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Anahtar Kelimeler Ozet: Bu calismada laboratuvar sartlarinda cig siitten iiretilmis 7 adet beyaz
Beyaz peynir peynir 6rnegi izolasyon materyali olarak kullanilmistir. 7 adet peynir 6érneginden
Baslatic kiiltiir toplam 145 koloni izole edilmis bunlardan 77 adedine biyokimyasal identifikasyon
izolasyon yontemleri ve Gram-pozitif ID test kiti uygulanmistir. Bu izolatlardan 25’i
identifikasyon Lactococcus spp., 22’si Enterococcus spp. ve 30 tanesi Lactobacillus spp. olarak

belirlenmistir. Lactococcus spp. olarak tanimlanmis izolatlarin, 19’unun Lc. lactis
spp. lactis, 4’1 ise Lc. lactis spp. cremoris olarak identifiye edilmistir. Enterococcus
spp. izolatindan 5 tanesi E. faecalis, 2’si E. durans, 2’si E. avium, 4'ii Pediococcus
pentosaceus, 2’si E. faecium ve 1'i E. solitorius olarak tanimlanmistir. Lactobacillus
spp. izolatlarina uygulanan seker testleri sonucunda izolatlarin ise 7’si
Lactobacillus plantarum olarak, 7 ‘si Lb. curvatus, 10'u da Lb. jensenii olarak
tanimlanmistir. Gram pozitif ID test kiti uygulanan 14 izolat tanimlanamamustir. Bu
sonuglar dogrultusunda, beyaz peynirde hakim olan floray1 Lactobacillus spp. ve
Lactococcus spp. grubu laktik asit bakterilerinin olusturdugu belirlenmistir.
Identifikasyonu yapilan 77 bakterinin asit iiretimi, proteolitik ve dekarboksilaz
aktivitesi, antibiyotik duyarliligi, organik asit liretimi ve aroma maddeleri
belirlenmistir. Bu analiz sonuglarina gore secilen 8 adet laktik asit bakterisinin
peynir endiistrisinde uygun baslatici kiiltiir olabilecegi diisiiniilmiistir.

Determination of Lactic Acid Bacteria Properties as Starter Cultures Isolated from the
Beyaz Cheese by Biochemical Methods

Keywords Abstract: In this study, 7 samples of white cheese which was manufactured from
Beyaz cheese raw milk under laboratory conditions were used as an isolation material. 145
Starter culture colonies were isolated from 7 cheese samples and biochemical identification
Isolation methods and Gram-positive ID test Kits were applied to the 77 strains. The isolates
Identification were determined as 25 Lactococcus spp., 22 Enterococcus spp. and 30 Lactobacillus

spp. strains. Lactococcus spp. were identified 19 Lc. lactis spp. lactis and 4 Lc. lactis
spp. cremoris. Among enterococi, 5 E. faecalis, 2 E. durans, 2 E. avium, 4 Pediococcus
pentosaceus, 2 E. faecium and 1 E. solitorius were identified. Strains of Lactobacillus
spp. were identified according to sugar fermentation tests 7 Lb. plantarum, 7 Lb.
curvatus and 10 Lb. jensenii were identified. 14 strains of Gram-positive ID test kits
applied could not be identified. These results show that, Lactobacillus spp. and
Lactococcus spp. are the dominant flora in beyaz cheese. Acid production,
proteolytic and decarboxylase activity, antibiotic susceptibility, organic acid
production and aroma compounds were determined in 77 lactic acid bacteria.
According to the results, selected 8 lactic acid bacteria are thought to be suitable
starter culture in cheese industry.
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1. Giris

Laktik asit bakterileri(LAB), basta peynir olmak iizere
bircok siit triiniiniin iiretimi ve olgunlasmasinda
onem  tasiyan  mikroorganizmalardir.  Peynir
teknolojisi acisindan LAB’nin teknolojik 6neme sahip
mikroorganizmalar olarak tanmimlanmasinda; bu
mikrooganizmalarin aroma gelistirme yeteneginin
olmasi, bakteriyosin ve ekzopolisakkarit
olusturabilmeleri, bakteriyofajlara olan
direnglilikleri, laktoz ve sitrat metabolizmalari,
antibiyotik ve agir metallere direngleri dikkate
alinmaktadir (Morandi vd., 2006; Fortina vd., 2007).

