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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SURK PEYNIRININ BAZI OZELLIKLERININ BELIRLENMESI VE iZOLE EDILEN
LAKTIK ASIT BAKTERILERININ PCR YONTEMI ILE TANIMLANMASI

Giilnaz CELIKYURT

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danigman : Prof. Dr. Muhammet ARICI

Bu c¢alismada Hatay ve cevresine Ozgii bir siit iirlinii olan Siirk peynirinden laktik asit
bakterileri izole edilmis ve tanimlamasi yapilmistir. Tesadiifi olarak 15 farkli kaynaktan
segilen Siirk drneklerinin ayrica bazi dzellikleri de incelenmistir. Incelenen Siirk drneklerinin
Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri (TMAB) sayis1 ortalama 6,42 + 0,41 log kob/g, maya- kiif
sayis1 ortalama 3,94 + 0,55 log kob/g, koliform grubu bakteri sayis1 < 1 log kob/g, ortalama
MRS agarda gelisen laktik asit bakterileri sayis1 5,79 + 0,43 log kob/g ve M17 agarda gelisen
laktik asit bakterileri sayis1 ise 3,13 + 0,32 log kob/g olarak belirlenmistir. Orneklerin
kimyasal sonuclarinin ortalama degerleri ise kurumadde % 43,36 + 1,85, yag % 7,24 + 1,02,
tuz % 5,52 £ 0,71, kil 6,54 + 0,71, asitlik % 2,33 £+ 0,24, protein % 17,14 + 1,02 ve son
olarak pH sonuglar1 4,16 + 0,66 olarak belirlenmistir. Siirk 6rneklerinden 17 adet ¢ubuk ve 29
adet kok seklinde laktik asit bakterisi izole edilmistir. 16S rDNA yontemine gére DNA
izolasyonu gergeklestirilen ve PCR’da DNA 6rnekleri ¢ogaltilan bu bakterilerin dizi analizi
yontemi ile tanimlamasi yapilmistir. Dizi analizi sonuglarina gore toplam 23 izolat
Pediococcus acidilactici olarak, 5 izolat Enterococcus durans olarak, bir izolat Enterococcus
faecium olarak, 7 izolat Lactobacillus brevis olarak, 10 izolat Lactobacillus paracasei olarak
tanimlanmastir.
Anahtar Kelimeler: Siirk, Laktik asit bakterileri, PCR
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ABSTRACT

MSec. Thesis

DETERMINATION OF SOME PROPERTIES OF SURK CHEESE AND
IDENTIFICATION OF LACTIC ACID BACTERIA BY USING PCR METHOD

Giilnaz CELIKYURT

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Main Science Division of Food Engineering

Supervisor : Prof. Dr. Muhammet ARICI

In this research isolation and identification of lactic acid bacteria from Siirk, a dairy product
special to Hatay province. Also some properties of the siirk samples taken from fifteen
different origin were determined. According to the analysis of the siirk samples, the average
values of Total Mesophilic Aerobic Bacteria (TMAB), mold & yeast, total coliform, lactic
acid bacteria in MRS agar and in M17 agar were as 6.42 + 0.41 log cfu/g, 3.94 + 0.55 log
cfu/g, <1 log cfu/g, 5.79 £ 0.43 log cfu/g and 3.13 £ 0.32 log cfu/g respectively. The average
values of the ratio of dry matter, fat, NaCl, ash, titratable acidity, protein and pH value were
determined as 43.36 + 1.85 %, 7.24 £ 1.02%, 5.52+0.71%, 6.54 £ 0.71, 2.33 +0.24%, 17.14
+ 1.02% and 4.16 + 0.66 respectively. 17 different bacilli ve 29 different cocci were isolated
from siirk samples. The DNA isolation was performed according to 16S rDNA method, and
these bacteria were identified using a PCR-based technique. PCR and DNA sequence analysis
data show that 23 Pediococcus acidilactici isolates, 5 Enterococcus durans isolates, 1
Enterococcus faecium isolates, 7 Lactobacillus brevis isolates, 9 Lactobacillus paracasei
isolates were determinated.

Keywords: Siirk, Lactic acid bacteria, PCR
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1. GIRiS

Giliniimiizde tiiketicilerin gida giivenligi bilincinde 6nemli artis goriilmektedir. Bu sebeple
fonksiyonel gidalar olarak isimlendirilen, saglikli yasama destek veren gidalarin iiretiminde
onemli bir artis gozlemlenmektedir. Ozellikle fermente gidalarin dogal bilesenlerini olusturan
starter kiiltiir bakterilerinin ya da metabolitlerinin gida iiretimi ve korunmasinda kullanimi

fonksiyonel gidalarin {iretimi ve gida giivenligi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Siit iirtinleri fonksiyonel besin maddesi olarak bilinmektedir. Fonksiyonel besinler, dogal
olarak icerdikleri bilesenleri ile besin gereksinimini karsilamalarinin yani sira, saglik
acisindan yarar saglayan biyolojik 6geleri iceren, hastaliklardan korunmada etkili olabilen,
yasam fonksiyonlar1 iizerinde olumsuz etkili olabilecek Ogelerden arindirilmis ve yasam
kalitesini yiikselten besinler olarak tanimlanmaktadir (Hasler 1998). Bu grup i¢inde yer alan
fermente siit {irlinlerinin 6nemli Ozelligi, fermentasyon sirasinda laktik starter kiiltiir
tarafindan siitlin baz1 bilesenlerinin bir 6n hidrolizasyona ugrayarak sindirimin kolaylastirilip

kullanilabilirliginin artmasidir (Lee ve ark.1988).

Ulkemizde dogal fermente siit iiriinleri yoresel olarak oldukga cesitlidir. Hatay’a 6zgii bir siit
iirlinii olan Siirk peyniri de buna 6rnek olarak verilebilir. Siirk, asitligi ilerlemis siitiin veya
yayik alt1 ayraninin kaynatilmasi sonucunda elde edilen ¢okelegin baharatla karistirilmasi ve
olgunlagmaya birakilmasi1 ile elde edilir. Olgunlasmada starter olarak ilave edilmis
mikroorganizmalardan ziyade bulagan mikroorganizmalar etkilidir. Bu mikroorganizmalarin

basinda laktik asit bakterileri (LAB) gelir.

LAB’leri dogada oldukca yaygin bulunur. Diisik O/R potansiyeline sahip gidalarda,
parcalanmis proteinli {irlinlerde ve karbonhidratlarca zengin gidalarin mikrobiyotalarinda
baskin olarak bulunurlar (Lopez-Diaz ve ark.2000). Bu bakteriler asitlendirici yetenekleri ile
yalnizca gidalar1 bozulmalardan korumalariyla degil, ayn1 zamanda fermente gida trtinlerinin
tekstiir, tat ve aroma gelisimlerine ve saglikli beslenme konusunda katki saglamalariyla da

gida endiistrisinde olduk¢a dnemlidirler (Vuyst ve ark. 2003).

Laktik starter kiiltlirler, fermentasyonun baslatilmasi, fermente gidalarin tipik yapisal ve
aromatik ozelliklerinin gelismesi amaci dogrultusunda hammaddeye belirli miktarlarda ilave

edilen mikroorganizma kiiltiirleridir.



LAB’leri yogurt, peynir gibi siit irlinlerinde yaygin bir sekilde bulunur. Siit sekerini
kullanarak esas son iiriinleri olan laktik asiti {ireten LAB’leri peynirin asidifikasyonundan ve
yeterli miktarda siitiin koagiilasyonundan sorumlu olan ana organizma roliinii istlenirler

(Lopez-Diaz ve ark. 2000).

