerinde daha fazla etkili olmasi nedeniyle bu konuda daha fazla arastirmaya

gereksinim duyulmaktadir (232).

Laktokoklar ve Probiyotik Ozellikleri

Probiyotik Yunanca’da “yasam i¢in” anlamina gelen ve uzun yillardan beri ¢esitli
sekillerde kullanilan bir kelimedir. Bir probiyotik en basit sekilde “saglik i¢in yararli canlt
bir mikrobiyal gida ingredienti” olarak tanimlanabilir (233). MC Naught ve Macfie (234)

tarafindan probiyotikler; “Tiiketici sagligina, bireylerin intestinal mikrobiyal dengesini
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koruyarak veya gelistirerek yararli olan canli mikrobiyal gida katkilaridir” seklinde
tanimlanmastir.

Diinyada degisik yorelerde farkli fermente iiriinlerin iiretiminde kullanilan
probiyotik bakterilerin insan saglig1 ve beslenmesi agisindan oldukga énemli terapotik ve
diyetetik 6zellikleri oldugu bilinmektedir. Probiyotik bakteriler kullanilarak yapilan siit
iriinlerinin; antimikrobiyal aktivite, kolesterol diisiiriicii etki, laktoz intoleransi hafifletici
etki, immun sistemin aktivasyonu, karaciger rahatsizliklarinda olumlu etki,
antikarsinojenik etki, L(+) laktik asit iretimi gibi yararl etkisinin oldugu da ¢ok sayida
literatiirde bildirilmektedir (235). Probiyotikler, patojen olmayan mikroorganizmalardir ve
laktobasiller, bifidobakteriler, enterokoklar gibi insanlarin sindirim sisteminde dogal olarak
bulunmaktadir (236).

Baz1 LAB’ nin gastrointestinal sistemde canliliklarini siirdiirebilme gibi ilging
fizyolojik karakterleri onlarin probiyotik olarak kullanimlarina olanak saglamaktadir.
LAB’nin gastrointestinal sistemde canliliklarini siirdiirebilme kabiliyetleri bu
mikroorganizmalarin diisiik pH ve/veya safra tuzlar ile genis bir sicaklik araliginda

gelisebilme yetenekleriyle ilgilidir (19).

Tablo 9: Probiyotiklerin baslica 6zellikleri (237 238, 239).

Ozellik Yarar

Pankreatik enzimler, asit ve safra tuzlarina Intestinal sistemde canliligimn siirdiirebilme

direng

Immun sistemin modiilasyonu
Patojenlerin tutunmasini 6nleme
Hasarli mukozanin iyilestirilmesi
Kisa siireli kolonizasyonun uzatilmasi

Intestinal mukozaya tutunabilme

. L e Konakgr ile spesifik interaksiyonlar
Insan orijinli olma

- 1 glik etkilerini srul
Dokiimante edilmis saglik yararlari * Olasi saghkeetkilerinin dogrulanmas:

Giivenlik e Tiiketici igin saglik riskinin olmamasi

o L e Stabilite
lyi teknolojik ozellikler e Endiistriyel diizeyde iiretilebilme
e Oksijene tolerans
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Probiyotik terimi genellikle fermente siit iiriinleri ya da diyet katkis1 olarak
alinabilen biyolojik aktiviteleri ve intestinal sistemde canliliklarini siirdiirme ve yasama
kabiliyetleriyle tamimlanan Lactobacillus, Bifidobacterium ve Enterococcus tiirleri gibi
secilmis LAB’ni ifade etmek i¢in kullanilmaktadir (240). Laktobasiller, bifidobakteriler
probiyotik siit ve siit iiriinleri pazarinda en ¢ok kullanilan mikroorganizmalardir ve bu
mikroorganizmalar kullanilarak yapilan {iriinler pazarda en iyi ve en ¢ok bilinen tiriinlerdir
(237). LAB ve ozellikle laktobasiller 1915 yilindan beri bagirsak florasini diizenlemek ve
enfeksiyonlar1 6nlemek i¢in kullanilmaktadir (241). Holzapfel ve Schillinger (2002) Lb.
paracasei’nin immun sistemin modulasyonu ve gastrointestinal rahatsizliklarin tedavisinde
(6zellikle diyareler) probiyotik olarak olumlu sonuglar verdigini belirtmislerdir (242).
Probiyotik bakteri kiiltiirlerinin kullanimina baslanmasindan bu yana tasiyicisi olarak
kullanilan en popiiler gida sistemleri; yogurt ve fermente siit gibi taze fermente olmus
tirtinler ya da yeterli sayida canli probiyotik kiiltiir ilave edilmis fermente olmamis
tiriinlerdir. Yapilan son ¢aligsmalar probiyotik bakterilerin bircok peynir ¢esidinin
iiretiminde basariyla kullanilabilecegini gostermistir. Probiyotik bakterilerin iiriinlere
ilavesindeki bagari, kullanilan tiir ve sus, iiretimde kullanilan LAB’ nin aktivitesi, peynir
kompozisyonu, iiretim ve olgunlasma kosullar1 gibi faktorlere bagl olarak degismektedir
(243).

Yine FAO/WHO tarafindan insan tiiketimi i¢in kullanilacak probiyotik
mikroorganizmalarin sagliga yararl etkilerinin gosterilmesi ve bunlarin GRAS (Genel
olarak giivenli bilinen) statiide olmas1 gerektigi bildirilmektedir (244).

Insanlarin saglikl biiyiime ve gelismelerinde tiikettikleri gidalarin giivenilir olmasi
oldukga 6nemlidir. Bu gidalarin bircogu bildigimiz temel gida kaynaklarindan tiretilmekte
ve fiziksel, kimyasal, mikrobiyolojik 6zelliklerinin gelistirilmesi ve muhafaza stirelerinin
uzatilmasi igin gesitli katk1 maddeleri kullanilmaktadir. Ancak bu katki maddelerinin
bazilarinin sagliksiz olusu ve kullanim oranina bagli olarak kanserojenik ve toksik etki
yapabilmeleri, dogal ve glivenilir katkilarin elde edilmesi ve kullanimini olduk¢a dnemli
hale getirmistir.

Gidalarin giivenliginin saglanmasinda miimkiin oldugunca proses
uygulamalarindan kag¢inilmasi ve dogal katki maddelerinin kullanimi gerekmektedir. Bu
amagla biyokontrol yontemi onerilmektedir. Bu yontemde, antagonistik
mikroorganizmalarin ve metabolitlerinin kullanimiyla patojen ve bozulma etmeni

mikroorganizmalarin inaktive edilmesi saglanmaktadir. Gidalarin biyokontroliinde
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LAB’nin ayr1 bir 6nemi vardir. Bu bakteriler fermentasyon teknolojisinin tipik bakterileri
olup, gidalarda uzun yillardan beri giivenli bir sekilde kullanilmaktadirlar (194, 195, 193).

Mide-bagirsak sisteminde laktokoklarin uzun siire canliliklarini koruyamamalari
nedeniyle probiyotik 6zelliklerinin diisiik oldugu bildirilmektedir (245). Simdiye kadar
laktokoklarin tizerinde yapilan aragtirmalarda probiyotik aktiviteleri gosterilmemistir.
Kimoto ve arkadaglar1 (66), bitkisel materyallerden izole edilen suslarin, probiyotik
karakteristik 6zellikleri lizerinde arastirma yapmislardir ve bu suslarin probiyotik aktivite
gosterdiklerini bulmuslar ve deneysel arastirmalarda kolesterolii ortadan kaldirdiklarini
tespit etmislerdir. Ayrica bu aragtirmalar Avrupa ve Amerika probiyotik gida pazarinda,
sebze ve bitkilerden elde edilen laktokok suslarinin probiyotik olarak kullanilabilecegi
tizerinde yapilan aragtirmalardir (246).

Bir¢ok LAB, mide-bagirsak sisteminin asitligine zayif direglilik géstermesinden
dolay1 probiyotik kabul edilmemekle birlikte son yillarda organizmalarin probiyotik olarak
kabul edilmesinde B-galaktozidaz enzimine sahip olup olmadig1 baz alinmaktadir.

Str. thermophilus ve Lb. delbrueckii alttiir bulgaricus bu enzimi salgilamalarindan dolay:
probiyotik mikroorganizma olarak kabul edilmektedir (247).

Son yillarda fonksiyonel gidalar alaninda gesitliligin artmasi ile birlikte probiyotik
bakterilerin {iriinlerin besleyici ve saglig1 destekleyici 6zelliklerinin iyilestirilmesi
amaciyla fermente siit iirtinlerine ilavesi iizerine olan arastirma ilgisi de artmistir. Avrupa
probiyotik pazarinin 2010 yilinda 118.5 milyon euroya ulasacagi tahmin edilmektedir

(248).

Laktokoklarin Bakteriyofajlari ve Direng¢ Sistemleri

Bakteriyofajlar, 6zellikle peynir endiistrisinde bakteriyel fermentasyonda biiyiik
sorunlara neden olmaktadir (249, 250).

Cig siit, fermentasyon prosesi sirasinda aseptik kosullara sahip olmayabilir. Fajlar,
¢ig siit ya da hava yoluyla bulasarak peynirde bulunabilmektedir. Lizogenik starter
suslarda cevresel, havadan, ¢alisanlardan ve calisilan ortamdan kaynaklanan bakteriyofaj
enfeksiyonlar1 goriilebilir. Starter kiiltiirler bir kez enfekte olursa fajlar hizli bir sekilde
cogalir, bakteri hiicresine her defasinda daha siddetli bir sekilde saldirir. Bu tip ataklar,
tiriin kalitesinde diismeye, fermentasyonun uzamasina ya da olusmamasina neden

olabilmektedir (251, 252).
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Endiistriyel siit fermentasyon ortamlarina bulasan fajlar, starter kiiltiirlerin biyolojik
aktivitesini olumsuz yonde etkilemekte ve faj bulagmasinin tipik belirtisi olan diisiik asit
gelisimi sonucu fermentasyon yavaslamakta ya da tamamen durmaktadir. Fajlar halen tiim
diinyada fermente siit endiistrisinde meydana gelen iiriin kayiplarinin baslica
etmenlerinden biri olma 6zelligini korumaktadir (253, 254, 255, 256).

L. lactis suslar, bakteriyofaj infeksiyonlarina olduk¢a duyarlidir. Bu nedenle
yapilan ¢alismalar bakteriyofajlar iizerine odaklanmig ve bakteriyofaj ve etkiledikleri
bakteri hiicresi iliskisi ve genetik yapilari lizerinde ¢alismalar yapilmistir. Yapilan
caligmalarda bakteriyofajlar, serolojik, morfolojik ve etkiledikleri hiicre yayilimina gore
simiflandirilmistir (256, 257). Molekiiler teknolojideki gelisimlere bagl olarak
bakteriyofajlar, DNA ve yapisal protein temellerine gore siniflandirilmaya baslanmigstir
(258). PCR yontemi kullanilarak laktokokal 936 tiiriine ait bakteroyofajlarin
tanimlanmasinda, sahip olduklar1 farkli reseptdr proteinlere baglanan genlere (RBP) gore
tanimlanmistir (259).