LAB tiirlerinin izolasyonu ve sayimi secici ortamlar
araciligl ile gerceklestirilmektedir. Uygun
besiyerlerinden saf kiiltiirler olarak izole edilen
bakterilerin daha sonra klasik yontemlerle gram
reaksiyonu, mikroskobik morfolojisi ve katalaz
aktiviteleri  belirlenmektedir.  Yapilan testler
sonucunda sporsuz ¢ubuk veya kok seklinde, Gram
pozitif ve katalaz negatif olarak degerlendirilen
izolatlar laktik asit bakterisi olarak ayrilmaktadir
(Schillinger ve Liicke, 1987). Bakteri suslarinin cins
diizeyinde tamimlanmasinda; bakterilerin farkh
sicakhk  ve pH  degerlerinde, farkhh  tuz
konsantrasyonlarinda gelisebilme  yetenekleri,
karbonhidratlar1 fermente edebilme durumlar,
oksijene karsi toleransi, besinsel gereksinimleri,
antibiyotiklere karsi duyarliliklari, morfolojisi ve

boya maddeleri ile verdigi reaksiyonlar gibi
fizikokimyasal ve biyokimyasal o6zelliklerinden
yararlanilmaktadir. Tuz, pH, sicaklik direncliligi
fenotipik testler; katalaz reaksiyonu, oksidaz

aktivitesi ve seker fermentasyonu gibi testler ise
biyokimyasal testler icerisinde yer almaktadir. Bunun
yant sira, mikroorganizmalarin genel grup
profillerine goére hazirlanmis cesitli sayida klasik
biyokimyasal testten olusan, hazir API 50 CH, LRA
Zym ve API AZM gibi enzimatik kitler, saf kiilttrlerin
karbonhidratlar1 fermente edebilme 6zelliklerinden
faydalanilarak c¢ig siit, fermente siit iriinleri ve
peynirde bulunan laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Test kitinden alinan sonuglar, bilgisayar programinin
veri tabaninda yer alan bakteri tiirleri ile
tanimlanmaktadir (Coeuret vd., 2003).

Tirkiye’de beyaz peynir baslatici kiltiirdi i¢in ¢ok
saylida arastirma yapilmissa da tiim arastirmacilar
tarafindan benimsenen bir beyaz peynir kiiltira
secilememistir. Arastirmacilar tarafindan farkh
bakteri kombinasyonlar: 6nerilmis olup Tiirk damak
tadina sahip baslatict  kiltir kombinasyonu
olusturulamamistir (Karasoy, 1955; Bostan vd., 1992;
Patir vd., 2001). Son yillarda herhangi bir baslatict
kultir ilave edilmeden ¢ig siitlerden geleneksel
olarak iiretilen peynirlerden izole edilen izolatlar
(wild-type) lizerine fenotipik ve genotipik
arastirmalar hizla artmaktadir (Suzzi vd. 2000;
Coppola vd., 2001; Fortina vd., 2003).
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Bu calismada amag, ¢ig siitten iretilmis peynirlerde
bulunan mikroorganizmalardan LAB’nin baslatici
kiltiir o6zelliklerinin belirlenmesidir. Bu kapsamda
Isparta ve ¢evresinden temin edilmis ¢ig siitlerden
laboratuvar sartlarinda beyaz peynir tiretilmis ve bu
peynirler baslatici  kiiltiirlerin  izolasyonu igin
kullanilmigtir. izole edilen LABnin tanimlanmasi
biyokimyasal testlerle ve identifikasyon test Kiti
kullanilarak yapimistir. Identifiye edilen
mikroorganizmalarin baslatici kaltir olma
ozelliklerinden olan asit gelisimi, proteolitik aktivite,
dekarboksilasyon  aktivite testi bu calisma
kapsaminda belirlenmistir. Antibiyotik direnc testi,
organik asit iiretim yetenekleri ve aroma olusturma
yetenekleri baska bir calismada Alp ve Oner (2013)
tarafindan yapilmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal

Arastirmada Isparta yoresinden temin edilen ¢ig inek
sttlerinden toplam 7 adet beyaz peynir oOrnegi
baslatict  kiiltiir  kullanilmaksizin  laboratuvar
sartlarinda {retilmis, peynir ve peyniralti sulari
izolasyon materyali olarak kullanilmistir.

2.2. Metot
2.2.1. izolatlarin Saflastirilmasi

Izolasyona hazirlanmis  uygun diliisyonlardan
laktokoklarin izolasyonu igin M17 agara (Merck,
Almanya), laktobasiller icin de Man, Rogosa and
Sharpe (MRS) agara (Merck, Almanya) ve
enterokoklar icin Nutrient agar (Merck, Almanya)
(NA) agar besiyerlerine yayma plak yontemiyle ekim
yapilmistir. MRS agar (pH 5.7 £ 0.2) 30 °C’ de, M17
agar (pH 7.2 £ 0.2) 28 °C’ de, NA (pH 7.0 £ 0.2) 37 °C
de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda farkli morfolojik
ozelliklere sahip koloniler se¢ilmistir. Enterokoklarin
petri kutularindan seciminde Kkii¢lik, beyaz ya da
soluk renkli ve diizgiin kenarli tipik kolonilere,
laktobasillerin se¢iminde krem renkli, mat diizgiin
kenarl kolonilere ve laktokoklarin se¢iminde beyaz
diizgiin kenarl parlak kolonilere éncelik verilmistir.
Saflik kontrolleri yapilan izolatlarin mikroskobik
gorinimi, Gram reaksiyonu ve katalaz aktiviteleri
incelenmistir. Cesitli boyutlarda kok sekilli, Gram
pozitif goriinimlii ve katalaz negatif izolatlar
enterokok ve laktokoklara; ¢ubuk sekilli, Gram pozitif
gorliiniimlii ve katalaz negatif izolatlar laktobasilere
O0zgli tam1 testleri yapilmak {izere ayrilmistir
(Halkman, 2005).