Siite starter kiiltiir olarak katilan veya siitte dogal kontaminant olarak bulunan LAB’lerinin
peynirlerin yapim ve olgunlastirilmasinda temel rolleri vardir. Bu bakterilerin peynir
tiretiminde en 6nemli islevi laktozu fermente ederek laktik asit olusturmalaridir. Olusan laktik
asidin, siitiin peynir mayasi ile pthtilasmasi, peynir alti suyunun ayrilmasi, doku ve lezzetin
gelismesi, patojenlere karsi {iriinlin korunmasi ve {iriin dayaniminin artirilmasi {izerine olumlu
etkileri bulunmaktadir. Diger bir ifadeyle, laktik asit bakterilerinin faaliyeti sonucu asitligin
geligsmesi peynir yapimini her yonden etkilemekte ve dolayisiyla peynirin bilesimi ve kalitesi

tizerine belirleyici olmaktadir (Fox ve ark. 1990).

Bu calismada mikrobiyolojik gen kaynaklarimizin olusturulmasina katkida bulunmak
amaciyla, Siirk’ten izole edilmis olan LAB’lerinin PCR yontemi kullanilarak tanimlamasi

amagclanmistir. Ayn1 zamanda Siirk peynirinin baz1 6zellikleri de incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

LAB’leri peynirin olgunlagsmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu bilgi dogal yolla diinya
genelinde yapilan pek cok peynirin mikrobiyolojik durumlart ile ilgili ¢alismalar ile

desteklenmektedir (Lopez-Diaz ve ark. 2000).

Siirk, Hatay’da mabhalli olarak iiretilen bir siit {iriiniidiir. Uretimi genellikle kdylerde veya
yoredeki kiiciik isletmelerde gergeklestirilmektedir. Arapga’da “¢dkelek” anlamina gelen
Stirk, asitligi ilerlemis siitiin veya yayik alti ayraninin kaynatilmasi sonucunda elde edilen
cokelekten yapilir. Cokelek elde edildikten sonra igerisine cesitli baharatlar (¢orekotu,
karabiber, karanfil, kekik, kirmiz1 biber, kimyon, kisnis, kii¢iik hindistan cevizi, mahlep, nane,
tar¢in, yeni bahar, sarimsak) ve tuz katilarak iyice karistirilir hazirlanan bu karisima armut
(konik) sekli verildikten sonra {izerine tiilbent Ortiilerek 3- 4 giin golge bir yerde kurutulur. Bu
sekilde hazirlanan Siirk taze olarak veya 20- 25 giin bekletilip kiiflendirildikten sonra tiiketilir
(Unsal 1997, Giiler 1999, Masatgioglu ve ark. 2003).

Karakus ve ark. (1992) ii¢ farkli isletmeden sagladiklar1 ve starter kiiltiir kullanilmaksizin
iretilen Beyaz peynirlerden 3 aylik olgunlasma doneminin basinda ve sonunda izole ettikleri
toplam 348 adet LAB’sinin 111°ini E. faecalis, 73’inl E. faecium, 55’ini L. lactis subsp.
lactis, 9’unu L. lactis subsp. cremoris, 2’sini L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, 5’ini
Streptococcus thermophilus, 38’ini Lb. casei, 33’Unli Lb. plantarum, 9’unu Lb. brevis, 1’ini
Lb. fermentum, 5’ini Leu. lactis ve 7’sini Leu. mesenteroides subsp. dextranicum olarak

tanimlamiglardir.

Kalogridou- Vassilliadou ve ark. (1994) piyasadan toplamis olduklar1 50 adet Anthotyro
peynir drneginden izole ettikleri LAB’lerinin %44,3’linilin enterokok (E. faecalis, %38,5 ve E.
faecium, %5,8), % 13,5’inin laktokok (L. lactis subsp. lactis) ve %27,9’unun leukonostok

olarak (Leu. paramesenteoides) tanimlamiglardir.

Centeno ve ark. (1996a) ¢ig siitten starter kiiltlir kullanilmaksizin elde edilen Arzua-Ulloa
peynirlerinden izole edilip biyokimyasal testlerle tanimlanan LAB’lerinin ¢ogunlugunu
laktokoklarin teskil ettigini, ayrica Menendez ve ark. (2001) ¢ig siitten elde edilen Tetilla

peynirlerinde laktokok popiilasyonunun laktobasil popiilasyonundan daha fazla oldugunu



rapor etmistir.Bu iki ¢alismada da ortamdan izole edilen enterokoklar diger LAB izolatlarina

oranla toplamda (% 15,23 ve % 24,8) daha 6nemli yer tutmaktadir.

Centeno ve ark. (1996b) 1993 yilinda 15 farkli mandiradan topladigi ¢ig siitten iiretilen 30
Cebreiro peynirde (enterokok izolasyonu i¢in spesifik olmayan ortam iceren) LAB’leri

arasinda enterokoklarin (59/126) baskin 6zelligini tespit etmistir.

Zarate ve ark. (1997) c¢ig siitten kiiltiir kullanmaksizin iirettikleri Tenerife peynirinin dogal
mikrobiyotasindan izole ettikleri 179 adet LAB’sinin 38’ini laktokok ( L. lactis subsp. lactis,
30), 68’ini enterokok (E. faecalis, 31 ve E. faecium, 24), 51’ini laktobasil (Lb. plantarum, 29
ve Lb. paracasei, 19) ve 22’sini leukonostok (Leu. mesenteroides subsp. dextranicum, 18)
olarak tanimlamislardir. Arastiricilar, bu peynirin ticari boyutta iiretimi icin uygun kiltiir

kombinasyonlarinin belirlenmesi gerektigini belirtmiglerdir.

Lopez- Diaz ve ark. (2000) starter kiltiir kullanmaksizin iiretmis olduklar1 Valdeon
peynirinden izole ettikleri 500 izolatin %42,2’sinin laktokok, %40,4 {iniin enterokok %5’inin
leukonostok ve %4,1’inin ise laktobasillerden olustugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar
olgunlagmanin ilk safhalarinda laktokoklar (L. lactis subsp. lactis, %31,1) ve enterokoklarin
(E. faecalis) ortama hakim oldugunu, ancak olgunlasmanin ilerlemesiyle laktobasillerin ve
leukonostoklarin sayisinin arttigin1 ifade etmislerdir. Sonug¢ olarak, Valdeon peynirinin
endiistriyel boyutta tiretimde L. lactis subsp. lactis’in yan1 swra Lb. plantarum ve Leu.

mesenteroides 'in de kiiltiir olarak kullanilabilecegini belirtmistir.

San Simon da Costa peynirlerinden muhtemel 21 LAB izolatlar1 arasinda 14 adeti
Lactococcus (Lc. lactis) 13 adeti  Lactobacillus tiri icermektedir. Neredeyse
Lactobacillus’larin  tamami (% 92,30) mezofilik ve fakiiltatif heterofermentatif olarak
karakterize edilmistir. Bu peynirlerden izole edilen LAB’lerinin M17 agara oranla Rogosa
agarda daha yiiksek sayida bulundugunu rapor etmistir. Ayrica bu peynir cesitlerinde
laktobasillerin daha yiiksek oranda oldugu dogrulanmistir (Garcia Fontan ve ark. 2001).

Prodromou ve ark. (2001) Yunanistan’da koyun siitiinden geleneksel yontemle {iretilen
Orinotyri peynirlerinden izole ettikleri 129 susun 52’sini enterokok ( E. faecalis, 34), 29’unu
laktokok (L. lactis subsp. lactis,27), 28’ini laktobasil (Lb. paracasei,7), 16’sim1 pediokok

(Pediococcus pentosaceus,16) ve 4Unii Weisella paramesenteroides olarak tanimlamislardir.



Ayrica 27 adet L. lactis subsp. lactis izolatinin asit liretimi ile proteolitik aktiviteleri gibi bazi
biyokimyasal 6zelliklerini incelemisler, sonu¢ olarak bu izolatlarin bazilarinin fermente
edilmis siit iirlinleri 6zellikle de peynir iiretiminde starter kiiltiir kullaniminin faydali olacagini

bildirmislerdir.