LAB fajlar1 ve 6zellikle laktokokal fajlar tizerinde yapilan ¢alismalar daha ¢ok
Siphoviridae cinsi ve bu cinste bulunan 12 tip lizerinde yogunlagsmistir. Belirtilen 12 tip
icinde siit endiistrisinde daha fazla yogunlukla karsilasilanlar, c2, 936 ve P335°tir. En
onemli 2 faj tiirti P335 ve c2’dir (251, 252, 260, 261). Bu kuyruklu fajlar, 17-700 kb
biiyiikliigiinde bir genoma, 10-800 nm biiyiikliigiinde kuyruga sahiptir (261). Siphoviridae
cinsi, Myoviridae ve Podoviridae ile birlikte Caudovirales familyasinda yer almaktadir.
Podoviridae cinsi, laktokokal fajlarin daha az 6neme sahip cinsini olusturmaktadir (262).

Sanlibaba va arkadaslar1 (263), Tiirkiye’de degisik yorelerden ¢ig siit ve peynir alti
suyundan 24 bakteriyofaj izole etmisler, yapisal protein kompozisyonu ve faj DNA
restriksiyon endonukleaz fragmentleri kullanilarak karakterize etmislerdir. 24 virulent
laktokok bakteriyofajinda 6.5-208,9 kDa molekiiler biiyiikliikte 24-31 adet arasinda
degisen sayida yapisal protein ve 6.5-38 kDa molekiiler biiyiikliikte 2-8 adet arasinda
degisen major yapisal protein saptanmaistir. 24 laktokok bakteriyofajinin toplam genom
biiyiikliigii 19.6-39 kb arasinda tanimlanmistir. Laktokok bakteriyofaj genomlarinda
restriksiyon endonukleaz enzim tanima ve kesim bdlgelerinin benzerligine gore 8 farkl: faj
grubu olusturulmustur. Ayrica, yaptiklari caligmayla laktokokal bakteriyofajlarin benzer
veya 0zdes major ve minor protein kompozisyonuna sahip olduklarin1 daha 6ncesinde

yapilan ¢alismalara benzer sekilde teyit etmislerdir (258, 264).

54



ELISA teknigi ile 936, P335, c2 faj tiirlerinin spesifik tanimlanmasinda
kullanilmaktadir (265). Ayrica Labrie ve Moineau (266), 936, c2, P335 tiirlerinin
tanimlanmasinda PCR metodunu gelistirmiglerdir.

Chandry ve arkadaglar1 (267), 936 grubuna bagli 2, c6A grubuna bagh 2 ve p335
grubuna bagli 1 adet laktokokal fajin DNA dizilimini tantmlamistir. Polonya’da Cottage
ve sert peynir yapiminda karsilasilan teknolojik iiriin bozukluklarinin % 60-70 ‘inin
laktokokal suslara bagli bakteriyofaj enfeksiyonlarindan kaynaklandig: belirlenmistir
(258).

Peynir endiistrisinde faj problemlerinin engellenmesinde, farkli kiiltiir tilirlerinin
kullanim1 metodu uygulanabilir. Dolayisiyla ayni faj tarafindan saldir1 6nlenebilir (268).
Stitte ya da peynir alt1 suyunda bulunan bu fajlarin 1s1 ya da yiiksek basing uygulamalariyla
inaktivasyonu saglanabilir veya gelisimleri minimal diizeylere ¢ekilebilir. Is1 ve yiiksek
basinca dayanikli fajlar bulunabilmekte ve bu fajlar kisa siireli pastorizasyona
(72-75°C’de, 15-30 saniye) dayanmaktadirlar. Bu nedenle inaktivasyon kinetikleri
genellikle laktokokal suglar dikkate alinarak yapilmaktadir (249).

Peynir alt1 suyu fajlarin en 6nemli rezervuaridir (269). Daha sonrasinda
sekillenebilecek iirlin kayb1 ve fermentasyonun gecikmesi problemlerini engellemek adina,
peynir alt1 suyunda litik fajlarin varli1 ya da yoklugu, standart mikrobiyolojik metodlar
(aktivite testi), pH indikatoriinde renk degisimi, iletkenlik 6l¢limii, plak testi gibi
yontemlerle belirlenenbilir. Ancak, bu metodlar fermentasyonun gecikmesine neden olan
faj tiirleri hakkinda fikir vermez. Immonolojik molekiiler tekniklerin gelisimi faj tiirlerinin
tanimlanmasina olanak saglamistir (270).

Starter kiiltiir aktivasyonunu etkileyen ¢ok sayida etmen i¢inde en 6nemlisi ve
¢Ozlimii en gii¢ olan1 bakteriyofaj kontaminasyonlaridir. Fermentasyon ortamlarinin laktik
fajlarla kontaminasyonu, starter kiiltiirlerin hizl1 bir sekilde kontaminasyonu ve
parcalanmasi ile sonuglanmaktadir. Faj kontaminasyonlari, fermentasyon ortamlarinda
% 15-20 oranina varan lUiriin kayiplarina neden olabilmektedir (271). Gilinlimiizde faj
sorununu bertaraf etmek i¢in faj direnclilik sistemlerini igeren ve ayni zamanda fajlarla
interaksiyon vermeyen suglarin tanimlanmasi, baslica ¢6ziim yolu olarak kabul
edilmektedir. Ulkemizde siit endiistrisinde kullanilan starter kiiltiirler yurt digindan
saglanmaktadir. Ozellikle Avrupa’da siit endiistrisinde sorun yaratan dominant faj tipinin,
tilkemizdeki dominant faj tipinden farkli olusu s6z konusu starter kiiltiirlerin {ilkemiz
kosullarinda faj direnglilik 6zelliklerini stirdiirmelerini biiyiik 6l¢lide engellemektedir (272,

273, 274). Nitekim Tirkiye kokenli fajlarin bu starter kiiltiirlere karst % 50 oraninda litik
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etki gosterdigi saptanmistir. Bu sebeplerden dolayi, fajlara direncli suglarin saptanip,
kiiltiir kolleksiyonlarinin olusturulmasi ve bu kiiltiir kolleksiyonlarindan kendi starter
sistemlerimizin kurulmasi biiyiik 6nem tasimaktadir (275).

Laktokok suslarinin 6zgiil fajlari ile karsilagsmalari rastlantisal bir siirectir. Ortam
hareketleri ile fiziksel temas saglandiginda fajin bakteriye adsorbsiyonu (hiicre
yiizeyindeki 0zel faj almag bolgeye geri doniissiiz bir sekilde tutunma) ger¢ceklesmektedir.
Bu asamadan sonra, faj DNA’s1 hiicre i¢ine enjekte edilmektedir. Bakterilerin fizyolojik
kosullar ile ortamdaki faj bakteri sayisinin oran1 gibi kriterlere bagl olarak, litik ya da
lizogenik yasam dongiisii baglatilmaktadir. Lizogenik yasam dongiisiinde faj DNA’s1
replikasyon ve faj elemanlarinin sentezi yapilmaksizin bakteri kromozomuna baglanir ve
onun bir pargasi gibi ardisik dollere aktarilir. Litik yasam dongiisiinde ise, faj DNA’sinin
konaker sistemlerini kullanarak replikasyonu, faj proteinlerinin sentezi, bag-kuyruk ve
kuyruk fibrilleri gibi yapilarin montesi ile olgun faj partikiillerinin olusturulmasi ve
salinma agamalar tipiktir. Bakteriler, faj yasam dongiisiiniin ¢esitli agamalarinda faj
gelisme siirecini kesintiye ugratacak direnclilik sistemleri gelistirmistir. L. lactis suslarinda
bu giline kadar saptanan dogal faj direnclilik sistemleri dort ana mekanizma ile karakterize
edilmektedir. Bunlar; faj adsorbsiyonunun engellenmesi, faj DNA enfeksiyonunun
engellenmesi, restriksiyon/modifikasyon sistemleri ve abortif faj enfeksiyon sistemleri
olarak tanimlanmaktadir (276, 256, 253).

Faj adsorbsiyonunun engellenmesi; faj enfeksiyon dongiisiinde ilk asama, fajin
konakg1 hiicre yilizeyine tutunmasidir. Bu asama oldukga spesifik olup faj tipine, konake¢1
hiicrenin biyokimyasal 6zelligine, sitoplazmik membranin elektriksel potansiyeline, faj
reseptor materyalinin yogunluguna ve fajlar tarafindan kullanilabilirligine baglidir (279).
Laktokok suslarinda almag bolgeler cogunlukla hiicre duvarinda bulunmaktadir. Bununla
birlikte, faj almag bolgeleri hiicre membrani {izerinde bulunan suslar da tanimlanmustir.
Almag bolgeler, lipoproteinlerle kombine olmus proteinler ya da protein molekiillerinden
olusmaktadir.

Laktokoklarda faj direnclilik mekanizmalarinin genetik determinantlar1 genellikle
plazmidler {izerinde yer almaktadir. Ancak adsorbsiyonun engellenmesi tipte direglilik
sistemine ait ilk bulgular, bu direng mekanizmasinin kromozomal mutasyonlar sonucunda
meydana gelebilecegine isaret etmistir. S6z konusu mutantlarin stabil olmamasi nedeniyle,
faj adsorbsiyonunun engellenmesi tipte direnclilige yol agan kromozomal mutasyonlarin
genetik dogasina dair detayli bilgiler elde edilememistir (276, 256). L. lactis suslarinda faj

adsorbsiyonunun engellendigi direnclilik sistemlerinin plazmidler tarafindan kodlandigina
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dair ilk bulgular Sanders ve Klaenhammer tarafindan yayimlanmistir (277). Bu
arastirmada L. lactis alttiir lactis ME2 susunda ¢18 fajinin adsorbsiyonunun pME0030
olarak adlandirilan 31 Mda biiyiikliigiindeki bir plazmidin varliginda engellendigi
saptanmistir. Bu susta faj direglilik sisteminin etki mekanizmasinin analizine yonelik
caligmalar sonucu (278, 279), pSK11 plazmidini iceren dogal sus L. lactis alttiir cremoris
SK110 ile, bu susun pSK11 plazmidini icermeyen ve sk11G fajina duyarli mutanti
SK112’nin hiicre yiizey karakteristiklerinin farkli oldugu kanitlanmugtir.

Faj adsorbsiyonunun engellenmesi tipte direnglilik sisteminden sorumlu oldugu
tespit edilen ilk plazmid, L. lactis alttiir lactis ME2 susunda tanimlanan 48 kb
blytikligiindeki pME0030°dur. S6z konusu susta bu plazmid varliginin faj adsorbsiyon
etkinligini % 80-90 oranindan, % 20-40 oranina kadar indirgedigi saptanmaistir.
Gilintimiizde laktokoklarda faj adsorbsiyonunun engellenmesi tipte direglilik sistemlerinin
temel mekanizmasinin, plazmid kodlu proteinler tarafindan yonetildigi kesinlik
kazanmustir.