2.2.2. Biyokimyasal Yontemlerle identifikasyon

Sherman siniflamasina ve diger bazi fizyolojik ve
biyokimyasal testlere  gore identifikasyonlar
yapilmistir. Laktokoklar1 tanimlamada; 10 °C’ de ve
45 °C’ de, pH 9.6 ve % 6.5 NaCl iceren besiyerinde
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ireme testleri ile % 0.1 metilen mavisi iceren Skim
Milk (Oxoid) besiyerinde metilen mavisini rediikte
etme  durumlar,, laktobasilleri  tanmimlamada;
glikozdan gaz olusturma, arjininden amonyak
olusturma, 45 °C ve 15 °C’de gelisme testleri, litmus
milk  (Fluka) besiyerinde pihtilastirma testi,
enterekoklar1 tanimlamada 10 °C’ de ve 45 °C’ de, pH
9.6, % 6.5 NaCl ve % 0.3 metilen mavisi iceren
besiyerini rediikte etme durumlari ile %0.04 telluriti
indirgeme durumlari incelenmistir (Tunail vd., 2001).
Ayrica BBL™ CRYSTAL™ Gram pozitif identifikasyon
(ID) test kitleri kullanmilmistir. Bu test kitinde
kromojenik ve florojenik renk degisimine gore sus
ayrimlari yapilmaktadir.

2.2.3. Suslarin Laktik Asit Uretim Diizeylerinin
Belirlenmesi

Laktik asit liretim diizeylerinin belirlenmesi amaciyla
18 saatlik aktif kiiltiirlerden skim milk besiyerine % 1
oraninda inokiilasyonlar yapilmis, 30 °C’ de 6 ve 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Asit gelisimini
belirlemek i¢in inkiibasyon siireleri sonunda pH
degerleri belirlenmistir. Degerlendirme yapilirken,
skim milk besiyerinin baslangic pH degeri ile
inkiibasyon sonrasi olusan pH degerleri arasindaki
fark (ApH) dikkate alinmistir (Bradley vd., 1992).

2.2.4. Suslarin Proteolitik Aktivite Diizeylerinin
Belirlenmesi

Suslarinin proteolitik aktivite diizeyleri, gelisme
ortaminda meydana gelen tirozin miktarinin
spektrofotometrik olarak 6l¢iimii ile tespit edilmistir.
Bu amagla Citti vd. (1963) tarafindan oOnerilen
yontem kullanilmistir.

2.2.5. Suslarin Dekarboksilaz Aktivitelerinin
Belirlenmesi

Dekarboksilaz aktivitelerinin belirlenmesinde
Joosten ve Northolt (1989) yontemi kullanilmistir.
izole edilen kiiltiirlerin dekarboksilaz aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla laktokoklar icin M17 yatik
agara (pH 7.2 + 0.2) 28 °C’ de, laktobasiller i¢in de
Man, Rogosa and Sharpe (MRS) yatik agara (pH 5.7 +
0.2) 30 °C’ de ve enterokoklar i¢in Nutrient yatik
agara (pH 7.0 £ 0.2) 37 °C’ de siirme yapilmis ve
gelisimleri igcin 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Bu siirenin sonunda Mac Farland
metoduna gore hiicreler diliie edilmistir. Bu hiicreler
% 2 diizeyinde ¢esiti ~amino asitlerce
zenginlestirilmis (histidin, tirosin, lisin, ornitin,
fenilalanin, triptofan) bazal besiyerlerine inokiile
edilerek 7 gilin siireyle, anaerobik kosullarda
inkiibasyona birakilmistir.
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3. Arastirma Bulgular: ve Tartisma