Durlu -Ozkaya (2001) Tiirkiye nin gesitli illerinden topladig: 30 adet salamura Beyaz peynir
orneklerinden izole ettigi toplam 85 adet LAB’sinden 13 tanesini L.lactis subsp. lactis, 14
tanesini Lb. plantarum, 3 tanesini Lb. casei, 1 tanesini Lb. lactis, 18 tanesini E. durans, 29

tanesini E. faceium, 7 tanesini de E. faecalis olarak tanimlamistir.

Sengiil (2001) 40 adet Erzincan Tulum peynirinden izole ettigi 240 adet LAB’sinin Moleculer
Identification System (MIS) sistemiyle tanisint yapmis ve LAB’lerinin % 92,08ini
Lactobacillus, % 7,08’ini Pediococcus ve % 0,83linli ise Leuconostoc cinsi i¢inde yer alan

tiirler oldugunu belirlemistir.

Antonsson ve ark. (2003) Danimarka’da iiretilen Danbo peynirinden izole edilen 33 adet
Lactobacillus izolatinin biiylik bir kisminin Lb. paracasei’den (25) olustugu, ayni zamanda
izolatlar arasinda Lb. curvatus, Lb. plantarum ve Lb. rhamnosus’un da oldugu belirtilmistir.
Sonug olarak, Danbo peynirinin {iretimde Lb. paracasei’inin de kiiltiir kombinasyonlarinda
yer almasmin peynirin duyusal O6zellikleri iizerinde olumlu etkide bulunabilecegi ifade

edilmistir.

Citak ve ark. (2004) salamura Beyaz peynirden izole ettikleri 101 enterokok susunun 62’sini
E. faecalis, 25’ini E. faecium, 7’sini E. durans, 5’in1 E.mundtii ve 2’sini E. hirae olarak

tanimlamiglardir.

Ouadghiri ve ark.. (2005) Fas’in 8 farkli bolgesinde geleneksel yontemlerle iiretilen yumusak
Beyaz peynirlerden izole ettikleri 164 LAB’sinin 56’sim1 Lactobacillus (Lb. plantarum, 36,
Lb.rhamnosus, 8, Lb. paracasei, 6, Lb. brevis, 5, Lb. buchneri,1), 44’inl Lactococcus (L.
lactis, 42, L. garviae, 1, L. raffinolactis, 1) 442’sini Leuconostoc (Leu. pseudomesenteroides,
22, Leu. mesenteroides, 17, Leu. citreum,5), 16’sm1 Enterococcus (E. durans, 9, E. faecalis,
4, E. faecium, 1, E. saccharominimus, 2) ve 2’sini Streptococus subsp. olarak

tanimlamiglardir.



Giiler- Akin (2002) incelenen 36 adet Siirk drneginde ortalama kurumadde % 44,32, yag %
8,99, protein % 19,02, tuz % 8,32, kiil % 7,96, asitlik % 1,14, pH 4,94 olarak tespit edilmistir.

Biger ve ark (2002) yaptiklar1 aragtirmada Siirk 6rneklerinde kurumaddenin % 45,6, yagin %

18,6, proteinin % 17,0, tuzun % 8,2 ve kiiliin % 1,9 oldugunu rapor etmislerdir.

Durmaz ve ark. (2004) Siirk’iin kimyasal ve duyusal nitelikleri {izerine yaptiklar1 bir
calismada incelenen 25 adet Siirk Orneginde, ortalama kurumadde oranimi % 49,82, yag
oranin1 % 14,66, tuz oranin1 % 5,36, protein oranin1 % 26,43, titrasyon asitligini % 1,44 ve

pH degerini 5,81 olarak belirlemislerdir.

Sagdi¢ ve ark. (2005) beyaz peynirden elde ettikleri Siirk 6rneklerini igerdikleri baharat ¢esidi
ve oranlarina 3 kategoriye ayirmislardir. Buna gore; A ornegi % 7,4 kekik, B 6rnegi % 10,7
kirmizi biber ve C 6rnegi ise % 10,7 kirmiz1 biber ve % 7,4 kekik igermektedir. 20 °C’de bir
hafta bekletilen bu 6rnekler +4 °C’de depolanmis ve kimyasal ve mikrobiyolojik agidan
incelenmistir. Siirk 6rneklerinin kimyasal analiz sonuglari; pH 4,32 + 0,01, titrasyon asitligi %
1,36 £ 0,02, tuz % 52,63 £ 0,01, yag % 7,75 + 0,35, protein % 1,78 + 0,01, mikrobiyolojik
analiz sonuglar1 ise Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri (TMAB) sayilar sirasiyla A, B ve C
orneklerinde 4,88 + 0,04, 5,78 £ 0,11 ve 4,38 + 0,03 log kob/g , enterokok sayilar1 sirasiyla
3,24 £ 0,02, 4,90 = 0,04 ve 3,16 = 0,03 log kob/g, maya-kiif sayilar1 sirasiyla 4,30 0,09,
5,44 £ 0,08 ve 4,50 = 0,05 olarak belirlenmistir. MRS agarda gelisen LAB sayilari sirasiyla A,
B ve C orneklerinde 4,61 = 0,06, 4,70 + 0,01 ve 4,21 + 0,02 log kob/g, M17 agarda gelisen
LAB sayilar ise 4,56 = 0,04, 4,89 = 0,04 ve 3,94 = 0,04 log kob/g olarak belirlemistir.

Koliform grubu bakteri sayimi < 1 log kob/g olarak bulunmustur.

Masatgioglu ve Avsar (2005) Siirk’te bulunan TMAB sayisinin  oda sicakliginda, oksijenli ve
oksijensiz ortamda 30 giin depolama siiresi ile degisimini incelediklerinde, oksijensiz ortamda
(pH’nin da diigmesi ile) TMAB miktarinda degisim meydana gelmedigi ancak oksijenli
ortamda (pH’nin da ylikselmesi ile) bu bakterilerde artis oldugu sonucuna ulagsmislardir.
Yapilan bu ¢alismada oksijensiz ortamda depolanan peynirlerdeki TMAB sayis1 4-6 log kob/g
arasinda degisim gosterip depolama ile herhangi bir artis gézlenmez iken, oksijenli ortamda
depolanan peynirlerde bu say1 4- 8 log kob/g arasinda tespit edilmis ve depolama siiresi
boyunca artig gostermistir. Ayni ¢alismada maya-kiif sayisinin oda sicakliginda, oksijenli ve

oksijensiz ortamda 30 giin depolama siiresi ile degisimi incelediklerinde, oksijensiz ortamda



maya-kiif sayisinin 3-5 log kob/g, oksijenli ortamda ise 3-8 log kob/g arasinda degistigini

belirlemislerdir.

Oksiiz (1996) 4 farkli peynir partisinin depolama siiresi boyunca pH degisimlerine bagl
olarak koliform bakteri sayilarini incelediginde, pH degeri en diistiikce koliform bakteri

sayisinin azaldigini belirlemistir.

Gaya ve ark. (1983) Manchego peynirine laktik kiltir ilavesi ile koliform grubu

mikroorganizma sayilariin 6lme oranini hizlandirdigini tespit etmislerdir.



3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Bu ¢alismada Hatay ve c¢evresine 6zgii bir siit {iriinii olan siirk kullanilmistir. Tesadiifi olarak
farkli kaynaklardan alinan Resim 3.1 ‘de goriildiigii gibi 15 adet siirk 6rnegi yumru seklinde
steril posetlerle laboratuara getirilip, analizler bitene kadar buzdolab1 kosullarinda muhafaza

edilmistir.