Restriksiyon/Modifikasyon Sistemleri; Restriksiyon/modifikasyon tipte direnglilik
sistemi, laktokoklarda belirlenen ilk plazmid kodlu faj direnglilik sistemidir (277).
Restriksiyon endoniikleazlar, plazmid ya da faj gibi yabanc1i DNA saldirilarina kars1
konakg1 hiicrenin dogal savunma mekanizmalaridir. Bu enzimler, hiicreye giren yabanci
DNA molekiiliinii belirli serilerden tanima ve kesme aktivitesi gostermektedir. Laktik
starter olarak kullanilan suglarda restriksiyon-modifikasyon sistemlerinin stabil olmadig1
bildirilmistir.

Restriksiyon/modifikasyon sistemlerinin genetik determinantlari iizerinde yiiriitiilen
aragtirmalarda, L. lactis suslarinda bu 6zelligin genellikle plazmidler tarafindan kodlandigi
saptanmistir (280, 253, 281). Kromozomal DNA tarafindan kodlanan tek
restriksiyon/modifikasyon sistemi ise, L. lactis alttiir cremoris UC503 susunda
tanimlanmis olan ScrFT sistemidir. L. lactis suslarinda farkli restriksiyon/modifikasyon
sistemlerini kontrol eden genlerin, kromozomal DNA kdokenli fragmentlerin
transpozisyonu sonucu plazmidler lizerine tasindigini kanitlamistir (253, 289).

Abortif Enfeksiyon (Abi), faj DNA’simin konake1 hiicreye enjeksiyonundan sonraki
faj enfeksiyon siireclerinin engellenmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu faj direng tipinde,
faj DNA’sinin hiicreye girisi ve erken gen ifadesi normal olarak meydana gelmekte, ancak
gec gen ifadesi engellenmektedir. Abortif enfeksiyon sisteminin fenotipik karakteristikleri,
faj plak etkinligi ve patlama biiyilikliigiinde meydana gelen diismelerdir. Abi direng

mekanizmasini igeren hiicreler genellikle enfekte olduktan sonra 6lmektedir (282).

57



L. lactis suslarinda 12 farkli abortif enfeksiyon sistemi, molekiiler diizeyde
tanimlanmistir. Bu sistemler; AbiA, AbiB, AbiC, AbiD, AbiD1, AbiE, AbiF, AbiG, AbiH,
Abil, AbiJ, AbiK olarak adlandirilmistir. Abi sistemlerinden genetik ve biyokimyasal
esas1 bakimindan farkliliklar gosteren bir bagka Abi sisteminin molekiiler diizeyde tanisi
icin ¢alismalar siirdiiriilmektedir (256). L. lactis alttiir lactis UC811 susunda tanimlanan
pC1829 konjugatif plazmidinde de AbiA geninin varlig1 saptanmaistir (283).

Faj DNA enjeksiyonunun engellenmesi; fajin konake1 hiicreye adsorbsiyonu, faj
DNA’simin hiicre i¢ine translokasyonu i¢in yeterli degildir (284). Faj DNA’sinin hiicre
icine enjeksiyonunda yardimci proteinlerin varligi degisik bakteri suslarinda tanimlanmistir
(285). Laktokoklarda, s6z konusu proteinlerin plazmid ya da kromozomal DNA kdkenli
genlerin etkinligi sonucu inaktive edildigi ve bu yolla hiicre i¢ine faj DNA enjeksiyonunun
bloke edildigi saptanmistir (286).

Faj DNA enjeksiyonunun engellenmesi tipte direnglilik sistemi, bulundugu susta
cok giiclii bir direnglilik fenotipi olusturmaktadir. Ancak bu giine kadar s6z konusu
sistemin yalniz birkag sus i¢in tanimlanmis olmasi, nadir rastlanan bir sistem olduguna
isaret etmektedir (287).

L. lactis suglarinda faj-konakg1 interaksiyonlari; L. lactis suslari ile fajlar
arasinda; litik, lizogenik ve pseudolizogenik yasam dongiileri olarak tanimlanan, 3 ana
interaksiyon tipi saptanmustir. Litik dongii genel hatlart ile, fajin hiicre yiizeyinde yer alan
0zel almag bolgelere geri doniissiiz bir sekilde adsorbsiyonu, faj DNA’sinin hiicre yiizey
proteinleri ve kasilabilir kuyruk kilifi ile faj lisinleri gibi faj elemanlarinin yardimi sonucu
hiicre i¢ine enjeksiyonu, konakgi hiicre replikasyonunun durdurulmasi ve bu sistemin faj
replikasyonu i¢in yonlendirilmesi, faj DNA ve proteinlerinin sentezi, bas, kuyruk ve
kuyruk fibrilleri gibi yapilarin montesi ile olgun faj partikiillerinin olusturulmasi ve
salinma asamalarini icermektedir. Dinamik denge halindeki faj-bakteri siispansiyonlarinda
adsorbsiyon 12 dk igerisinde tamamlanmaktadir. Faj DNA enjeksiyonu ise,
adsorbsiyonun tamamlanmasindan hemen sonra gerceklesmektedir. Faj DNA
enjeksiyonundan, ¢ogalan faj partikiillerinin konak¢idan salinmasina kadar gecen siire
olarak tanimlanan latent donem 20-60 dk, populasyonda bulunan baz1 bireylerde faj
salinmasinin gecikmesi ile karakterize edilen artis donemi ise 10-30 dk arasinda
degismektedir. Konake1 suslarda litik bir dongliniin tamamlanmasi i¢in ortalama siire 50-
70 dk arasindadir (253, 286). Olgun faj partikiillerinin bakteriyi parcalayarak ortama
salinmasi, bakteri igerisinde liretilen faj partikiillerinin olusturdugu osmotik basing ve faj

lisinlerinin etkisi ile saglanmaktadir. Bir fajin enjeksiyonu sonucu bir bakteride iiretilen ve
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bakterinin par¢alanmasi ile ortama salinan enfeksiyoz viriis partikiilii sayisini ifade eden
faj patlama biiyiikliigii ise; 9-105 arasinda degisebilmektedir (288, 282). Lizogeni,
adsorbsiyon ve faj DNA enjeksiyonundan sonraki faj enfeksiyon agamalarinin kesintiye
ugratilarak, hiicre i¢ine giren faj DNA’sinin konak¢1 genomuna baglanmasi ile karakterize
edilmektedir. L. lactis suslarinda faj-konak¢1 dinamik dengesi ile dogrudan iligkili olan bu
durumun hangi fizyolojik ve biyokimyasal siireclerde ger¢eklestigi bilinmemektedir.
Bakteri genomunda profaj halinde bulunan faj DNA’s1, kromozomal DNA ile birlikte
replike edilerek yeni kusaklarda da stirekliligini korumaktadir. Tempereyt fajlar,
kendiliginden ya da mitomisin C veya ultraviyole 1ginlar1 uygulamasi gibi deneysel
kosullarda litik dongiiye gecebilmektedir (289).

Pseudolizogent; hiicre igine enjekte edilen faj DNA’siin replikasyonunun bloke
edilmesi, ancak konak¢1 genomuna entegrasyonunun ger¢eklesememesinden dolayi, faj
DNA’sinin sitoplazmada plazmid davranis1 gdstermesi sonucu olugsmaktadir.
Laktokoklarda pseudolizogen suslarin yeni faj enfeksiyonlarina karsi direngli hale
geldikleri saptanmistir. Gram negatif bakterilerde faj almag bolgelerinin kromozomal
mutasyonlarla indirgenmesinin, faj almag bolgelerin bozulmasinin ve temperent fajlarin
litik mutantlarinin bu diren¢ olusumunda rol aldig1 bilinmekte ancak, L. lactis suslarinda
s0z konusu mekanizmanin etkinligine ait bir ¢calisma bulunmamaktadir (290).

L. lactis’de faj direnclilik sistemlerinin fenotipik, genetik ve biyokimyasal
karakterizasyonu, bu bakterilerin daha detayli bir sekilde anlasilmasina ve siit
fermentasyonlari i¢in starter kiiltiir 6zelliklerinin gelistirilmesine olanak tanimistir. Faj
direncli endiistriyel sus se¢cimi ¢alismalarinda temel yaklasim, fermentasyon ortamlarinda
fajlar ile stirekli temas halinde olan L. /actis suslarindaki dogal dire¢lilik mekanizmalarinin
tanimlanmasi ve kullanim alanlarinin arastirilmasidir. Halen tartisma konusu olan bir diger
yaklasim ise, modern genetik tekniklerin kullanimai ile bu sistemlerin genetik

determinantlarinin duyarl starter suslara aktarimi ve ifadesi ¢aligsmalarini esas almaktadir

(291).
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GEREC VE YONTEM

Calismada Kullanilan izolatlar

Calismamizda kullanilan izolatlar Uludag Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Besin
Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali’ndan elde edilmistir. izolatlar daha dnce yapilan
calismalar ile 6zellikle kiiltiir kullanilmaksizin geleneksel tekniklere gore Giiney Marmara
Bolgesi’nde iiretilen Beyaz peynir ve Kasar peynirlerinden izole edilmistir. Elde edilen
izolatlarin cins ve tiir seviyesindeki identifikasyonlar1 hem klasik mikrobiyolojik hem de
molekiiler tekniklerle belirlenmistir. L. lactis alttiir lactis ve L. lactis alttiir cremoris
tiirlerine ait toplam 42 izolat ile izole edildikleri peynir ¢esitleri Tablo 10’da verilmistir.
Izolatlardan 23 tanesi Beyaz peynirlerden izole edilirken 19 tanesi Kasar peynirlerinden
izole edilmistir. 42 izolattan sadece 5 tanesi kremoris alttiiriine aittir. Bunlarin da sadece 1

adedi Kasar peynirinden izole edilmis olup 4 adedi Beyaz peynirden izole edilmistir.