3.1. Biyokimyasal Yoéntemlerle identifikasyon
Sonuglari

Tablo 1’de goruldigii ilizere biyokimyasal
yontemlerle Lactococcus  spp. cinsi  olarak
tanimlanmis 25 adet izolatin Gram Pozitif ID kitleri
kullanilarak 19’unun Lc. lactis spp. lactis, 4'liniin Lc.
lactis spp. cremoris oldugu belirlenmis diger 2’sinin
ise tanimlanmasi yapilamamistir. Enterokoklarin zor
kosullara direng gostermeleri nedeniyle
calismamizda 6zellikle % 6.5 NaCl, pH 9.6, 10 °C ile
45 °C sicaklik testlerine pozitif reaksiyon gosteren
izolatlar Enterococcus spp. olarak ayrilmis ve
toplamda 22 adet izolat tanimlanmistir. Bu izolatlarin
6 tanesi % 0.04 telluriti indirgemesi nedeniyle E.
faecalis olarak tanimlanmistir (Tablo 2). E. faecalis
oldugu tahmin edilen 6 adet izolatin 3’ii sitrattan CO>
lretimi gercgeklestirmistir. Seker testlerinin sonucu
30 adet laktobasil susunun 10 adedi Lactobacillus
plantarum, 20 adedi Lactobacillus spp. olarak
belirlenmistir. Gram Pozitif ID Kkiti kullanilarak
yapilan karbonhidrat testleriyle tanimlanan 24 adet
Lactobacillus spp. izolatinin 7’si L. plantarum, 7’si L.
curvatus ve 10’u ise L. jensenii olarak tanimlanmistir
(Tablo 3). Biyokimyasal testler ile L. plantarum olarak
tanimlanan 7 izolat karbonhidrat testleri ile de L.
plantarum olarak tanimlanmistir. Bu izolatlar
sellobiyoz, laktoz, maltoz, melibiyoz, rafinoz, riboz,
salisin, sakkaroz ve trehaloz sekerlerini fermente
etmis fakat ramnoz, ksiloz, arabinoz, sorbozdan asit
liretememis ve sorbitolde asit liretimleri degiskenlik
gostermistir (Durlu-Ozkaya, 2001).

3.2. Suslarin Asit Uretim Sonuglar:

Asit Giretimi agisindan kiyaslandiginda; laktokoklarda
skim milk ortaminda 30 °C’'de 6 saat inkiibasyon
sonucunda saptanan ApH degerleri, 0.13-1.52
arasinda degisim gostermistir. Karakus (1994)'un
calismasinda beyaz peynirden 82 adet Lc. lactis susu
izole edilmis ve tanimlanmis olup, suslarin % 25.6’s1
yavas (ApH<1.00), % 59.7’si orta diizeyde (1.00<
ApH<1.50) ve % 14.6’s1 hizli diizeyde (ApH >1.50)
asit olusturma aktivitesi gdstermislerdir. Ayrica Lc.
diacetylactis suslarinin % 20.4’i yavas, % 65.3' orta
ve % 14.2'si ise hizli asit olusturma aktivitelerine
sahip oldugu belirlenmistir. Bu degerlere gore; 6
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ApH diizeylerinde
meydana getirdikleri degisim 1’in altinda olanlar
diisiik diizeyde, 1-1.5 arasinda olanlar orta diizeyde,
1.5’den yiiksek olanlar ise yliksek diizeyde asit iireten
suslar olarak tanmimlanmistir (Bradley vd. 1992;
Karakus, 1994; Durlu-Ozkaya, 2001). Calismamizda
yliksek asit iiretim 6zelligi i¢in sinir alt deger olan pH
1.52 diizeyinde laktik asit liretimi, yalmz Lc. lactis
spp. lactis PeLcl5 susunda tanimlanmistir. Diger
yandan, Lc. lactis spp. lactis PeLc6 susu 0.50 pH
degeri saptandigindan, orta diizeye yakin laktik asit
olusturma yetenegi ile digerlerinden ayrilmistir.