Resim 3.1. Yumru seklinde satisa sunulmus siirk 6rnekleri (Sagdig¢ ve ark. 2005)



3.2. Metot

3.2.1. Siirk Orneklerinin Fizikokimyasal Analizleri

3.2.1.1. Kurumadde Tayini

Sabit tartima gelmis ve darasi1 alinmis kurutma kaplarina paralel calisilarak yaklasik 5 g
peynir tartilip 100 + 2 °C’de 4 saat kurutulmustur. Daha sonra desikatorde sogutulmus ve

tartim1 alinmistir. Bulunan degerlerle % kurumadde orani hesaplanmistir (Anonymous 1987).

3.2.1.2 Yag Tayini

Biitirometrenin alt tipasina yerlestirilen behercige paralel c¢alisgilarak 3 g peynir
yerlestirilmistir. A¢ik agzindan 10 ml siilfirik asit konulmustur. 7 °C’lik su banyosunda
peynirin erimesi saglanir. Daha sonra 1 ml amil alkol ilave edilerek ¢alkalanmistir.
Biitirometrenin agz1 tipayla kapatilarak 10 dk santrifiij edilmistir. Biitirometrenin skalasindan

yiizde olarak yag miktar1 okunmustur (Kurt ve ark. 1996).

3.2.1.3 Kiil Tayini

Yaklagik 1 g peynir paralel olarak daha dnceden sabit tartima getirilip daras1 alinmis porselen
krozelere konulmustur. Kiil firininda 550 °C’de kiil rengi beyazlasincaya kadar yakilmustir.
Daha sonra desikatorde sogutulmus ve tartimi alinarak % kiil orant hesaplanmistir (Kurt ve

ark. 1996).

3.2.1.4 Tuz Oraninin Belirlenmesi

Paralelli calisilarak tartilan 5 g peynir 6rnegi havanda sicak saf su ile ezilerek 500 ml’lik
balon jojeye saf su ile tamamlanmistir. Daha sonra fitre kagidindan siiziilmiis ve siiziintiiden
alinan 25 ml bir erlene aktarilmistir. Birkag damla K,CrO4 ¢ozeltisi ilave edilmis ve 0,1 N
AgNO; cozeltisi ile titre edilmistir. Titrasyon sonucunda pembe renk olusumu gozlendigi

noktada sarf edilen AgNO; miktarindan % tuz orani hesaplanmistir (Anonymous 1989b).



3.2.1.5 Asitlik Tayini

Peynir orneklerinden paralelli caligilarak 10 g tartilmis ve sicak su ile ezilerek 100 ml balona
tamamlanmistir. Buradan alinan 25 ml karisima birkag damla fenolftalein ilave edilmis ve 0,1
N NaOH ile titre edilmistir. Harcanan NaOH miktar1 ile % asitlik hesaplanmistir (Anonymous
1989b).

3.2.1.6 Toplam Azot Degerinin Belirlenmesi

Peynir &rneklerinden 2 g almarak kjeldahl balonuna konulmustur. Uzerine 0,75 g HySOy, 1 g
CuSOq4, 10 g K,SO4 tozu ve 20 ml H,SOy4 ilave edilmistir. Balon mavi berrak bir renk alana
kadar yakilmistir. Daha sonra sogutulmustur ve tizerine 200 ml su ve 80 ml potasyum siilfitli
NaOH ¢ozeltisi karismayacak sekilde ilave edilmistir. Bu sekilde destilasyon diizenegine
baglanmistir. Destilasyon islemi bittikten sonra 0,1 N NaOH c¢ozeltisi ile titre edilmistir.
Titrasyon mavi rengin kirmiziya donmesi ile sona ermistir. Bulunan deger ile % azot miktar1

hesaplanmistir (Gripon ve ark. 1975).

3.2.1.7 pH Degerlerinin Belirlenmesi

Peynir 6rneklerinde pH o6l¢limii i¢in 10 g peynir 15 ml saf su igerisinde iyice homojenize
edilmis ve birlesik elektrotlu pH-metre (Hanna Instruments pH 211 microprocessor pH meter)
kullanilarak pH’s1 belirlenmistir.

3.2.2. Siirk Orneklerinin Mikrobiyolojik Analizleri

3.2.2.1. Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri Sayimi

Peynir Orneklerinin TMAB sayimi i¢in, Plate Count agar (PCA) (Oxoid Ltd.) besiyeri
kullanilmistir. Uygun dillisyonlardan c¢ift petri plagina yiizeye ekim yontemi ile ekim

yapildiktan sonra 30 £ 1 °C’de 48 saat inkiibe edilmis ve koloni igeren petriler sayilmigtir

(Marshall 1992).
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3.2.2.2. Koliform Grubu Bakteri Sayim

Peynir orneklerinde koliform grubu bakteri sayimi icin Violet Red Bile agar (VRBA)
(Merck) kullanilmistir. Uygun diliisyonlardan ¢ift petri plagina 1 ml ilave edilmis, {izerine 45
°C’ye kadar sogutulmus VRBA’dan 13-15 ml kadar ilave edilerek ters gevrilmis ve 35 + 2
°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda c¢ap1 0,5 mm’den daha biiyiik
olan koloniler sayilmistir (Marshall 1992).

3.2.2.3. Maya - Kiif Sayimi

Maya ve kiif sayimi Potato Dextrose agar (PDA) (Merck) kullanilmistir. PDA otoklavda steril
edildikten sonra % 10’luk steril tartarik asit ile pH’s1 3,5 = 0,1°e ayarlanmis ve yiizey ekim
yontemiyle ekim yapilmigtir. Ekim yapilan plaklar 25 °C’de 5- 7 giin inkiibasyona birakilmig

ve inkiibasyondan sonra koloniler sayilarak maya ve kiif sayis1 bulunmustur (Marshall 1992).

3.2.2.4. LAB’lerinin Sayilarinin Belirlenmesi

MRS agarda gelisen LAB’leri saymu i¢in Man Ragosa Sharpe agar (MRS agar) (Merck)
kullanilmistir. Steril edilmis MRS agar ile uygun diliisyonlardan 0,1 ml ilave edilerek yiizeye
ekim yontemi yapilmigtir. Petri kutular1 30 = 1 °C’de 3 giin inkiibe edilmis ve koloni igeren

petriler sayllmistir (Baumgart ve ark. 1986).

M17 agarda gelisen LAB’ler1 sayimi ig¢in steril edilmis M-17 agara (Merck) uygun
diliisyonlardan 0,1 ml ilave edilerek yiizeye ekim yontemi ile ekim yapilmistir. Petri kutulari
30 £ 1 °C’de 48 saat inkiibe edilmis ve koloni igeren petriler sayilmistir (Gilliand ve ark.
1984).

3.2.3. LAB’lerinin izolasyonu, Tanimlanmasi ve Muhafazasi

Peynir 6rneklerinden LAB’leri izolasyonu i¢in, hazirlanan uygun dilisyonlardan MRS agar
ve M17 agara yiizeye yayma yontemiyle ekim yapilmistir. MRS agara ekim yapilan plaklar
30 °C’de 72 saat, M17 agar’a ekim yapilan plaklar ise 30 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmigtir (Collins ve Layne 1984; Centeno ve ark. 1996a). Inkiibasyon sonucu her iki
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besiyerinde gelisen tipik goriiniislii kolonilerin (1-2 mm ¢apli konveks, yuvarlak ya da bugday
tanesi sekilli, beyaz veya krem renkli koloniler) mikroskobik morfolojileri incelenmis ve
ayrica katalaz testi ile Gram boyama deneyine tabi tutulmustur. Gram pozitif, katalaz negatif,
kok veya ¢ubuk sekilli bakterilerden alinmis, MRS ve M 17 broth’a ekim yapilmis ve 30 °C’de
24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra tekrar MRS ve M17 agara
¢izim usulii ekim yapilmig ve 30 °C’de 24- 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu siire
sonunda Gram boyama, mikroskobik goriinlim, katalaz testi tekrar edilmis ve homojen
goriiniimlii Gram pozitif, katalaz negatif kok veya basil seklindeki muhtemel laktik asit

bakterileri secilmistir.