Tablo 10: Calismada kullanilan laktokok izolatlar

No izolat Tiir izole edildigi Peynir
1 1 L. lactis alttiir lactis Beyaz peynir
2 2 L. lactis alttiir cremoris Beyaz peynir
3 4 L. lactis alttiir cremoris Beyaz peynir
4 10 L. lactis alttiir lactis Beyaz peynir
5 12 L. lactis alttiir lactis Beyaz peynir
6 13 L. lactis alttiir lactis Beyaz peynir
7 15 L. lactis alttiir lactis Beyaz peynir
8 20 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
9 23 L. lactis alttiir lactis Beyaz peynir
10 24 L. lactis alttiir lactis Beyaz peynir
11 27 L. lactis alttiir lactis Beyaz peynir
12 28 L. lactis alttiir cremoris Beyaz peynir
13 30 L. lactis alttiir cremoris Beyaz peynir
14 31 L. lactis alttiir lactis Beyaz peynir
15 32 L. lactis alttiir lactis Beyaz peynir
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16 34 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
17 35 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
18 36 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
19 37 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
20 39 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
21 40 L. lactis alttiir cremoris Kasar Peyniri
22 41 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
23 42 L. lactis alttiir lactis Beyaz peynir
24 43 L. lactis alttiir lactis Beyaz peynir
25 44 L. lactis alttiir lactis Beyaz peynir
26 46 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
27 47 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
28 48 L. lactis alttiir lactis Beyaz Peynir
29 50 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
30 51 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
31 52 L. lactis alttiir lactis Beyaz Peynir
32 53 L. lactis alttiir lactis Beyaz Peynir
33 54 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
34 55 L. lactis alttiir lactis Beyaz Peynir
35 56 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
36 57 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
37 59 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
38 60 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
39 61 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
40 62 L. lactis alttiir lactis Beyaz Peynir
41 63 L. lactis alttiir lactis Beyaz Peynir
42 64 L. lactis alttiir lactis Kasar Peyniri
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Kullanilan Alet ve Ekipmanlar

Laktokok izolatlarinin canlandirilmasi ve glikolizisin izlenmesinde igerisinde
5 g L-1 laktoz iceren M 17 broth (Merck) kullanildi. Laktokoklarin sayisal
degerlendirilmesi 20 mg/1 nalidiksik asit ( Biomedicals Inc. 151724, USA) igeren M17
agarda (Merck) gerceklestirildi. pH 6l¢iimleri Mettler Toledo pH metre ile ger¢eklestirildi.
Siitte glikolizisin belirlenmesinde kullanilan yagsiz siit tozu Ruzhym-molokodairy
firmasindan (Ukrayna) temin edildi. Bakteriyoliz, Shimadzu marka (UV-1601, Japonya)
spektrofotometre ol¢itimleriyle belirlendi. Kullanilan kimyasallarin tartimi Sartorius Basic

marka terazide gergeklestirildi.

izolatlarin Canlandirilmasi

Izolatlar, icerisinde % 20-25 oraninda gliserol iceren M 17 s1v1 besi yerinde
-80°C’de kriyotiiplerde muhafaza edilmistir (292, 293). Derin dondurucudan ¢ikarilan
kriyotiiplerden vakit kaybetmeden ve kontaminasyon riski géz 6niinde bulundurularak
M17 broth besi yerine ekimler yapildi (293). Bu tiiplerde iireyen bakteriler laboratuvar
caligma kiiltiirii olarak kullanildi. Calisma kiiltiirti % 1°lik ekimler yapilarak her hafta

yeniden tazelendi.

Glikolizisin Belirlenmesi

M17 Laktoz Besi Ortaminda Glikolizisin Belirlenmesi

[zolatlarin asidifikasyon nitelikleri zamana bagl olarak laktoz igeren M17 broth
besi yerinde pH degisimlerinin dl¢lilmesiyle belirlendi. Bu amagla 10 ml broth igeren
tiipler logaritmik fazin son asamasinda bulunan kiiltiirler ile % 1 oraninda ekilerek
30 °C’de inkubasyona birakildi. Besi yerinin pH’s1 2. 4. 6. 8. ve 24. saatlerde ol¢iilerek
sekillenen degisiklikler kaydedildi. Laktokoklarda laktozun hiicrede parcalanmasinda rol
oynayan B-galaktozidaz enzimi plazmidle kodlanmis oldugundan dolay1 izolatlarin sadece

laktoz igeren besi ortamlarinda gelistirilmesine 6zen gosterildi.

62



Yagsiz Siit Tozundan Hazirlanan Siitte Glikolizisin Belirlenmesi

Siitiin tampon yetenegi M17 besi yerinden daha diisiik seviyede oldugundan % 10
siit tozu ortaminda izolatlarin asidifikasyon aktiviteleri degerlendirildi. Bu amagla 50 gr
stittozu 450 gr distile su igerisinde ¢ozlindiiriiliip tiiplere 10 ml dagitildiktan sonra
121°C’de 15 dakika otoklav edildi (294, 295, 296, 297). Tiipler yukarida bahsedildigi gibi
logaritmik fazin son agamasindaki kiiltiirler ile % 1 oraninda ekilerek 30 °C’de
inkubasyona birakildi. Suslarin asidifikasyon aktiviteleri, International Dairy Federasyon
(IDF) standartlarina gore dl¢tilmiistiir (298). pH’daki degisimler zamana bagl olarak

Ol¢iilerek degerlendirilmistir.

Siitte Ureyen Laktokoklarin Sayisal Degerlendirilmesi

Yagsiz siit tozundan hazirlanan siitte asidifikasyon nitelikleri ve FSDA agardaki
proteoliz ve laktoz kullanim sonuglarina gore yliksek ve diisiik degerler gosteren iki farkl
mikroorganizmanin M17 laktoz agardaki lireme degerleri belirlenmistir. Bu amagla
secilen 10 ve 36 no’lu izolatlar tiremelerinin logaritmik fazinda yeniden yapilandirilmis
siitlin igerisine % 1 oraninda inokiile edildi. 30°C de inkiibe edilen tiiplerdeki iireme 0., 2.,
4., 6., 8. ve 24. saatlerde saptanmistir. Sulandirmalar seri halinde peptonlu su ortaminda
(1/1000’lik pepton ve 9/1000°1ik sodyum kloriir yapilmistir. Laktokoklar nalidiksik asit
igeren M 17 agarda yiizey ekim yontemiyle ekilmistir (299, 300). 30 °C’de anaerobik

olarak inkiibe edilen plaklardaki iremeler 24 saat sonunda belirlenmistir.

Fast-Slow Differention Agar’da (FSDA) izolatlarin Proteolizlerinin ve Laktoz
Kullanimlariin Degerlendirilmesi

Ticari olarak mevcut olmayan bu besiyeri Juillard’a (INRA, Unite de Recherche
Laitiers et Genetique Appliqué, Jouy-en-Josas, Fransa, kisisel gorlisme) gore
laboratuvarimizda hazirlanmistir. Test sonuglarinin olumlu olmasinda en 6nemli
noktalardan birisi de besi yerinde kullanilan siit tozunun yiiksek 1s1 iglemine maruz

kalmamis olmasidir. Bu amagla kullanilacak olan siit tozlar1 6zenle se¢ilmelidir.
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FSDA’nin Hazirlanmas :

Bu besi ortam1 A ve B komponentlerinden olusmaktadir. Bu komponentler terazide
ayr1, ayri tartilarak hazirlanip otoklave edildikten sonra birlestirilmekte ve 50°C’de petri
kutularina dokiilmektedir (301).

Komponent A)
6 gr Agar agar
9.5 gr sodyum gliserofosfat
0.5 gr baktolismus
275 ml su
Komponent B)
50 gr siittozu
225 ml su

FSDA besi ortamina ekim i¢in petriler dncelikle 5 kisma bdliindii ve 6ze yardimiyla
ylizeye ekim yapildi. Plaklar anaerobik olarak jarlar igerisinde 30°C’de 24, 48 saat siireyle
inkiibasyona birakild1. inkubasyon periyodu sonucunda, Prt + izolatlar 1.3 mm capls,
beyaz renkli ve ¢evresinde pembe asidifikasyon haleleri seklinde koloniler olustururken,
Prt- izolatlar 0.2-0.5 mm ¢apli ve saydam bir gériiniim sergileyen ayrica asidifikasyon
halesi gdstermeyen koloniler olusturmuslardir (293). Laktozu kullanan kolonilerin

cevresinde kirmizi bir zon sekillenmektedir (127, 302, 303).

izolatlarin Bakteriyolizlerinin Belirlenmesi

Izolatlarin bakteriyolitik aktiviteleri tamponlanmis ortamlarda test edildi. Bu
amagla pH’s1 7’ye ayarlanmis potasyum fosfat (100 mM) kullanildi. Tampon ortami
K>HPO4 ve KH,PO4 kimyasallarinin uygun kombinasyonlarda karistirilmasiyla hazirlandi.

Gece boyu logaritmik fazin sonunda iireyen mikroorganizmalar 1500 devirde
10 dak 4°C’de santrifiije edildi ( Niive 800R). Ustte bulunan besi yeri dikkatli bir sekilde
dokiildiikten sonra dipte kalan bakteri peleti 4°C’ye sogutulmus yukarida bahsedilen
tampon solusyonu igerisinde vortekslenerek ¢oziindiiriildii. Buradaki amag kalinti
diizeydeki besi yeri kalintisinin da elimine edilmesidir. Ardindan yeniden ayni kosullarda
gerceklestirilen santrifiigasyon sonrasinda iistteki sivi yeniden dokiildii ve bakteriler
yeniden 30°C’ deki tamponda ¢6ziindiiriildii. Bu islemin ardindan mikroorganizmalar

optik densiteleri 650 nanometerde (OD 650,,) 0.6-0.8 degerinde olacak sekilde
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spektrofotometrede ayarlandi (304). Bakteriyolitik enzimler mikroorganizmalarin tampon
igerisinde siispanse edilmesinin hemen ardindan peptidoglikani par¢alamaya
basladiklarindan bu islemlerin kisa zaman igerisinde tamamlanmasi gerekmektedir. 30°C’
de inkiibe edilen siispansiyonun 2. ve 24. saatlerde optik dansitelerinin dl¢iilmesi ve
sekillenen diismenin % degeri olarak hesaplanmasiyla bakteriyoliz tespit edildi (304).
Hiicre otolizinin oran1 asagida gdsterilen formiille bulunmustur (305, 306).
(Ao~A¢ x _100 ) (Ao Baslangig degeri, A : Belirlenen siire sonunda ulasilan deger)
Ao

Bakteriyofajlarin belirlenmesi

Terzaghi ve Sandine (307) tarafindan gelistirilen teknik esas alinarak bakteriyofaj
aranmas1 yapilmistir. Bu amagla M 17 laktoz broth besi yerinde yaklagik 4 saat boyunca
tireyen ve ODgso nm= 1 degerine ulasan 10 ml kiiltiir iizerine 0.1 ml CaCl, (1 M) ilave
edilmis ve inkiibasyona 4 saat daha devam edilmistir. Siire sonunda kiiltiir 4500 rpm de 10
dakika boyunca 4 °C de santrifiij edilmis ve siipernatan temiz steril bir tiip igerisine
alinarak 0.45 um poroziteli filtreden (Millipore, ABD) gegirilmistir. Icerisinde faj igerdigi
varsayilan bu filtrat kullanilincaya kadar + 4°C’de muhafaza edilmistir.

Diger taraftan steril bir tiipiin icerisine sirastyla M17 broth’da gece boyunca iireyen
yine ayn1 bakteriye ait 100 pl kiiltiir, 50 pl CaCl, (1 M) ve 100 pl filtrat ilave edilip
karistirilarak 25 °C’de 10 dakika boyunca viriis absorbsiyonu i¢in beklendi. Absorbsiyon
siireci sonrasinda 45°C’ye sogutulmus 2.5 ml M17 agar besi yeri karisimin {izerine ilave
edildi. Ardindan, bu karisim 100 mM glisin aminoasidi ile zenginlestirilmis M 17 agar
lizerine yayilarak 30 °C’de inkiibe edilmistir. Yaklasik 4-5 saatlik inkiibasyon sonrasinda
yogun sekilde ilireyen bakteri kolonileri arasinda gozlenen saydam ve tiremenin olmadig:

zonlar bakteriyofajlar i¢in pozitif olarak degerlendirildi (307).