Tablo 1. Laktokoklarin identifikasyon sonuglari
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PeLc1 - + + + + + - -+ o+ o+ - - + - - Z Lc. lactis Lc. lactis
PeLc2 Z + - + - + - + H + H - - - + - - Lc. diacetylactis Lc. lactis
PeLc3 - + - + + + - -+ + o+ - - + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc4 - + + + + + - -+ + o+ - - + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc5 Z + - + - + - + H + H - - + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc6 - + + + + + - - 4+ + + + H + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc7 - + - - - - - -+ + + + H - - - - Lc. lactis -
PeLc8 Z + - - - - - + + Z o+ - - - - - - Lc. lactis Lc. cremoris
PeLc9 - + + + + + - -+ o+ o+ o+ o+ + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc10 Z + - + - Z - + H + H - - + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc11 Z + + + - + - - 4+ + H - - + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc12 Z + - + + + - + H + H - - + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc13 + + - - - Z - + H - + + - - - - - Lc. lactis Lc. cremoris
PeLc14 Z + - + - + - -+ + H - - + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc15 Z + + + + + - + H + H - - + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc16 + + Z + - + - + H + H - - + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc17 Z + - - + - - + H + H + - - - - - Lc. lactis Lc. cremoris
PeLc18 + + - + - + - + + + H - - + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc19 Z + - - - Z - -+ + H - - - + - - Lc. diacetylactis Lc. cremoris
PeLc20 Z + + + - + - - 4+ + H - - + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc21 + + - + - + - + H + H - - + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc22 Z + + + + - - -+ + H - - - - - - Lc.lactis Lc. lactis
PeLc23 Z + + + - + - -+ + H - - + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc24 Z + + + + + - + + + H - + + - - - Lc. lactis Lc. lactis
PeLc25 - + + + - + - -+ o+ o+ - - + - - - Lc. lactis -
Tablo 2. Enterekoklarin identifikasyon sonuglari
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PeE26 Z + + + + + + + H + H - H + + - Enterococcus spp. E. durans
PeE27 - + + + + + + + H + + - + - - Enterococcus spp. E. avium
PeE28 Z + + + + + + - - + H + H + - - E. faecalis E. faecalis
PeE29 Z + + + + + + - 4+ + H - - + - - Enterococcus spp. E. faecium
PeE30 Z + + + + + + + H + H - + + - - Enterococcus spp. E. avium
PeE31 + + + + + + + + + H + H + + - - E. faecalis E. faecalis
PeE32 Z + + + + + + + + + H - - + - - Enterococcus spp. E. faecium
PeE33 Z + + + - + + - 4+ + H - - + Z - Enterococcus spp. E. durans
PeE34 - + + + + + + -+ o+ o+ o+ o+ o+ - - Enterococcus spp. P. pentosaceus
PeE35 + + + + + + + + + H + H + + + - E. faecalis E. faecalis
PeE36 - + + + + + + -+ + o+ - - + Z - Enterococcus spp. -
PeE37 - + - + - + + -+ o+ o+ - - + Z - Enterococcus spp. E. solitorius
PeE38 - + + + + + + + H + + + H + + - Enterococcus spp. -
PeE39 - + + + - + + -+ -+ -+ o+ - - Enterococcus spp. -
PeE40 - + + + + + + -+ -+ - - + - - Enterococcus spp. E. raffinosus
PeE41 - - + + + + + -+ + + + H + - - Enterococcus spp. P. pentosaceus
PeE42 - + + + + + + -+ + + + H + - - Enterococcus spp. P. pentosaceus
PeE43 - + + + + + + - 4+ + + + H + - - Enterococcus sp. P. pentosaceus
PeE44 - + + + + + + + + + + + H + - - Enterococcus spp. -
PeE45 + + + + + + + + + H + - - + + - E. faecalis E. faecalis
PeE46 - + + + + + + -+ o+ 4 + o+ - - Enterococcus spp. -
PeE47 + + + + + + + + 0+ -+ o+ - + + - E. faecalis E. faecalis
PeE48  + + + + + + + + + H + - - + - - E. faecalis -
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Tablo 3. Laktobasillerin identifikasyon sonuglari
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PeLb49 + 0+ - - 4+ + + + + + 4+ - - + 4+ + - + + + + + + - + Lactobacillus spp. L. jensenii
PeLb50 + - 4+ 4+ 4+ + + + + + + Z - + 4+ + - + + + + + + - + Lactobacillus spp. L. jensenii
PeLb51 + - + + Z Z - + + H - + - + 4+ + - + + + + + + - + Lactobacillus spp. -
PeLb52 + + + + Z + - + + H - + - + + + - + + + + + + + + Lactobacillus spp. L. jensenii
PeLb53 + + + + 4+ + - + + H - - - - + + + + + - + + + + + Lactobacillus spp. L. jensenii
PeLb54 L L S T T RS S ST R T T L. plantarum L. plantarum
PeLb55 + 0+ 4+ 4+ 4+ - + 4+ - 4+ - - - - 4+ - - - 4 - + - + - + Lactobacillus spp. L. curvatus
PeLb56 + 0+ - - 4+ - + 4+ - 4+ - - - - 4+ - - - 4 - - - - - + Lactobacillus spp. L. curvatus
PeLb57 + 4+ 4+ + + + 4+ + 4+ 4+ + + - + + 4+ - + + - + + + - + Lactobacillus spp. L. curvatus
PeLb58 + - Z - + Z - + - 4 - - - - 4+ 4+ - + + - + - + - + Lactobacillus spp. L. curvatus
PeLb59 + 0+ 4+ 4+ 4+ + + + - + 4+ - - + 4+ + - + + + + + + - + Lactobacillus spp. L. curvatus
PeLb60 + Z Z - + + - 4+ - + - - - 4+ 4+ + - 4+ + - + + + - + Lactobacillus spp. L. curvatus
PelLb61 + Z Z - 4+ - - 4+ - 4 - - -+ 4+ 4+ -+ o+ -+ o+ o+ -+ L. plantarum -
PeLb62 + - 4+ + 4+ + + 4+ + + + - - o+ + + - 4+ + + + + + - o+ L. plantarum L. plantarum
PeLb63 + - 4+ + + + 4+ + 4+ 4+ + - - + + 4+ - + + + + + + - + Lactobacillus spp. L. jensenii
PeLb64 + Z Z - + Z - o+ - o+ - - -+ 4+ -+ o+ -+ o+ o+ -4 L. plantarum L. plantarum
PeLb65 L I N e A S S T T S T R S N N N T L. plantarum L. plantarum
PeLb66 + 4+ 4+ + + + 4+ + 4+ 4+ + - - + 4+ 4+ - + + + + + + - + Lactobacillus spp. L. jensenii
PeLb67 + + + 4+ 4+ + - - - + + Z - + 4+ + - + + - + - - - + Lactobacillus spp. L. jensenii
PeLb68 + 0+ + + + + + + + + + - - -+ 4+ - - o+ - o+ o+ o+ - - L. plantarum L. plantarum
PeLb69 + 0+ 4+ 4+ 4+ + + 4+ + + 4+ - - + 4+ + - + + + + + + - + Lactobacillus spp. L. jensenii
PeLb70 - + - - 4+ + + 4+ + + + Z - + 4+ + - + + + + + + - + Lactobacillus spp. L. jensenii
PelLb71 + Z 0?7 - 4+ Z - 4+ - 4+ - - - - 4+ 4+ - 4+ o+ - 4+ o+ -+ L. plantarum -
PeLb72 + Z - - 4+ + - 4+ - + - 7 - - 4+ - - - 4 - - - - - - Lactobacillus spp. -
PelLb73 + + 4+ 4+ 4+ + - - - - 4+ Z - + 4+ + - + + + + + + - + Lactobacillus spp. Lb. jensenii
PeLb74 + - L - o+ + - o+ - - - CE I T S T S L. plantarum -
PeLb75 + - - - L Z - + - - - 7 - 4 4+ 4+ - o+ 4+ - o+ o+ o+ -+ L. plantarum L. plantarum
PelLb76 + Z Z - + - - 4 - - - - - - 4+ - - - 4+ - - - % - - Lactobacillus spp. L. curvatus
PeLb77 + Z 4+ - + - - - - - - - - - 4+ - - - 4+ - - - % - - Lactobacillus spp. -
PeLb78 A . . T S & L. plantarum L. plantarum