Daha sonra bakteri kiiltiirlerinin hepsi, uygun besiyerinde gelistirildikten sonra %15 gliserol

ortaminda -86 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.1 Gram Boyama

Izolatlarin 24 saatlik geng kiiltiirlerinden Gram boyama yapilmis ve menekse renkli koloniler

Gram pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.2 Katalaz Testi

Katalaz testi icin MRS ve M17 agarlarda gelistirilmis olan koloniler {izerine % 3’liik H,O,
damlatilmis ve kolonilerin etrafinda gaz kabarciklarinin  goriilmesi pozitif olarak

degerlendirilmistir.

3.2.4 168 rDNA Yontemi Ile DNA izolasyonu ve PCR’da Cogaltilmasi

DNA izolasyonu; bakterilerin lize edilmesi, proteinlerinin uzaklastirilmasi, DNA’nin
¢Oktiiriilmesi ve temizlenmesi asamalarindan olusmaktadir. izolasyonu gerceklestirmek igin
Genomic DNA Purification KIT (Fermentas) kullanilmistir. Saf bakteri kiiltlirii sivi
besiyerinde (18 saat) gelistirilmistir. Daha sonra 5 ml siv1 besiyerine 500 pl asilanarak 16 saat
inkiibasyona birakilmistir. (DNA izolasyonunda 5 ml s1v1 besiyerine 500 pl kiiltlir agilanarak
(%10’luk) 3-4 saatlik taze kiiltiir en uygunudur). 1000 pl 6rnek alinip ve santrifuj edilmistir.
(10.000 devirde 10 dk ) Cikan tiiplerden siipernatant atilarak 500 pl Tris- EDTA buffer ilave
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edilerek tiip yikanmistir ve 10.000 devirde 15 dk santrifuj edilmistir. Cikan ependorflardan
buffer dokiiliip ve igerisine 200 pl lizozim ilave edilmistir. 38 °C’de 30- 45 dk su banyosunda
bekletilmistir. (Bu asamada artik hiicre pargalanmaya baslamaktadir). Su banyosundan
cikarilip 400 pl lysis solusyonu ilave edilmistir. El ile c¢alkalama yapilmistir. (Hiicre
parcalandig1 i¢in vortex yapilmamalidir). 65 °C’de 10 dk su banyosunda bekletilmistir. Su
banyosundan ¢ikarilip acele bir sekilde 600 pl kloroform ilave edilmistir. 1-2 dk bekletilip
10.000 devirde 2-4 dk santrifuj edilmistir. Yeni ependorflarin igerisine 720 ul steril su ve
tizerine 80 pl precipitation ¢ozeltisi ilave edilmistir. Santrifujdan sonra ¢ikan tiiplerden iist faz
yani DNA alinmistir. Ara fazda hiicre kalintilar1 vardir alinmamaya 6zen gosterilmelidir.
Lizozim kullanilmigsa yaklasgik 600 pl, kullanimamissa 200 pl DNA alinabilmektedir.
Hazirlanan yeni ependorflara aktarilmistir. 10.000 devirde 2 dk santrifuj edilmistir. Ust
taraftaki cozelti akitilarak 100 pl NaCl c¢ozeltisi ilave edilmistir ve dipteki DNA
¢oziindiiriilmiistiir. Uzerine 300 ul soguk saf etanol ilave edilmistir. Ependorflar — 20 °C’de
bir gece depolanmigstir. -20 °C’de c¢ikarillan ependorflar 10.000 devirde 10 dk santrifuj
edilmistir. Daha sonra igerisindeki alkoliin steril kabinde 1yice uzaklastirilmasi1 saglanmistir.

Alkol tamamen uzaklastiginda 50 pl steril saf su ile yikanmis ve iyice ¢oziindiirilmiistiir.

16S rDNA yontemi ile bakterilerin tanimlanmasinda genel bakteriyel primerler kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PCR) ile ¢ogaltilan 16S rDNA bdlgesinin homolojisinden
yararlanilmigtir. Calismalarda ileri primer olarak 5> AGAGTTTGATCCCTGGCTCAG- 3’ ve
geri primer olarak 5’- CCGTCAATTCCTTTGAGTTT — 3’ kullanilmistir (Beasley ve Saris
2004).

Calismada 500 pl’lik PCR tiiplerine toplam hacim 50 pl olacak sekilde sirasiyla 17,5 pl
molekiiler caligmalar icin tretilmis steril su, 2,5 pl Buffer (MgCl, icermez), 0,5 pnl
(deoksiniikleotidtrifosfat) dNTP miks (dATP, dCTP, dGTP, dTTP’lerden her birinin
konsantrasyonu 200 uM olacak seklide hazirlanan karigim), 0,5 pl 16S ileri ve 0,5 pl 16S geri
primerleri, 2 pl MgCl, ve 0,5 ul Tag DNA polimeraz enzimi ve son olarak 1 ul DNA ilave
edilmis ve (negatif kontrol i¢in 1 ul ¢alismada kullanilan sterli su kullanilir) tiipler PCR
haznesine yerlestirildikten sonra PCR reaksiyon parametreleri 94 °C’de 5 dk Initial
Denaturation (denaturasyonun baglamasi) , 94 °C’de 45 sn Denaturation (gift zincirin
agilmasi), 53 °C’de 1 dk Annealing (primerlerin baglanmasi), ve 72 °C’de 1 dk Extension
(zincir uzamasi) olarak programlanmistir ve bu islem 30 defa tekrarlanmistir. islem

tamamlandiktan sonra bu reaksiyonun sonuna, son zincir uzama asamasi i¢in 72 °C’de 10 dk
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Final Extension (son uzama) eklenmistir (Blaiotta ve ark. 2002) ve 4 °C’ye sogutulmustur.

PCR’dan ¢ikarilan tiipler — 40 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.5 Izolatlarin Agaroz Jelde Analizi

DNA oOrneklerinin elektroforezi, % 1 agaroz iceren jellerde yapilmistir (Meyers ve ark. 1976).
Yatay jel sistemleri i¢in agaroz, 100 ml tris-asetat elektroforez tamponu igerisinde ve kaynar
su banyosunda ¢oziilmiistiir. 45 °C’ye kadar sogutulan ortam elektroforez plakalarina 30 — 50
ml olacak sekilde aktarilmistir ve jel taraklar yerlestirilerek 60 dakika bekletilmistir. Bu siire
sonunda tampon ¢ozelti, jeli kapatacak sekilde elektroforez tanklarina dokiilmiis ve jellerin
zedelenmemesine dikkat edilerek, taraklar ¢ikartilmistir. - 40 °C’den ¢ikartilan PCR’lanmis
DNA orneklerinden 1 pl alinarak temiz bir parafilm iizerinde 2 ul boya ¢ozeltisi (Gene Ruler
1 kb DNA Ladder) ile karistirilmis ve mikropipet araciligi ile jel kuyucuklaria yiiklenmistir.
DNA’nin biiyiikliigiinii belirlemek amaciyla jelin bir kuyucuguna da 5 pl marker (6x Loading
Dye Solution) yiiklenmistir. Yiikleme islemi bittikten sonra tank kapatilarak gii¢ kaynagina
baglanmistir.  Elektroforez, 100 voltta — 325 mA’de 30- 60 dakika siire ile yapilmistir
Yiikleme boyast jelin % ve 4/5’lik kismimi gectikten sonra elektroforez islemi sona
erdirilmistir. Ortamdan alian jel, kullanilan elektroforez tamponunun yeni hazirlanmis 0,2
pg/ml etidyum bromit igeren ¢ozeltisinde 30 dakika boya islemine tabi tutulmustur. Boyama
1slemi biten jel 366 nm dalga boyunda ultraviyole 1sikta incelenerek Kodak Gel Logic 200
Imaging System (Kodak, USA) kullanilarak fotograflari alinmistir (Macrina ve ark. 1982).