Istatistiki Analizler

Siit ortaminda izolatlarin pH degisimlerinin diisiik, orta, yliksek olarak gruplara
ayrilmasinda ve gruplar aras1 farkin istatistiksel karsilastirilmasinda Kikare (Chi-square)
testi uygulanmistir. Beyaz peynir ve Kasar peynir izolatlarinin siitte pH degisimlerinin
kiyaslanmasinda ayrica laktis ve kremoris alttiirleri arasindaki pH degisimlerinin
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi uygulanmistir. Tiim istatistiksel ¢caligmalarda

SPSS 12.0 versiyonu (Windows) kullanilmigtir.
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BULGULAR

Glikolizin Belirlenmesi

M17-Laktoz Sivi Besiyerinde pH Degisiminin Belirlenmesi

[zolatlarin bulunduklar1 ortamin pH’sini diisiirme 6zellikleri 6ncelikle i¢inde % 5
laktoz iceren M 17 brotta belirlendi. Bu amagla logoritmik fazin sonunda bulunan
(yaklasik 8. inkiibasyon saati) izolatlar, yaklasik % 1 oraninda yapilan bir ekimle taze besi
ortamina inokiile edildi ve iiremesi maksadiyla etiive kaldirildi. Zamana bagli olarak
sekillenen laktoz kullanimi ve laktik asit {iretimi pH metreyle 2. 4. 6. 8. ve 24. saatlerde
Olctilerek kaydedildi (Tablo 11). 24 saatlik inkiibasyon sonunda biitiin izolatlarin ortamin
pH’sin1 5 degerinin altina diisiirmedigi saptandi. Bununla birlikte, 6zellikle inkiibasyonun
6. saatinden itibaren bazi izolatlar (35, 36, 43, 44, 46, 47, 50, 52, 56, 59, 60 ve 61) daha
hizli pH diististine yol agarken diger bazilarinin (1, 23, 28, 30, 32, 40 ve 64) daha yavas bir
sekilde diisiise yol actiklar1 gézlendi. Sekizinci saatten itibaren pH’daki diismenin
yavaglamasi ve daha sonra siite oranla daha diisiik bir seviyede kalmasi besi yerinin
icerdigi yiiksek tamponlayici etkiye sahip olan Na-p-gliserofosfatin varligi ile

agiklanabilir.

Tablo 11: izole Edilen izolatlarin M17 Broth’da pH degisimi*

Izolat No 0.saat 2. saat 4. saat 6. saat 8. saat 24. saat
1 7.30 7.13 7.04 6.85 6.33 5.64
2 7.30 7.15 7.05 6.70 5.92 5.53
4 7.30 7.15 7.11 6.82 6.17 5.39
10 7.30 7.15 7.00 6.06 5.81 5.54
12 7.30 7.14 6.97 6.14 5.71 5.49
13 7.30 7.18 7.06 6.53 5.92 5.48
15 7.30 7.19 7.05 6.55 5.74 5.55
20 7.30 7.18 7.02 6.32 5.84 5.47
23 7.30 7.17 7.10 6.89 6.32 5.68
24 7.30 7.21 7.05 6.57 5.94 5.45
27 7.30 7.20 7.05 6.37 5.93 5.53
28 7.30 7.22 7.18 7.14 7.04 5.67
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30 7.30 7.21 7.13 6.85 6.14 5.48
31 7.30 7.21 7.04 6.35 5.74 5.51
32 7.30 7.27 7.10 6.90 6.51 5.64
34 7.30 7.22 7.00 6.35 5.82 5.47
35 7.30 7.20 6.79 5.97 5.89 5.64
36 7.30 7.16 6.87 5.97 593 5.64
37 7.30 7.14 7.02 6.48 5.69 5.46
39 7.30 7.16 7.03 6.12 5.85 5.53
40 7.30 7.17 7.13 6.96 6.45 5.44
41 7.30 7.02 6.76 5.98 5.61 5.37
42 7.30 7.06 6.87 6.28 5.81 5.50
43 7.30 7.07 6.80 5.93 5.74 5.58
44 7.30 7.07 6.72 5.96 5.71 5.49
46 7.30 7.07 6.74 591 5.75 5.51
47 7.30 7.08 6.82 5.95 5.63 5.48
48 7.30 7.06 6.75 6.05 5.73 5.56
50 7.30 7.08 6.77 5.84 5.65 5.49
51 7.30 7.05 6.84 6.16 5.70 5.47
52 7.30 7.08 6.67 5.95 5.76 5.50
53 7.30 7.12 6.87 6.26 5.66 5.42
54 7.30 7.11 6.78 6.00 5.69 5.40
55 7.30 7.07 6.72 5.94 5.74 5.50
56 7.30 7.12 6.81 5.91 5.69 5.52
57 7.30 7.13 6.89 6.13 5.90 5.51
59 7.30 7.10 6.78 5.97 5.79 5.64
60 7.30 7.08 6.83 593 5.68 5.52
61 7.30 7.11 6.85 5.97 5.84 5.47
62 7.30 7.09 6.83 6.00 5.66 5.51
63 7.30 7.14 7.01 6.48 5.71 5.47
64 7.30 7.14 7.10 7.07 6.85 5.61

( *Birbirinden bagimsiz ii¢ farkli dl¢limiin aritmetik ortalamasi alinmistir)

Iki boyutlu diizlemde 6. ve 24. saatlerde izolatlarin yerlesimleri incelendiginde,

6. saatte daha genis bir dagilimin olustugu goriilmektedir (Sekil 9).
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pH degisimi 6. saat

Sekil 9: M 17 laktoz besi yerinde 6 ve 24. saatlerde izolatlarin pH degisimleri

Yagsiz Siit Tozundan Hazirlanms Siitte Fermentasyon Sonucu pH Degisimi

Siit ve peynir ortamini daha iyi yansitmasi dolayisiyla izolatlarin asidifikasyon
nitelikleri yagsiz siit tozundan hazirlanan siitte de test edilmistir. Belirgin pH diisiisii 4.
saatten sonra sekillenmeye baslamustir (Tablo 12). Inkiibasyon periyodu sonunda
izolatlarin biiyiik ¢ogunlugu ortamin pH’sini1 5 degerinin altina diisiirmesine ragmen 6. ve
8. saatlerde izolatlar arasinda farklilik bulundugu gériilmektedir. 8.saatin sonunda
izolatlarin ulagtig1 pH dereceleri karsilastirildiginda 19 adet izolatin diisiik seviyeli (pH,
5.5-6.0), 8 izolatin orta seviyeli (pH, 5.2-5.5) ve 15 adet izolatinda yiiksek seviyeli pH
azalmasi gosterdigi (pH, 4.6-5.2) belirlenmistir. Gruplar arasi farklilik istatistiki acidan

onemli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 12: Izolatlarin siit tozundan hazirlanan yagsiz siitte pH degisimi*

Izolat 0.saat 2.saat 4.saat 6.saat 8.saat 24 saat
1 6,43 6,29 6,14 5,81 5,60 4,88
2 6,43 6,30 6,13 5,86 5,58 4,77
4 6,43 6,31 6,17 5,86 5,47 4,61
10 6,43 6,30 6,05 5,35 4,66 4,23
12 6,43 6,28 5,94 5,25 4,63 4,20
13 6,43 6,28 5,99 5,24 4,60 4,25
15 6,43 6,27 5,84 5,32 4,84 4,17
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20 6,43 6,30 6,02 5,33 4,68 4,20
23 6,43 6,36 6,24 5,93 5,66 451
24 6,43 6,35 6,19 5,91 5,62 4,68
27 6,43 6,30 6,04 5,42 4,76 425
28 6,43 6,35 6,22 5,98 5,70 432
30 6,43 6,30 6,09 5,85 5,64 4,65
31 6,43 6,29 5,93 5,15 4,60 424
32 6,43 6,32 6,16 5,94 5,54 4,41
34 6,43 6,30 5,94 543 5,20 4,45
35 6,43 6,32 6,15 6,00 5,79 4,57
36 6,43 6,33 6,17 6,06 5,97 5,03
37 6,43 6,29 5,96 5,45 5,20 4,50
39 6,43 6,30 6,14 5,97 5,80 4,97
40 6,43 6,38 6,29 6,13 6,00 5,53
41 6,43 6,26 5,99 5,26 4,64 4,10
42 6,43 6,28 6,13 5,49 4,78 4,20
43 6,43 6,30 6,14 5,72 543 4,47
44 6,43 6,30 6,11 5,41 472 411
46 6,43 6,28 6,22 6,03 5,82 4,69
47 6,43 6,29 6,21 5,61 4,93 4,15
48 6,43 6,31 6,14 5,70 5,46 4,58
50 6,43 6,33 6,22 5,97 5,66 421
51 6,43 6,32 6,12 543 5,02 4,15
52 6,43 6,32 6,22 6,06 5,83 4,64
53 6,43 6,32 6,05 5,30 4,77 4,10
54 6,43 6,30 6,16 5,58 4,94 4,18
55 6,43 6,26 6,11 5,87 5,44 4,18
56 6,43 6,28 6,00 5,52 5,09 4,16
57 6,43 6,36 6,20 5,99 5,86 4,55
59 6,43 6,31 6,20 6,05 5,85 431
60 6,43 6,33 6,21 5,98 5,65 420
61 6,43 6,31 6,19 6,08 5,99 4,54
62 6,43 6,32 6,07 5,60 5,34 451
63 6,43 6,37 6,26 5,79 5,24 4,15
64 6,43 6,39 6,32 6,12 5,89 422

( *Birbirinden bagimsiz ii¢ farkli 6l¢giimiin aritmetik ortalamasi alinmistir)
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Izolatlarin 6. ve 24. saatlere iliskin pH degisimleri sekil 10°da gosterilmistir.
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pH degisimi 6. saat

Sekil 10: Yagsiz siit tozundan yeniden sekillendirilmis siitte 6 ve 24. saatlerde izolatlarin

pH degisimleri.

pH degisimi agisindan yliksek ve diisiik niteligine sahip olan farkli L. lactis alttiir
lactis 1zolatlarinin zamana bagl olarak pH degisim egrileri sekil 11°de gosterilmistir.
Yiiksek oranda pH diismesine sahip 10 ve 41 no’lu izolatlar 4. saat ile 8. saat arasinda tipik
belirgin bir diisme gosterirken 36 ve 40 no’lu izolatlar 24 saatin sonuna kadar oldukga

yavas bir pH degisimi gdstermistir.
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Sekil 11: Yagsiz siit tozundan hazirlanan yeniden yapilandirilmis siitte yliksek ve diisiik

oranda pH degisimi gosteren L. lactis alttiir lactis izolatlarinin zamana bagli pH

degisimleri [izolatlar: 10 (®);41 (m); 36 (A); 40 (4)].