Tablo 4. Peynir iiretimi icin secilen suslarin asidifikasyon, dekarboksilaz ve proteolitik aktivitesi

](S(:ldsu Tanis1 Asidifikasyon Dekarboksilaz Aktivite Proteolitik Aktivite
ApH ApH
- = £ -
6 24 é | E %x E = pg tirosin/ml
saat saat = =) © = < @
= 2 h= 2 E 3
S B = 5
PeLc2 Lc. lactis 1.19 2.09 - - - - - - 17.30
PeLc6 Lc. lactis 0.50 2.16 - - - - - - 27.76
PeLc15 Lc. lactis 1.52 2.53 - - - - - - 41.71
PeE26 E. durans 1.03 2.21 - - (H)Z - - - 13.80
PeE32 E. faecium 0.59 2.40 - - - - - - 30.55
PelLb73 L. jensenii 0.09 1.87 - - - - - - 23.82
PeLb75 L. plantarum 1.03 2.59 - - - - - - 53.90
iE25 E. faecalis 0.67 2.17 - - ()M - - - 14.30

Tim suslar icin 6 saat sonunda tespit edilen ApH
degerlerinin, 24 saat sonunda 0.9-2.1 arasinda arttig1
saptanmistir. Bu degerler dikkate alinarak; o6zellikle
Lc. lactis spp. lactis PeLc2 susunun (ApH 2.09/24s),
endiistriyel fermantasyonlar icin potansiyel sus
olabilecegi diistiniilerek peynir liretiminde
secilmistir. Tunail vd. (2001)'nin beyaz peynirde asit
liretimi lizerine yaptiklari bir calismada 13 adet Lc.
lactis susundan yalmzca 1’inin orta diizeyde

13

(ApH = 1.00) asit olusturdugu, digerlerinin ise diisiik
diizeyde asit olusturdugu belirlenmistir.

Asit iretimi iyi olan laktokok suslarinin 30 °C’ de
6 saat sonunda pH'y1 5.3’e indirmesi gerektigi
belirtilmistir (Cogan vd., 1997). Elgioglu (2010)’'nun
Karg! tulum peynirinden izole etmis oldugu 96 adet
izolattan 6 saatte ortam pH’sin1 5.81-5.97 arasina
indiren 2 adet L. plantarum, 2 adet E. durans ve 1 adet



E. faecium’ un ortami hizl asitlestirme &zellikleriyle
baslatict kiiltiir hazirlamada kullanilabileceklerini
belirtmislerdir. Dagdemir (2006)’in salamura beyaz
peynir calismasinda Enterococcus sp. izolatlarinin 6
saatlik ApH  degisimi  0.10-1.11  arasinda,
Lactobacillus spp. izolatlarinin ise 0.08-0.38 arasinda
daha diisiik diizeylerde degiskenlik gostermistir.
Tunail vd. (2001)’'nin ¢alismasinda enterokoklarin ve
laktobasillerin, laktokoklara oranla daha yavas asit
iretme yetenegine sahip olduklar1 gozlenmis ve 6
saatte en yiiksek asit olusturan laktobasil susu
Lactobacillus casei (ApH 1.60) olarak tespit edilmistir.
Calismamizda Enterococcus spp. olarak
degerlendirilen suslarin 6 saat icinde ApH degisimi
en diisiik 0.03 ve en yiiksek 1.03 (PeE26) oldugu
belirlenmistir. 24 saatlik ApH degisimi ise 0.8 ile 2.72
arasinda degiskenlik gdstermistir. Arastirmamizda
diger endistriyel ozellikleri de dikkate alinarak
PeE26 ve PeE32 suglar asit gelistiren alternatif
kiltiirler olarak peynir yapiminda tercih edilmistir.
Lactobacillus spp. olarak degerlendirilen suslarin asit
lreten kultir olarak secimi yeterli diizeyde
bulunmamistir. Beyaz peynir iiretimi i¢in uygun
oldugu diistintilen suglarin asit liretim sonuglar
Tablo 4.de verilmistir. Peynir iiretiminde asitlik
gelisimi son derece 6nemli bir parametredir. Bu
nedenle suslarin asit lretim aktiviteleri baslatici
kiiltlr olma 6zellikleri arasinda ilk siray1 almistir.