3.2.6 PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi ve Tanimlanmasi
PCR’da ¢ogaltilan ve agaroz jelde goriintiilenen DNA 6rnekleri Qiagen saflastirma kiti (Cat.

No. 28104) kullanilarak agaroz jelden saflastiriimis ve DNA dizi analizi REFGEN (ODTU

Teknokent, Ankara) firmasi tarafindan yapilmistir.
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3.2.7 BLAST Tarama

BLAST (Basic Alingment Search Tool), aranan dizi sirasini (niikleotid veya amino asit) veri
tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz dizileri ile karsilastirarak ayni1 veya en yakin
olan dizi swrasmin ait oldugu mikroorganizmayi, % yaklagimla veren bir bilgisayar
programidir. BLAST, molekiiler biyoloji ile bilgileri bir kaynakta toplamayr ve genom
verilerinin bilgisayar ortaminda analiz edilmesi icin bilgisayar programlart gelistirmeyi
amaclayarak, 1988 yilinda kurulan National Center for Biotechnological Information adli
kurulus tarafindan gelistirilmis bir veri tabanidir (Ely ve Chen 2001). Baz siras1 belirlendikten

sonra, bu sira (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST/) adli internet sayfasinda bulunan

program kullanilarak veri tabani ile karsilastirilir. Tarama sonucu, aranan dizi sirasinin hangi
mikroorganizmaya ait olabilecegi, benzerlik ylizdesi ile birlikte belirlenir (Altschul ve ark.

1997).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Siirk Orneklerinin Baz1 Fizikokimyasal Ozellikleri

Stirk 6rneklerinde kurumadde, yag, tuz, kiil, protein, asitlik ve pH analiz sonuglar1 Cizelge

4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Siirk 6rneklerinin bazi fizikokimyasal analiz sonuglari

Ornek Kurumadde Yag Tuz Kiil Protein Asitlik pH

No (%) (%) (%) (%) (%) (%)

1 42,51+0,10 7,70+0,10 5,06+0,25 530+0,03 18,79+0,43 23+0,05 3,3+0,10
2 4426+0,10 835+0,15 446+0,18 7,40+0,04 16,56+0,22 23+0,10 4,1+0,05
3 4326+0,09 7,10+0,20 598+0,16 7,17+0,02 16,10£0,14 2,7+0,05 4,5+0,01
4 43,49+0,03 725+0,15 6,15+0,07 7,23+0,04 17,70+0,14 2,6+0,10 4,7+0,10
5 4239+£0,08 8,85+0,15 595+021 7,08+0,05 18,63+ 0,21 24+0,10 3,4+0,05

6 41,70+ 0,07 6,05+0,25 532+021 6,73+0,11 16,49+0,07 23+0,05 3,7 £0,01
7 41,22+0,04 735+0,15 583+0,16 7,11+0,01 1598=+0,10 2,1+0,15 3,5+0,05
8 42,56 +0,31 6,40+0,10 6,60+0,15 634+0,06 16,59+0,14 23+0,05 4,2+0,10
9 44,70+ 0,24  7,40+0,20 5,28+0,03 6,14+0,04 18,40+0,07 24+0,05 3,2+0,05
10 41,89+0,03 595+0,05 6,84+0,09 7,27+0,09 1693+0,19 2,7+0,15 4,7+0,05
11 45,57+0,05 695+0,15 4,75+0,08 5,73+0,01 15,78+0,09 2,0+0,10 4,8+0,05
12 40,79+0,12 895+0,15 5,29+0,10 6,80+0,11 18,34+0,07 1,9+0,01 4,7+0,15
13 41,77+£0,15 6,75+0,15 4,60£0,07 580+0,07 16,60+£0,13 2,1+£0,10 5,1+0,01
14 4722+0,04 8,05+0,15 493+021 542+0,19 17,70+0,14 22+0,05 3,3+0,15
15 46,07+0,19 550+0,10 5,72+0,15 6,64+0,22 16,58+0,13 2,3+0,05 4,8+0,10

Incelenen drneklerin kurumadde degerleri % 41,70 £ 0,07 ile % 47,22 + 0,04 (ortalama %
43,36 + 1,85), yag oranlar1 incelendiginde en diisiik % 5,50 + 0,10, en yiiksek % 8,95 + 0,15
ve ortalama % 7,24 + 1,02 tespit edilmistir.

Siirk 6rneklerinin tuz degerleri % 4,46 = 0,18 ile % 6,84 £ 0,09 arasinda de§ismekte ve

ortalama % 5,52 + 0,71 olarak belirlenmistir. Protein degerleri ise en diisiik 15,78 + 0,09, en
yiiksek 18,79 + 0,43 (ortalama % 17,14 + 1,02) olarak belirlenmistir.
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Orneklerin asitlik degerleri 1,9 + 0,01 ile 2,7 £ 0,05, (ortalama % 2,33 + 0,24) kiil degerleri
5,30 £ 0,03 ile 7,40 £ 0,04 (ortalama 6,54 + 0,71) ve pH degerleri 3,2 £+ 0,05 ile 5,1 + 0,01

(ortalama 4,16 + 0,66) arasinda bulunmustur.

Siirk 6rneklerinin kurumadde sonuglar1 Giiler-Akin ve Konar (2002) ve Biger ve ark. (2002)
belirlemis olduklar1 degerler ile benzer, Durmaz ve ark. (2004) belirledikleri degerden diisiik
tespit edilmistir. Orneklerin kurumadde oranlarindaki farkliliklarin, muhtemelen incelenen
orneklerin tiretiminde farkli 6zellikte ayran ¢dkelegi kullanilmasindan ve iiretim sirasinda

uygulanan islemlerin farkli olmasindan kaynaklandigi sdylenebilir.

Orneklerin yag oranlar1 Giiler-Akin ve Konar (2002) ile benzer deger araliginda bulunmus
ancak Biger ve ark. (2002) ve Durmaz ve ark. (2002) belirledikleri degerlerden daha diisiik
tespit edilmistir.Yag oranlarinin ise genis bir aralikta degisim gostermesi, kurumadde
miktarlarmin farkli olmasindan ve iiretimde farkli miktarlarda yag igeren (asitligi ilerlemis
siitten ve ayrandan elde edilen) ¢okeleklerin kullanilmasindan kaynaklanabilir. Ayrica taze
olarak tiiketilen siirklerin zeytinyag: icerisinde muhafaza edilmesi veya disina zeytinyagi
stiriilerek jelatine sarilmak suretiyle satisa sunulmasi ve olgunlagmis siirklerin {izerine

zeytinyag dokiilerek tiiketilmesinin de etkisi olabilir.

Tuz oran1 daha once yapilmis ¢alismalardan farkli daha diisiik degerde tespit edilmistir. Bu
farkliligin sebebi orneklere degisik oranlarda tuz katilmasina ve rutubet oranlarinin farkl

olmasina baglanabilir.

Orneklerin protein degerleri Giiler- Akin ve Konar (2002) ve Biger ve ark. (2002) ile
benzerlik gostermektedir. Ancak Durmaz ve ark. (2004) bulduklar1 degerlerden daha diisiik
tespit edilmistir. Bu farkliligin sebebi ~ rutubet ve yag oranlarindaki farkliliktan

kaynaklanmaktadir.

Asitlik ve pH degerleri, diger calismalara oranla daha yiiksek bulunmustur. Bu farkliligin

sebebi de peynirlerin depolama siireleri ve hammaddenin durumu ile iliskilendirilebilir.
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4.2 Siirk Orneklerinin Baz1 Mikrobiyolojik Ozellikleri

Sturk orneklerinde Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri, maya-kiif, koliform bakteri ve
LAB’leri sayimi gibi bazi mikrobiyolojik analizler yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.2.°de
verilmistir.