Izole edildikleri ortama gore izolatlarin pH degisim nitelikleri arasinda farklilik
bulunup bulunmadigini test etmek maksadiyla Beyaz peynirlerden ve Kasar peynirlerinden
izole edilen tiim L. lactis alttiir lactis izolatlarinin ortalamalar1 karsilastirildi (Sekil 12).

24. saatin sonunda her iki gruba ait olan izolatlar yaklasik olarak birbirine yakin pH
degerlerine ulagmis olsalar da degisim hiz1 kiyaslandiginda Beyaz peynirlerden elde edilen
izolatlarn ilk saatlerde daha belirgin bir asidifikasyon sagladigi ve farkliligin 8. saatte

istatistiki agidan 6nemli oldugu goriildii (p<0,05).

71



pH degisimi

Zaman (s aat)

Sekil 12: Beyaz peynir (®) ve Kasar (m) peynirinden izole edilen L. lactis alttir lactis

izolatlarinin yeniden yapilandirilms siit tozunda asitlik degisimi.

Laktis ve kremoris alttiirleri arasinda pH degisimi agisindan farklilik olup
olmadigini belirlemek i¢in yaptigimiz ¢alismada gruplar arasinda sayisal olarak farklilik

bulunmasina ragmen istatistiki agidan belirgin bir dnemin bulunmadig: goriildi (Sekil 13)
(p>0.05).

4 L) L)
0 6 12 18 24
Zaman (saat)

Sekil 13: Tiim Lactococcus lactis alttiir lactis (®) ve alttiir cremoris (#) izolatlarinin

yeniden yapilandirilmis yagsiz siitteki karsilastirmali asidifikasyon nitelikleri.
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Izolatlarin Proteolitik Aktivitelerinin FSDA Besiyerinde Degerlendirilmesi

Izolatlarin ekstraselliiler proteolitik aktivitelerini ve laktoz kullanim &zelliklerini
petri kutusu tlizerinde belirlemek tizere FSDA besi ortamina yiizeye ekim yapilmis ve
koloni biiytikliigl, yapisi, rengi ayrica koloni ¢evresinde olusan zon halkasi

degerlendirilmistir (Sekil 14).

10

36

Sekil 14: FSDA agarda iireyen suslarin goriiniimii.

10 no’lu izolata ait koloniler daha biiyiik, renkleri daha koyu ve gevrelerindeki zon
bolgesi daha belirgin iken 36 no’lu izolatin kolonileri kiigiik, saydam ve zon yoktur.
Calismamizda test edilen izolatlardan 31 adedi hem proteolitik aktivite hem de laktoz
kullanimi agisindan pozitif sonug verirken, 5 adet sus her iki teste de negatif sonug
vermistir (Tablo13). 6 adet izolat ise laktoz kullanim1 agisindan negatif olarak
degerlendirilirken proteolitik aktivite agisindan olumlu sonug¢ vermistir. Bu testte
uygulanan laktoz kullanim kismi giivenilirlik agisindan asidifikasyon testlerine nazaran
sinirl oranda etkilidir.

Test edilen izolatlardan hem proteolitik aktivitesi hem de laktoz kullanimi negatif
veya diisiik olan suslardan 3 tanesi (28, 30 ve 40 no’lu izolatlar) kremoris alttiiriine aittir.
Bu sonugclar kremorislerin daha diisiik proteoliz ve laktoz kullanim oranina sahip oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 13: FSDA agarda izolatlarin proteolitik aktivitelerinin ve laktoz kullanimlarinin

belirlenmesi.
Izolat | Laktoz | Proteolitik | izolat | Laktoz | Proteolitik | izolat | Laktoz | Proteolitik
kullanim1 | aktivite kullanim1 | aktivite kullanim1 | aktivite
1 + + 32 - + 50 + +
2 + + 34 - + 51 + +
4 + + 35 - + 52 + +
10 + + 36 - - 53 + +
12 + + 37 - + 54 + +
13 + + 39 + - 5§ + +
15 + + 40 - - 56 + +
20 + + 41 + + 57 - +
23 + + 42 + + 59 + +
24 + + 43 + + 60 + +
27 + + 44 + + o1 + +
28 - - 46 + + 62 + +
30 - - 47 + + 63 + +
31 + + 48 + + 64 - -

L. lactis alttiir. lactis 10 (proteaz +, laktoz +) ve L. lactis alttiir lactis 36 (proteaz -,

laktoz -) izolatlarinin siitteki cogalmalarina iligkin olarak gerceklestirdigimiz ¢aligmada

beklendigi lizere 10 no’lu izolat zamana bagli olarak lineer bir artig gostermis ve 36 no’lu

izolata nazaran ¢ok daha yliksek degerlere ulagsmistir (Sekil 15). 36 no’lu izolat

inkiibasyonun ilk saatlerinde 10 no’lu izolatla karsilagtirilabilir nitelikte bir gelisme

gosterirken ilerleyen zamanlarda bu ¢ogalma tamamiyle durmustur. Bu durum proteaz (-)

0zellige sahip olan bu izolatin ilk saatlerde sadece siitte mevcut halde bulunan peptitleri

kullanmasi ve sinirl 6l¢iide cogalma gostermesiyle aciklanabilir. Bunun aksine, proteaz

(+) olan 10 no’lu izolat inkiibasyon periyodunun sonuna kadar ¢gogalmasini stirdiirmiistir.
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Sekil 15: L. lactis alttiir lactis 10 (®) (proteaz +, laktoz +) ile L. lactis alttiir lactis 36 (&)
(proteaz -, laktoz -) izolatlarinin zamana bagl olarak yeniden yapilandirilmis siitte
iiremeleri ve sayisal degerlerinin belirlenmesi. Logaritmik fazda bulunan kiiltiirlerden % 1
oraninda ekimler yapilmistir. 0. saatten itibaren mikroorganizma sayilart 10" degeri

tizerinden degerlendirilmistir.

Bakteriyolitik Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Izolatlarin teknolojik 6zelliklerine iliskin olarak test ettigimiz niteliklerden bir
digeri de izolatlarm bakteriyolitik degerlerinin belirlenmesidir. izolatlarin bakteriyolitik
ozelliklerinin belirlenmesi i¢in izolatlarimiz1 gelismenin logaritmik fazinda besi
ortamindan aldik ve besinsel eksiklikten dolay1 peptidoglikan {iretim imkaninin
olamayacag1 tamponlanmis (potasyum fosfat, 100 mM, pH 7, 30°C) ortamda inkiibe ettik.
24 saatlik inkiibasyonun sonrasinda belirgin herhangi bir degisikligin olmamasi nedeniyle
Olctimler bu saatte durduruldu. Bu nedenle 24.saat bakteriyolizin ulasabilecegi boyut
olarak degerlendirildi. Bir diger 6l¢iim ise 2. saatte gerceklestirildi. Bu saatte yapilan
6l¢iim sonuglart ise baslangicta yiiksek bakteriyolitik nitelige sahip izolatlarin belirlenmesi
amactyla gerceklestirildi (bakteriyoliziz orani). Elde edilen sonugclara iliskin veriler Tablo

14°te verilmistir.
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Tablo 14: izolatlarin 2. ve 24. saatte dlgiilen % bakteriyoliz degerleri (*).

izolat Bakteriyoliz Bakteriyoliz
(2.saat) (24. saat)
1 26 =
2 30 20
4 26 69
10 24 51
12 24 54
b 25 59
15 32 56
20 40 54
23 26 56
24 18 50
27 31 67
28 33 64
30 26 53
31 30 46
34 27 59
35 27 53
36 26 54
37 28 56
39 28 63
41 27 51
42 28 46
43 27 ”
“ 24 43
46 27 54
47 24 i
48 24 17
50 26 54
51 78 55
52 27 sg
53 28 51
54 31 57
55 27 57
56 25 4
57 28 55
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59 34 46

60 28 51
61 27 57
62 30 54
63 27 49
64 37 70

( *Birbirinden bagimsiz 2 farkli l¢iimiin aritmetik ortalamasi alinmistir)

2. saatte yapilan 6l¢limlerde izolatlarin biiyiik cogunlugu % 24-33 arasinda
toplanirken bir izolatin (24 no’lu izolat) % 18 ile en diisiik degeri, bir izolatin da ( 20 no’lu
izolat) % 40 ile en yliksek degeri gosterdigi saptanmistir. Bakteriyolizisin boyutu olarak
24. saatteki veriler kiyaslandiginda izolatlarin cogunlugunun % 43- 60 degerleri arasinda
toplandig1 goriilmiistiir (Sekil 16). 6 adet izolatin % 60’1n tizerinde bakteriyoliz (2, 4, 27,
28, 39 ve 64 no’lu izolatlar) gostererek yliksek nitelikte bakteriyolitik aktiviteye sahip
olduklar1 gézlenmistir. Yiiksek bakteriyolitik aktiviteye sahip olan izolatlardan 3 adedinin
kremoris alttiirline ait olmasi bu alttiirdeki mikroorganizmalarin bakteriyolizise daha yatkin
olabilecegini gostermektedir. 24 saatte yapilan 6l¢iimlerde test edilen izolatlardan 1 tanesi
% 37 (48 no’lu izolat) seviyesinde bakteriyoliz gostererek en diisiik seviyede kalmistir.

2 no’lu izolat ise % 70 seviyesinde bakteriyoliz gostererek en yiiksek seviyede kalmistir.
Kremoris ve laktis izolatlar1 arasinda otoliz agisindan farklilik bulunup bulunmadigi
degerlendirildiginde, kremoris izolatlarinin 24 saat sonundaki ortalamalarinin % 64 oldugu
laktis izolatlarinin ise daha diisiik seviyede kaldiklar1 ve ortalama % 53 oraninda otoliz

gosterdikleri belirlendi.
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Sekil 16: 2. ve 24. saatlerde bakteriyoliz orani ve boyutunun sematize edilmesi.

Bakteriyofaj aranmasi

Mikroorganizmalarin bakteriyolitik 6zellikleri kendi otolizlerine bagl olabilecegi
gibi bakteriyofajlarin litik aktiviteleri sonucunda da sekillenebilir. Calismamizda biitiin
izolatlar bakteriyofaj acisindan test edilememistir. 4, 10, 20, 24, 30, 36, 40, 42, 47 ve 52
no’lu izolatlar rastgele se¢ilmis ve test edilmistir. Sadece 36 no’lu izolat hazirlanan bakteri
oOrgiisii tizerinde belirgin lizis olusumuna yol agarak bakteriyofajlar agisindan pozitif sonug
vermigstir. Bakteriyofaj iceren bu izolatin bakteriyolitik 6zelliginin orta seviyede oldugu ve
24 saatin sonunda % 54 lizis gosterdigi bakteriyotilik aktivite sonuclarindan goriilmektedir.