3.3. Suslarin Proteolitik Aktivite Sonuglari

Karakus (1994) beyaz peynir c¢alismasinda
proteolitik aktivite degerleri(PAD), PAD<10 zayif
diizey, 10<PAD<20 orta diizey ve PAD>20 kuvvetli
seklinde degerlendirmistir. Calismamizda
Lactococcus spp. izolatlarinin PAD 13.7-46.86 pg
tirosin/mL arasinda degismis olup Karakus (1994)’
un degerlendirmesine gore izolatlarin 6 adetinin
(PeLc2, PeLc5, PeLc10, PeLc12, PeLc13, PeLc21) orta
diizeyde, 19’unun kuvvetli proteolitik aktiviteye
sahip  olduklar1  belirlenmistir. Lc.  cremoris
izolatlarinin (PeLc8, PeLc13, PeLcl7, PeLc19) PAD
sirasiyla 49.2, 16.7, 28.41 ve 22.67 pg tirosin/mL
olmak Tlzere orta ve Kkuvvetli diizeylerde
bulunmustur. Enterococcus spp. izolatlarinin PAD
13.8-198.9 pg tirosin/mL arasinda ¢ok biyiik bir
degiskenlik gosterirken, Lactobacillus spp.
izolatlarinda PAD 17.4-56.2 pg tirosin/mL arasinda
degismistir. Dagdemir (2006) salamura beyaz peynir
calismasinda Enterococcus izolatlarina ait PAD 14.2
ile 117.0 pg tirosin/mL arasinda, Lactococcus
izolatlarina ait PAD ise 33.2 ile 54.8 pg tirosin/mL
arasinda degistigi belirlenmis olup genel olarak E.
faecalis suslarinin proteolitik aktivitesinin E. faecium
suslarindan daha yiiksek oldugu bulunmustur. Durlu-
Ozkaya vd. (2001)’ nin ¢ig keci siitiinden iiretilen
beyaz peynir calismasinda Lc. lactis suslarinin
proteolitik aktivite degerleri 25.5-77.2 ug tirosin/mL
arasinda degisirken, enterokok suslarinin 29.3 (E.
faecium)-121.1 (E. faecium) pg tirosin/mL daha genis
sinirlar arasinda degistigi ve enterokoklarin yaklasik
% 36’sinin 60 pg tirosin/mL’ den daha yiiksek
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proteolitik aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir.
Ayni calismada laktobasil suslarinin PAD ise 19.4-
57.3 pg tirosin/mL olarak bulunmustur. Durlu-
Ozkaya vd. (2001) calismasinda yiiksek proteolitik
aktiviteye sahip olan suslarin bir kisminin yiiksek
asitlige sahip olurken bir kisminin diisiikk asitlige
sahip olmasi1 gibi c¢esitli verilerinin bulunmasi
nedeniyle asitlikle proteolitik aktivite arasinda
herhangi bir korelasyonun olmadigini bildirmistir.
Ozellikle 50 pg tirosin/mL iizerinde proteolitik
aktivite iceren suslar, olusturduklari yiiksek
miktardaki protein kalintilar1 ve amino asitler nedeni
ile iirlinde ac1 bir tadin gelisimine yol actigindan
tercih edilmemektedir (Karakus, 1994; Cogan vd.,
1997; Atiles vd., 2000; Madera vd., 2003).
Calismamizda 19 adet laktokok (PeLc1, PeLc2, PeLc3,
PeLc6, PeLc7, PeLc9, PelLcl10, PeLcll, PeLcl2,
PeLc13, PeLc14, PeLcl6, PeLcl7, PeLc18, PeLc19,
PeLc20, PeLc23, PeLc24, PeLc25), 8 adet enterokok
(PeE29, PeE30, PeE31, PeE34, PeE36, PeE41, PeE43,
PeE46), 12 adet laktobasil (PeLb49, PeLb51, PeLb54,
PeLb63, PeLb66, PeLb67, PeLb69, PeLb71, PeLb72,
PeLb73, PeLb77, PeLb78) susunun proteolitik
aktiviteleri bakimindan optimal baslatict kiltiir
karakteristigi tasidigi ortaya cikmistir.