Cizelge 4.2 Siirk 6rneklerinin bazi1 mikrobiyolojik analiz sonuglari (log kob/g)

Ornek No TMAB Maya-kiif Koliform MRS agarda M17 agarda
Bakteri gelisen LAB gelisen LAB
1 6,06+ 0,01 3,38 £ 0,08 <1 5,73+0,10 3,17+0,12
2 6,57+ 0,57 3,45+0,15 <1 6,20 + 0,03 2,95+ 0,04
3 6,90 + 0,60 3,15+0,15 <1 6,02 + 0,49 2,844 0,06
4 6,60 + 0,30 3,53 +0,53 <1 5,93 +0,02 3,40 £ 0,29
5 6,69 = 0,38 3,53+ 0,20 <1 6,06 = 0,01 3,40 + 0,70
6 6,30 + 0,30 4,16+ 0,01 <1 581 +0,05 2,84+ 0,06
7 6,53 + 0,06 4,32 +0,07 <1 6,27+ 0,01 3,09+ 0,01
8 5,38+ 0,08 3,58 +£0,58 <1 5,31+ 0,06 3,02+0,17
9 6,32+0,15 4,69 + 0,03 <1 5,90+ 0,14 3,62+0,25
10 6,50+ 0,50 3,84+ 0,06 <1 6,46 + 0,02 2,75+0,15
11 6,37 +0,22 4,47 + 0,35 <1 5,45+ 0,20 2,57+0,27
12 5,80+ 0,19 3.82+0,52 <1 5,18+0.23 3,14+ 0,03
13 6,65+ 0,34 3,58+0,11 <1 5,68 £ 0,03 2,99 £ 0,08
14 6,97+ 0,06 4,68 £0,26 <1 6,01 +£0,06 3,53+0,21
15 6,65+ 0,34 4,94 + 0,03 <1 488 +£0,28 3,65+ 0,04

Incelenen Siirk &rneklerinde Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri sayis1, 5,38 + 0,08 log kob/g
ile 6,97 £ 0,06 log kob/g arasinda (ortalama 6,42 + 0,41 log kob/g), maya-kiif sayis1 3,15 +
0,15 log kob/g ile 4,94 + 0,03 log kob/g arasinda (ortalama 3,94 + 0,55 log kob/g), koliform
bakteri sayis1 <1 log kob/g olarak tespit edilmistir.

Orneklerde MRS agarda gelisen LAB’leri sayis1 4,88 £ 0,28 log kob/g ile 6,46 + 0,02 log
kob/g arasinda (ortalama 5,79 + 0,43 log kob/g) ve M17 agarda gelisen LAB sayis1 2,57 +
0,27 log kob/g ile 3,65 + 0,04 log kob/g arasinda (ortalama 3,13 + 0,32 log kob/g) olarak

belirlenmistir.

18



Incelenen Siirk érneklerinin mikrobiyolojik sonuglart bu konuda yapilmis diger calismalar ile
karsilastirildiginda TMAB sayilari, Sagdi¢ ve ark. (2005) ile Masatcioglu ve Avsar (2005) ile

benzerlik gostermektedir.

Orneklerin maya-kiif sayilari, Sagdi¢ ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismaya oranla daha
diisiik tespit edilmistir. Burada peynirin olgunlasma siiresi, sicakligi ve nemi onemli oranda

etkilidir.

Siirk 6rneklerine ait koliform grubu bakteri sayis1 <1 log kob/g olarak tespit edilmistir. Omer
(1996) ve Gaya ve ark. (1983) yaptiklar1 ¢alismada LAB sayis1 ve dolayisila pH degerine
bagli olarak koliform bakteri sayisinda azalma meydana geldigi tespit etmis ve buldugumuz
sonuglar ile benzerlik gézlenmistir. Sagdi¢ ve ark. (2005) Siirk peynirinde Koliform grubu
bakteri sayisinin bir peynirin hijyenik sartlarda yapilip yapilmadig:r hakkinda énemli bilgiler
verdigini belirtmislerdir. Beyaz peynir standartinda (TSE 591) koliform grubu bakteri
sayisinin 100 kob log/g (2 log kob/g)’dan daha yiiksek olamayacagi hiikkmii yer almaktadir.
Bu durumda analiz edilen 15 6rnekte koliform grubu bakteri sayisi itibariyle standartlara

uygun oldugu belirlenmistir.

Stirk 6rneklerinden izole edilen MRS ve M17 agarda gelisen LAB’leri sayis1 Sagdi¢ ve ark.
(2005) yaptiklar: calismada elde ettikleri ile benzer bulunmustur.

4.3. LAB’lerinin izolasyonu ve Tanimlama Sonugclar

Aragtirmada tesadiifi olarak secilmis 15 adet siirk 6rnegi materyal olarak kullanilmistir. Her
peynir 0rneginden her bir besiyeri (MRS ve M17 agar) i¢in 4’er adet olmak {izere toplam 120
izolat alinmig, Gram boyama, mikroskobik goriiniim, katalaz testi neticesinde M17 agardan
elde edilen 60 izolattan 29 tanesi, MRS agardan saglanan 60 izolattan 17 tanesi muhtemel
laktik asit bakterisi olarak belirlenmis ve toplam 46 laktik asit bakterisi DNA dizi analizi

yontemine gore tanimlanmigtir.
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4.4. 16S rDNA Yontemi ile izole Edilen ve PCR’da cogaltilan DNA Orneklerinin Agaroz

Jelde Goriintiileri

Strk oOrneklerinden izole edilen ve yukarida da bahsedildigi gibi c¢esitli fiziksel ve
biyokimyasal testler ile 6n tanimlamasi yapilan LAB’lerinin 16S rDNA yontemi ile DNA
izolasyonu yapilmis ve izole edilen DNA ornekleri PCR’da ¢ogaltildiktan sonra agaroz jelde
gorlntiilenmistir. Agaroz jelde kullanilan marker’in agilimi Sekil 4.4.1’de gosterilmistir.
Sekilde goriilen 900-1000 bp araliginda DNA o6rneklerimizi gérmekteyiz. Sirasiyla Sekil
4.4.2, 443 ve 4.4.4°de bu goriintiiler verilmistir. Goriintiilerden de anlasilacagi gibi DNA
izolasyon islemi basarili bir sekilde gerceklestirilmis ve jelde, ¢ogaltilan DNA 6rneklerinin
goriintlileri rahatlikla gézlenebilmektedir. Silik goriintiillenen DNA 6rneklerinin ise izolasyon
sirasinda DNA’nin arafaz olarak parcalanmig hiicre igerisinden alinmasi sirasinda bulagsma

olmasindan kaynaklanmis olmas1 muhtemeldir.

10.000 bp
6000 bp

3000 bp
2500bp
2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp

e
E—
=
= e,
 ————
Ecra =
m—
o
e

Sekil 4.4.1. Marker agilimi

20



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 131415 16 17 18 19 20 21 22

S B s

Sekil 4.4.2 Agaroz jelde DNA goriintiileri

1= Marker, 2= Lc*.9, 3= Lc.10 (Tekrar), 4= Lc.11, 5= Lc.12, 6= Lb.3, 7= Lc.13, 8= Lc.14,
9= Lc.15, 10= Lb.2, 11=Lb.1, 12= Lc. 1, 13= Lb.5, 14= Lc.19, 15= Lc.20, 16= Lb*.6, 17=
Lb. 8, 18=Lc.21, 19= Lc.22, 20= Lc. 23, 21= Lc.10, 22= Marker.