Bakteriyolizisin daha detayli bir sekilde degerlendirilmesi i¢in tiim izolatlarin test
edilmesi, ayrica lizojen nitelige sahip olan izolatlarin da belirlenmesi i¢in mitomisin C

endiiksiyonunun da yapilmasi gerekmektedir.
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TARTISMA VE SONUC

Peynirlerde asitlik gelisimi, istenen niteliklere 6zgii lezzet olusumu ile tekstiirel
yapinin sekillenmesi peynirin pihtilasmasi, siiziiliip baskiya alinmasi ile baslayan
olgunlagma sirasinda da devam eden glikoliz, lipoliz ve proteoliz olaylarinin kontrollii bir
sekilde yiiriitiilmesine baglidir. Olgunlasma neticesinde ortaya ¢ikan organik asitler, yag
asitleri ve aminoasitler peynirin kalitesinde rol oynamaktadir. pH, siit ve siit iirlinlerinde
gergek asitlik olarak bilinmekte, serbest ve aktif hidrojen iyonu ile dengede bulunan
toplam maddeler tarafindan olusturulmaktadir.

Siit tirtinleri tiretiminde ve 0zellikle peynir liretiminde bahsedilen bu olaylarin
kontrollii bir sekilde yiiriitiilmesi oldukc¢a zor bir islemdir. Uygulanan iiretim
tekniklerindeki farkliliklarla birlikte siitiin kalitesi ve kullanilan kiiltiirlerin nitelikleri son
tirtindeki kalitede 6nemli rol oynamaktadir. LAB igerisinde 6zellikle laktokoklar genel
manada peynir kiiltiirii olarak bilinmekte ve bilinen bir¢ok peynir tiiriinde yalniz baglarina
veya diger kiiltiir olarak kullanilan mikroorganizmalarla kombine olarak
kullanilmaktadirlar. Tez ¢alismamizda Besin Hijyeni ve Teknolojisi laboratuvarinda daha
once peynirlerden izole edilip molekiiler diizeyde tanimlanmis olan laktokok izolatlarinin
glikolitik 6zellikleri, proteoliz kapasiteleri, otolitik nitelikleri ve belirli sayida izolatin
bakteriyofaj bulundurup bulundurmadiklar1 incelenmistir. Glikoliz veya asidifikasyon
niteligi olarak izolatlar hem laktoz igeren M 17 besi ortaminda hem de yeniden
yapilandirilmis siitte inkiibe edilmislerdir. M17 besi yerinin tampon kabiliyetinin yiliksek
olmas1 dolayisiyla pH daki zamana bagl diisme 24. saatin sonunda yiiksek asidifikasyon
niteligine sahip izolatlarla bile 5.37 seviyesinin altina inmedi. Bu sonuglara gore
izolatlarin asidifikasyon niteliklerinin belirlenmesinde s1v1 besiyerinin yeterince uygun
olmadig1 goriilmektedir. Yagsiz siit tozundan yeniden hazirlanarak yapilan siitte ise
izolatlarin daha heterojen bir sekilde dagilarak, daha zengin bir profil ortaya ¢ikardiklar
gozlendi. Sekizinci saatin sonunda 19 adet izolat yavas (pH 5.5-6.0), 8 izolat orta (pH 5.2-
5.5) deger gosterirken 15 izolat hizli pH diisiisti sagladi (pH 4.6-5.2). 24. saatin sonunda
izolatlarin biiyiik ¢ogunlugu pH 5 degerinin altinda bulundu. Farkli siit ve tirlinlerinden
izole edilen farkli izolatlarin asit iiretim hizlar1 hakkinda degisik veriler mevcuttur.
Ispanya’da kegi siitiinden yapilan Cabrales peynirinden elde edilen laktokoklarin ¢ogunun
yavas asit iireten izolatlar oldugu 6 saatin sonunda izolatlarin sadece % 11’inin hizl1 bir asit
tiretimi gosterdigi rapor edilmistir (308). Benzer sekilde Centeno ve arkadaslar1 (309) inek

siitlinden yapilan Arzua peynirinden izole edilen laktokoklarin yavag asidifikasyon
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Ozelligine sahip oldugunu rapor etmislerdir. Cogan ve arkadaslar1 (310) 1582 laktokok
izolatinin teknolojik niteliklerinin belirlenmesi tizerine rekostitiie edilmis yagsiz siit
kullanarak ger¢eklestirdikleri calismada izolatlarin % 8.3’ {iniin 6. saat sonunda ortamin
pH’sin1 5.3 degerinin altina diisiirdiiglinti géstermistir. Kegi siitlerinden ve Valdeteja
peynirlerinden izole edilen L. lactis alttiir lactis izolatlarinin asit iiretim oranlari lizerine
yapilan bir diger ¢alismada ise (311) 20 adet izolatin hizl asidifikasyon gosterdigi 25
izolatin ise belirgin seviyede daha yavas asidifikasyon gosterdigi rapor edilmistir.
Calismamizda bir biitiin halinde Beyaz peynirlerden ve Kasar peynirlerinden elde edilen
izolatlarin 8 saatteki pH diisiisiindeki hizlar1 kiyaslandiginda Beyaz peynirden elde
edilenlerin daha hizl diisiis sagladiklar1 ve bu 6zellik gz 6niinde bulunduruldugunda
endiistriyel kiiltiir secimi agisindan Beyaz peynir izolatlarinin daha uygun olabilecekleri
saptandi. Bu durum ayrica laktokoklarin Beyaz peynir ortamina daha uygun olmasiyla da
agiklanabilir.

Peynir yapim basamaklarinda pH’daki hizli diisiis; koagiilasyonun sekillenmesi ve
harici mikrofloranin gelisiminin engellenmesinde biiyiik 6neme sahiptir. Hizli ve orta
seviyeli asidifikasyon 6zelligi gésteren suslar, birincil starterler i¢in gereklidir. Daha az
asidifikasyon 6zelligi gosteren suslar ise, yardimer kiiltiir olarak diger 6zelliklerinden
faydalanilmak tizere kullanilabilirler. Bu nedenle son yillarda ¢ok daha iyi kalitede peynir
iiretimini saglamak amaciyla kullanilmak tizere dogal ortamda bulunan yeni suslarin
tanimlanmasi ve degerlendirilmesi tizerinde ¢alismalar yogunlagmaktadir. Bu suslar,
starter olarak peynir yapiminda biofarklilig arttirmak, farkl tat ve lezzet olusumu
saglamak, ve geleneksel peynirlerin kendine 6zgii karakteristik 6zelliklerini iyilestirmek
amaciyla kullanilabilirler.

Peynirlerin olgunlagma siirecinde kazeinin starter kiiltiirlerce par¢alanmasi
oncelikle laktokoklarin hiicre duvarinda bulunan ve spesifitelerine gore PI ve PIII olarak
adlandirilan iki 6zel proteinaz enzimi tarafindan gergeklestirilmektedir. PI tip proteinaz
aktivitesini  ve K-kazein lizerine gostermektedir. PIII tip proteinaz ise aktivitesini aS1, -
ve K- kazeinleri iizerine gostermektedir. Kazeinin bu sekilde pargalanmasi sonucunda bir
cok farkli yap1 ve biiyiikliikte oligoniikleotitler sekillenmekte ve bunlar da laktokoklarin
cogalmasinda esansiyel rol oynamaktadir (312, 145). Tez ¢alismamizda Prot (+) ve Prot (—)
ozellige sahip iki farkli izolatin siit tozundan hazirlanan siitteki gelisim siiregleri
incelendiginde Prot (-) 6zellige sahip 36 no’lu izolatin inkiibasyonun ilk saatlerinde normal
bir gelisim gosterdigi ancak ilk saatlerden sonra bu gelismenin durdugu saptanmustir.

Bunun aksine Prot (+) 6zellige sahip 10 no’lu izolatin inkiibasyon periyodunun sonuna
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kadar gelisimini siirdiirdiigli belirlenmistir. Bu durum, Prot (—) izolatin inkiibasyonun ilk
asamasinda ortamda bulunan serbest aminoasit ve oligoniikleotitleri kullanarak gelisimini
siirdiirdiigli ancak bunlarin tiikenmesiyle proteaz aktivitesi bulunmadigindan kazeini
parcalayamadigi ve gelisemedigi seklinde yorumlanabilir. Bunun aksine Prot (+) izolat ise
gereksinim duydugu proteik kaynagi enzimleri vasitasiyla elde edebilmekte ve sonug
olarak gelisimini siirekli olarak devam ettirmektedir.

Hiicre duvarinda bulunan bu proteazlarin aktiviteleri sonucunda sekillenen
oligopeptitler daha sonraki agsamada transport sistemleriyle hiicre igerisine tasinmaktadir.
Hiicre igine alinan peptitler, son agamada, peptidaz sistemleri tarafindan serbest
aminoasitlere kadar par¢alanmaktadir (138, 313). Aminoasitlerin de katabolizma
neticesinde pargalanmasiyla peynirlerin tipik aroma ve lezzetini veren aromatik bilesikler
sekillenmektedir (314). Calismamizdaki proteoliz kismi1 sadece birincil derecede
proteazlarin aktivitelerini test edecek seviyededir. Proteolizin uygun ve kapsamli bir
sekilde belirlenebilmesi i¢in aminopeptidazik aktivitelerin ve daha da ilerisinde
katabolizmadan sorumlu olan enzimlerin in-vitro ve in-vivo kosullarda belirlenip test
edilmesi gerekmektedir.

Aminoasit katabolizmasindan sorumlu olan enzimler intraselliiler olarak
kodlanmistir ve proteinin hiicre digina salgilanmasini saglayacak peptit sinyal
icermemektedir (314). Bu enzimlerin peynir matriksine ulagabilmeleri ve aktiviteleri
neticesinde aromatik bilesenlerin olusabilmesi i¢in starter kiiltiirlerin hiicre biitiinliigiiniin
bozulmasi gerekmektedir. Bu agamada bakteriyolitik enzimler devreye girmektedir.
Bakteriyolitik enzimler ya hiicrenin kendisi tarafindan iiretilen otolizinler olabilir ya da
bakteriyofajlar tarafindan tiretilen bakteriyolizinler olabilir (157). Peynir olgunlagmasi
esnasinda bakteriyolizisin belirlenmesinde bazi1 zorluklar vardir. Sadece canli bakteri
sayisinin belirlenmesi lize olan bakteri sayisini belirlemede yeterli degildir. Ciinkii lize
olmayan ancak besi yerinde gelisemeyecek derecede hasar gormiis veya canliligini yitirmis
bakteriler de olabilir. Bu agidan kesin belirte¢ olarak hiicre i¢i enzimlerin secilmesi ve bu
enzimlerin zaman igerisinde peynir ortamina salinimlarinin belirlenmesi gerekmektedir.