3.4. Suslarin Dekarboksilaz Aktivite Sonuglari

Mikroorganizmalardan dekarboksilaz aktivitesine
sahip olanlar, gidalarda bulunan amino asitleri
enzimatik olarak dekarboksile ederek biyojen amin
olustururlar (Haldsz vd. 1994). Bu ¢alismada
dekarboksilaz aktivitelerinin belirlenmesinde Joosten
ve Northolt (1989) yontemi kullanilmistir. Bu
yontemde analiz besiyerinde negatif dekarboksilaz
sonuclari koloni etrafinda olusan sar1 halka ile pozitif
dekarboksilaz sonuglar:1 ise koloni etrafinda olusan
mor halka ile tespit edilmektedir. Yalnizca tirosin
dekarboksilaz aktivitesine sahip olan izolatlar koloni
etrafinda berrak bir zon meydana getirmektedirler.
Calismamizda laktokok olarak tanimlanan izolatlarin
hicbirinde herhangi bir dekarboksilaz aktivitesi
gozlemlenmemistir. Laktobasil olarak degerlendirilen
PeLb58 izolati tirozin aminoasidinin, PeLb62 izolati
ise triptofan aminoasidinin bulundugu besiyerinde
negatif reaksiyon icin beklenen sari koloni renginin

disinda kirmizi  kahve bir renk meydana
getirmislerdir. PeE26 izolat1 tirozin aminoasidinin
bulundugu Dbesiyerinde berrak zon meydana

getirmistir. Durlu-Ozkaya vd. (2001) beyaz peynirden
izole edilen laktokok (Lc. lactis) ve laktobasil (L.
plantarum, L. paracasei) izolatlarinin histidin, tirozin,
lizin, ornitin, fenilalanin ve treonin aminoasitlerinin
hic¢birini indirgemedigini bildirmislerdir.
Arastirmacilar ayn1 zamanda 2 sus (E. hirae) harig
tlim enterokok suslarinin (E. faecalis, E. faecium, E.
durans, E. hirae) tirozini dekarboksile ettiklerini
bildirmislerdir. Tunail vd. (2001) beyaz peynirden
izole edilen 18 laktobasil (L. plantarum, L. casei, L.
lactis) susunun ve 13 Lc. lactis suslarindan 2’si harig
hepsinin dekarboksilaz negatif oldugunu yalnizca bu
2 susun triptofan dekarboksilaz aktivitesine sahip
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oldugunu bildirmislerdir.  Arastirmacilar  ayni
zamanda 1 E. durans susu hari¢ tim enterokoklarin
(E. faecalis, E. faecium) tiramin pozitif sonug
gosterdigini ve 1 E. faecium susunun ise zayif bir
fenilalanin dekarboksilaz aktivitesine sahip oldugunu
tespit etmislerdir.

4. Sonug

LAB’ nin tanisinda biyokimyasal ve karbonhidrat test
sonuglart arasinda farkliliklarin olmasi genotipik
taninin 6nemini ortaya koymustur. Asitlik gelisimi,
proteolitik aktivite ve dekarboksilaz aktivitesi
acisindan suslarin asit olusturma yetenekleri,
proteolitik aktiviteleri ve dekarboksilaz aktiviteleri
degerlendirildiginde laktokok izolatlarindan; PeLc2,
PeLc6 ve PeLcl5 (Lc. Lactis), laktobasil
izolatlarindan; PeLb73 (L. jensenii) ve PeLb75 (L.
plantarum), enterokok izolatlarindan; PeE26 (E.
durans), PeE32 (E. faecium) ve 1E25 (E. faecalis)
izolatlarinin en iyi baslatict kultir 6zellikleri
gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4). Bu izolatlarin
tliiml 6 saat icinde pH’'y1 6’nin altina diisiirebilmis,
orta dilizeyde (<20 pg tirosin/mL) proteolitik
aktiviteye sahip ve dekarboksilaz negatif izolatlardir.
Bu ¢alismanin devaminda baslatici kiiltiir i¢in uygun
oldugu diisiiniilen bu 8 adet laktik asit bakterisinin
antibiyotik duyarliliklari, organik asit iiretimi ve
aroma maddesi olarak 1-biitanol-3-metil, 3-
metilbiitanal, asetik asit, etanol, izopropil alkol ve n-
biitanol olustugu belirlenmistir. Bakteri tiirleri PeLc2,
PeLc6, PeLcl5, PeE26, PeE32 ve PeLb75 kodlu
izolatlarin antibiyotik sonuglar1 0.20’den biiytk
¢ikmistir. Yapilan istatistik analiz sonucunda (SPSS
17.0 Khi- Kare testi) mikroorganizmalarin,
antibiyotik direnclilikleri arasindaki fark istatistiksel
olarak o6nemli bulunmustur (P<0.05), izolatlarin
laktik asidin yam sira agirlikli olarak malik asit
tirettikleri tespit edilmistir (Alp ve Oner, 2013).
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Semboller

Z Zayif reaksiyon

R Renk degisimi

P Piht1 olusumu

H Besiyeri ylizeyinde renkli halka olusumu
(+)M  Pozitif mor halka olusumu

(¥)Z  Pozitif berrak zon olusumu
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