Lc" =MI17 agarda gelisen LAB’si
Lb" = MRS agarda gelisen LAB’si
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Sekil 4.4.3. Agaroz jelde DNA goriintiileri

1= Marker, 2= Lb.10, 3=Lb. 12, 4= Lc.24, 5= Lc.26, 6= Lc.27, 7= Lc.28, 8= Lb.7, 9= Lc.16,
10=Lc.17, 11= Lc.18, 12= 77?7, 13= 7?7, 14= Lb.11, 15= 7?2, 16= Lc.25, 17= Lb.7 (Tekrar),
18= Negatif Kontrol, 19= Marker.

???= Dizi analizi yapilamayan suslar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

900bp

Sekil 4.4.4. Agaroz jelde DNA goriintiileri

1= Marker, 2= Lc. 2, 3= Lc.3, 4= Lc. 5, 5= Lc.6, 6= Lc.7, 7= Lc.8, 8= Lc.4, 9= Lb.9, 10=
Lb.17, 11= Lc.29, 12= Lb.13, 13= Lb.14, 14= Lb.15, 15= Lb.16, 16= Negatif Kontrol, 17=
Marker
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4.5. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi ve Dizi Analiz Sonuclari

DNA orneklerinin PCR’da c¢ogaltilmasindan sonra sekans analizi yapilmadan once mutlaka
PCR iiriinlerinden temizlenmesi gerekmektedir. ileri ve geri primerlerle yapilan dizi analizi
sonucu elde edilen baz siralarinin, NCBI BLAST veri tabaninda yapilan karsilagtirmali tarama
sonucu elde edilen tanimlama sonuglari daha dnce yapilan ¢esitli fiziksel ve biyokimyasal
testler ile de karsilastirilarak en yiiksek benzerlik oranina sahip secenek, tiir adi olarak kabul
edilmistir. Cizelge 4.5.1.’de sekans analiz sonuglar1 verilmistir. Partial sequence olarak
belirtilen tanimlama sonuclarinda dizi analizi sirasinda primerlerden sadece bir tanesi ile

eslesme gosterip sonuglandirildigl yorumu yapilabilmektedir.

Cizelge 4.5.1 izolatlarin sekans analiz sonuclar

izolatlar Tanimlama Sonucu

Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
Le. 1 partial sequence

Enterococcus durans strain K22-24 16S ribosomal RNA gene,
Le.2 complete sequence

Enterococcus durans strain KLDS 6.0601 16S ribosomal RNA gene,
Lc.3 partial sequence

Enterococcus durans strain K22-24 16S ribosomal RNA gene,
Lc. 4 complete sequence

Enterococcus durans strain KLDS 6.0606 16S ribosomal RNA gene,
Lc.5 partial sequence

Pediococcus acidilactici strain UL5 16S ribosomal RNA gene, partial
Lc. 6 sequence

Enterococcus faecium gene for 16S rRNA, partial sequence, strain:
Lc. 7 NRIC 0114

b 1 Lactobacillus brevis partial 16S rRNA gene, strain ACA-DC 3401

Enterococcus durans strain KLDS 6.0318 16S ribosomal RNA gene,
Lc. 8 partial sequence

Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
Lc.9 partial sequence

Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,

Le. 10 partial sequence
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Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,

Lc. 11 | partial sequence
Lb. 2 Lactobacillus brevis partial 16S rRNA gene, strain ACA-DC 3401
Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
Lc. 12 | partial sequence
b 3 Lactobacillus brevis partial 16S rRNA gene, strain ACA-DC 3401
Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
Lc. 13 | partial sequence
Lb. 4 Lactobacillus brevis partial 16S rRNA gene, strain ACA-DC 3401
Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
Lc. 14 | partial sequence
Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
Lc. 15 | partial sequence
Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
Lc. 16 | partial sequence
Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
Le. 17 partial sequence
Le. 18 Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
) partial sequence
Lb.5 Lactobacillus paracasei strain L7 16S ribosomal RNA gene, partial
' sequence
Le. 19 Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
) partial sequence
Le. 20 Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
) partial sequence
Lb. 6 Lactobacillus paracasei strain L7 16S ribosomal RNA gene, partial
' sequence
Lb.7 Lactobacillus brevis partial 16S rRNA gene, strain ACA-DC 3401
Lb. 8 Lactobacillus paracasei strain L7 16S ribosomal RNA gene, partial
) sequence
Le. 21 Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
] partial sequence
Lactobacillus paracasei strain L7 16S ribosomal RNA gene, partial
Lb.9 sequence
Lb. 10 Lactobacillus brevis partial 16S rRNA gene, strain ACA-DC 3401
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Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,

Lc. 22 | partial sequence
Lb. 11 Lactobacillus paracasei strain L7 16S ribosomal RNA gene, partial
) sequence

Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence
Lc. 23

Lactobacillus paracasei strain L7 16S ribosomal RNA gene, partial
Lb 12 sequence

Pediococcus sp. NGRI 0510 gene for 16S ribosomal RNA, complete
Lc. 24 sequence

Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
Lc. 25 | partial sequence

Lactobacillus paracasei strain L7 16S ribosomal RNA gene, partial
Lb. 13 | sequence

Lactobacillus paracasei strain L7 16S ribosomal RNA gene, partial
Lb. 14 sequence

Lactobacillus paracasei strain L7 16S ribosomal RNA gene, partial
Lb. 15 sequence

Lactobacillus paracasei strain L7 16S ribosomal RNA gene, partial
Lb. 16 | sequence

Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
Lc.26 | partial sequence

Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
Lc. 27 | partial sequence

Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
Lc. 28 | partial sequence

Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 16S ribosomal RNA gene,
Lc.29 | partial sequence
b 17 Lactobacillus brevis partial 16S rRNA gene, strain ACA-DC 3401
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada Hatay’a 6zgii bir siit iirlinii olan 15 farkli Siirk peyniri 6rnegi fizikokimyasal ve
mikrobiyolojik olarak incelenmis, ayrica bu drneklerden laktik asit bakterileri izole edilmis ve
tanimlanmistir. Bu arastirma sonucunda asagida belirtilen bulgular elde edilmis ve Oneriler

yapilmistir.

1. Incelenen Siirk 6rneklerinin ortalama kurumadde, yag, asitlik, protein, tuz, kiil ve pH
degerleri sirasiyla % 43,36 £1,85, % 7,24 +£1,02, % 2,33 £0,24, % 17,14 £1,02, % 5,52
+0,71, 6,54+0,71 ve 4,16 £ 0,66 olarak tespit edilmistir.

2. Siirk 6rneklerinin ortalama TMAB, maya-kiif, koliform bakteri ve MRS ile M17 agarda
gelisen LAB’leri sayilar sirasiyla 6,42 + 0,41 log kob/g, 3,94 + 0,55 log kob/g, <1 log
kob/g, 5,79 = 0,43 log kob/g ve 3,13 £ 0,32 log kob/g olarak belirlenmistir.

3. Izole edilen 46 laktik asit bakterisinin % 47,82’si Pediococcus acidilactici, % 21,731
Lactobacillus paracasei, % 15,211 Lactobacillus brevis, % 10,86’s1 Enterococcus

durans, % 2,17’si Enterococcus faecium olarak belirlenmistir.

Yapilan bu calismada Siirk’ten izole edilen ve tanimlanan LAB’lerinin ¢ok az bir kisminin,
1s1l islem gormesi sebebiyle ¢okelek ya da ayrandan gegmis oldugu diisiiniilmektedir. izole
edilen LAB’lerinin biiylik ¢ogunlugunun Siirk’iin hazirlanis1 sirasinda ilave edilen baharatlar
ile islenmesi ve olgunlastirilmas: sirasinda meydana gelen bulasmalardan kaynaklandigi
sOylenebilir. Ancak tanimlanan bu bakterilerin hepsi gida orijinlidir. Buradan yola ¢ikarak
Siirk ve benzeri yoresel iirlinlerimizden izole edilen LAB’lerinin fermente siit iiriinlerinde

starter kiiltiir olarak kullanim potansiyeli bulunmaktadir.
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