Boutrou ve arkadaglart (132) kiiltiir olarak kullanilan mikroorganizmalari
bakteriyolitik 6zelliklerine gore diisiik, orta ve yiiksek olmak iizere 3 gruba ayirmiglardir.
Yaptiklar1 calismayla hiicre lizisinin, peynirin olgunlagmasinda pozitif yonde etki ettigini
gostermislerdir. Peynirde proteolizisin yliksek oranlarda sekillenmesi, yiiksek otolitik

kapasiteli kiiltiirlerin kullanimina baglidir.
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Tez calismamizda bakteriyel lizi belirlemek maksadiyla, uygulanmasi kolay ve
zaman almayan bir test kullandik. Bu test besinsel olarak kisitlanmig bir ortam olusturup
mikroorganizmalarin gelisimlerinin durdugu, hiicre duvar1 sentezinin engellendigi ancak
bakteriyolitik enzim aktivitesinin devam ettigi bir ortamda aktivitenin test edilmesi esasina
dayanir (315). Laktokoklarin tamponlanmis sivi ortaminda test edilmesine dair optimal
kosullar daha 6nce ¢aligilmistir (173). 100 mM iyonik konsantrasyondaki potasyum veya
sodyum fosfat ortami1 (pH 6.7-7.0, 30°C ortam 1s1s1) logoritmik fazda bulunan
mikroorganizmalar i¢in en ideal bakteriyoliz ortami olarak belirlenmistir. Bu kosullar
mikroorganizmaya gore degiskenlik gostermektedir. Ostlie ve arkadaslar1 (316)
propionibakterilerin otolizlerini tamponlanmis ortamda incelemisler ve logoritmik fazdaki
mikroorganizmalarin duragan fazdakilere nazaran daha kolay lize olduklarini ayrica
optimal kosullarin 7.2 pH degerinde, 30-40°C’de, 50 mM potasyum fosfat ortaminda
sekillendigini rapor etmislerdir. Lb. bulgaricus ve Lb. casei’nin bakteriyolizinin
belirlendigi bir diger ¢alismada optimal kosullarin 40 °C’de erken logoritmik fazda ve
0,2 mM NaCl ortaminda sekillendigi rapor edilmistir (317). Lb. pentosus’un otolizinin
optimal olarak 6.5 pH da 30 °C de 50 mM potasyum fosfat tamponunda gergeklestigi ve bu
ortamda test edilen 9 adet susun % 34 ile 94 arasinda lizis gosterdigi belirtilmistir (318).
Bizim calismamizda 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda izolatlarin biiylik ¢ogunlugunun orta
diizeyde otoliz gosterdikleri ve % 50 ile 60 arasinda degisen bir deger gdsterdigi saptandi.
Sadece dort adet izolat % 65’in lizerinde otoliz gosterirken bir izolatin % 37 seviyesinde
otoliz gosterdigi saptandi.

Crow ve arkadaslar (165) laktis alttiiriiniin lizise daha dayanikli oldugunu ve
kremoris alttiiriine oranla daha diisiik seviyede otoliz gdsterdigini rapor etmistir.
Caligmamizdaki kremoris izolat1 sayis1 sinirlt olmakla birlikte, yliksek otoliz gdsteren
izolatlarin cogunun kremoris olmasi bu bulguyu destekler niteliktedir. Ayni arastirmacilar
peynir olgunlasma stirecinde de kremorislerin daha ytiksek seviye de otoliz gosterdigini
bildirmistir. Bununla birlikte, Langsrud ve arkadaslar1 (319) tamponlanmis ortamda kendi
koleksiyonlarindaki laktis izolatlarinin kremorislere oranla daha yiiksek oranda otoliz
gosterdigini rapor etmislerdir.

Otoliz verileri kiyaslanarak % 65 iizerinde otoliz gdsteren izolatlarin potansiyel
olarak endiistriyel amagli kullanilabilirliklerinin uygun oldugu diisiiniilebilir. Ancak
sadece bakteriyoliz kriteri yalniz basina secilmemelidir. % 65 iizerinde liz gosteren bu

izolatlarin asidifikasyon ve proteolitik 6zellikleri degerlendirildiginde % 70 otoliz gdsteren
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64 no’lu izolatin proteaz (-) oldugu ve siitteki pH’y1 8.saatte ancak 5.89 degerine kadar
diistirdiigii goriilmektedir. Peynir yapiminda bdyle bir izolat yeterli asidifikasyon
saglayamayacagi i¢in uygun bir aday degildir. Benzer durum % 69 ve % 70 oraninda
bakteriyoliz gosteren 2 ve 4 no’lu izolatlar i¢cinde kismen gegerli olabilir. Bu iki kremoris
izolat1 da proteaz (+) olmalarina ragmen siitiin pH’sin1 8. saatin sonunda 5.48 ve 5.58
degerine kadar diisiirebilmislerdir. Bu durum bu iki izolatin peynirdeki asidifikasyonun
saglanmasi agisindan yeterince uygun olmadiklarini géstermektedir. 27 no’lu laktis izolati
hem % 67 otoliz, hem proteaz (+) hem de 8. saatin sonunda siitiin pH’sin1 4.76 seviyesine
diisiiren uygun bir izolat olarak goriilmektedir. Dolayistyla peynir yapiminda kullanilmasi
uygun olabilecek bir izolat olarak goriilebilir. % 43 ile % 54 arasinda orta seviyede otoliz
gosteren 12, 31, 41, 44 ve 53 no’lu izolatlar asidifikasyon nitelikleri géz oniinde
bulunduruldugunda 8. saatin sonunda pH’y1 4.6 ile 4.77 seviyesine diisiirdiikleri
gozlenmigtir. Laktis alttiirline ait olan bu izolatlarin hepsi proteaz (+) 6zellige sahip olup
peynircilikte potansiyel aday olarak kullanilabilir.

Elde edilen veriler 15181nda Beyaz peynir ve Kasar peynirlerinden izole edilen
izolatlarin teknolojik bazi nitelikleri belirlenmistir. Endiistriyel kosullarda starter kiiltiirler
kombine olarak farkli oranlarda kullanilarak {irtine katildigindan dolay1 hem otolitik
aktivitesi yliksek olan hem de asidifikasyon niteligi yiiksek olan suslarin birlikte
kullanilmasi veya diger niteliklere sahip olan izolatlarin da katilmasi uygun kabul
edilmektedir. Caligmamizda incelenen bu 6zellikleriyle birlikte faj direnclilik testleri ile
bakteriyosin iiretim 6zelliklerinin de belirlenmesi izolatlarin daha 1yi tanimlanmast

agisindan dnemlidir.
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TESEKKUR
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katkilar1 olan Anabilim Dal1 Baskanimiz Prof. Dr.Mustafa TAYAR’a ve tiim Anabilim
Dal1 ¢alisanlarina sonsuz siikranlarimi ve tesekkiirlerimi sunuyorum. Askerlik gibi kutsal
ve zor bir gorevi icra ederken bunun yaninda doktoraya baslamama ve bitirmeme ¢ok
bliylik katkis1 olan, bu konuda her tiirlii 6zveriyi gosteren sevgili esim Yasemin’e

sevgilerimi ve saygilarimi sunuyorum.
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OZGECMIS

1968 yilinda Merzifon’da dogdum. Ilk, orta ve lise 6grenimimi Bursa’da
tamamladim. Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesinden 1991 yilinda mezun oldum.
Askerlik gorevimi yedek subay olarak tamamladiktan sonra; Tiirk Silahli Kuvvetleri’nin
acmis oldugu muvazzaflik sinavini kazanarak muvazzaf subay olarak i¢inde bulunmakla
gurur duydugum Tiirk Silahli Kuvvetleri’ne katildim. Isiklar Askeri Lisesi’nde gorev
yaparken Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim
dalinda doktoraya basladim. Evli; Isil ve Alper adinda diinya giizeli 2 ¢ocuk babasiyim.
Esimi, ¢ocuklarimi ve isimi ¢ok seviyorum. Halen Kara Harp Okulu’nda Gida Kontrol

Subay1 olarak gorev yapiyorum.
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	L. lactis alttür lactis	D(-)		Karnobakteriler
	L. plantarum

	Vagokoklar

	V. fluvialis




	Lactococcus Cinsi ve Bu Cinse Ait Türlerin Özellikleri
	Karakteristik Özellikleri
	L. garvieae
	L.raffinolactis
	L. plantarum
	lactis
	cremoris
	diacetylactis
	Gelişim
	10°C
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	40°C
	+
	+
	-
	+
	-
	v
	45°C
	-
	-
	-
	-
	?
	-
	NaCl %2
	+
	+
	+
	?
	?
	?
	NaCl %4
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	NaCl %6.5
	-
	-
	-
	?
	?
	?
	Arjinin hidrolizi
	+
	v
	-
	+
	v
	-
	Şeker kullanımı
	arabinoz
	v
	-
	-
	-
	v
	-
	ksiloz
	v
	-
	-
	-
	v
	-
	laktoz
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	maltoz
	+
	+
	-
	v
	+
	+
	sakkaroz
	v
	-
	-
	v
	+
	+
	trehaloz
	v
	v
	-
	+
	+
	+
	raffinoz
	v
	+
	-
	-
	+
	-
	mannitol
	v
	v
	-
	v
	v
	+
	eskulin
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	salisin
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	Peptidoglikan tipi
	Lys-D-Asp
	Lys-Ala-Gly-Ala
	Lys-Tyr-Ala
	Lys- Tyr-      Ala
	G C% oranı
	34-36
	38-39
	40-43
	37-38
	Dünya genelinde yılda 107 tonun üzerinde peynir üretildiği göz önüne alındığında       L. lactis’in ne derece büyük ekonomik ö
	Lactococcus cinsi üyelerinde saptanan stabil plazmid profilleri, belirli bir türe ya da alt türe ait suşların ayırımında en ya
	
	
	
	
	
	Süt Ürünleri Üretiminde Starter Kültürler







	Laktoz Fermentasyonu
	
	Proteolik Aktivite ve Proteoliz
	Sitratın Parçalanması ve Oluşan Metabolitler


	Otolizinler (bakteriyolizinler) hücre bütünlüğü açısından tehlikelidir.  Otolizinlerin aktivitesi ve işlevlerinin mutlaka kont
	
	Laktokokların Diğer Önemli Özellikleri
	Bakteriyosin Üretimi


	Bakteriyosinlerin Sınıflandırılması ve Laktokoklarca Üretilen Bakteriyosinler
	
	
	
	
	
	Etkileri
	L. gelidium UAL187 vakum paketlenmiş sığır etinde bozulma kontrolü için kullanılmıştır





	Laktokokların Bakteriyofajları ve Direnç Sistemleri
	Faj adsorbsiyonunun engellenmesi; faj enfeksiyon döngüsünde ilk aşama, fajın konakçı hücre yüzeyine tutunmasıdır.  Bu aşama ol
	Restriksiyon/Modifikasyon Sistemleri; Restriksiyon/modifikasyon tipte dirençlilik sistemi, laktokoklarda belirlenen ilk plazmi
	
	28) KOSIKOVSKI FV, MISTRY VV.  Cheese and fermented milk foods. Edited by F.V. Kosikovski: Kosikovski LLC, Westport, Connectic
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