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sahip metabolitlerin biri veya birkaçını üreterek diğer 
mikroorganizmaların gelişimini önlemektedirler 
(O'Sullivan ve ark., 2002; Carminati ve ark., 2004).  

Bakteriler tarafından üretilen protein yapısında anti-
mikrobiyel bileşikler olan bakteriyosinler, duyarlı 
bakterilere karşı bakterisidal veya bakteriyostatik etki 
göstermektedirler. Doğal kaynaklı olmaları, insan ve 
hayvan bağırsak sisteminde kolayca parçalanmaları ve 
korunacak gıdaların fizikokimyasal yapılarında her-
hangi bir değişime neden olmaksızın gıda kaynaklı 
bozulma ve hastalık etmeni bakterileri inhibe etme 
özellikleri ile bakteriyosinler önemli biyokoruyucular 
arasında yer almaktadırlar. Laktik asit bakterilerinin 
bakteriyosinleri mikrobiyel gıda bozulmalarını önleme 
ve gıda kaynaklı patojen mikroorganizmaları inhibe 
etme potansiyeline sahiptirler. Gıda katkı maddesi 
olarak kullanılmasına izin verilen ve ilk ticari kulla-
nım olanağı bulunan bakteriyosin Lactococcus lactis 
subsp. lactis tarafından üretilen nisindir (E234). Ol-
dukça geniş bir etki spektrumuna sahip olan nisin, 
FDA (Food and Drug Administration) tarafından 
GRAS (İnsan ve hayvan tüketiminde güvenilir ajan) 
metabolitler kapsamına alınmış ve gıda koruma ajanı 
olarak belirlenmiştir (Nel ve ark., 2004). Ayrıca Dün-
ya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından gıdalarda kulla-
nımına onay verilmiş tek bakteriyosindir (Bouttefroy 
ve Milliere, 2000; Nel ve ark., 2004).  Bugün Türkiye 
de dahil olmak üzere birçok ülkede gıda katkı maddesi 
olarak kullanılmaktadır. 50 Avrupa ülkesi yanında 
Çin’de ve Amerika’da gıdaların korunması amacı ile 
nisin kullanılsa da üretim maliyetinin yüksek olması 
nedeniyle, gıda üreticileri tarafından sınırlı düzeyde 
tercih edilmektedir (Cleveland ve ark., 2001; De 
Vuyst ve Leroy, 2007; Bizani ve ark., 2008).  

Yüksek düzeyde antimikrobiyel aktivitesi yanında, 
fiziksel ve kimyasal ajanlara karşı gösterdiği stabilite, 
nisinin gıda koruma ajanı olarak kullanımını öne çı-
karmaktadır. Saflaştırılmış ya da yarı saflaştırılmış 
nisinin doğrudan gıdalara ilavesi yanında, fermente 
gıdaların üretiminde nisin üreticilerinin starter kültür 
olarak kullanımı üzerinde yoğun çalışmalar sürdürül-
mektedir. Bu araştırmada dört farklı L. lactis subsp. 
lactis suşu (LL2, LL23, LL9 ve LL27) kullanarak 
üretilen beyaz peynirlerde 90 gün boyunca proteoliz 
ve lipoliz düzeyi ile Listeria monocytogenes’in inhi-
bisyonu incelenerek söz konusu suşların endüstriyel 
kullanım potansiyellerinin tanımlanması amaçlanmış-
tır. 

Materyal ve Metot 

Çiğ Süt  

Peynir yapımı için Ankara Üniversitesi Ziraat Fakülte-
si Araştırma ve Uygulama Çiftliği (İkizce/Haymana) 
Hayvancılık İşletmesi’nden Ankara Üniversitesi Ziraat 
Fakültesi Süt Teknolojisi Araştırma ve Uygulama 
İşletmesi’ne getirilen inek sütü kullanılmıştır.  

 

Beyaz Peynir 

Beyaz peynir Ankara Üniversitesi Fen Fakültesi Biyo-
loji Bölümünde yapılmıştır. Araştırmanın ilk bölümü 
için dört farklı peynir üretilmiştir. Kontrol peyniri, 
endüstriyel düzeyde peynir yapımı için kullanılan L. 
lactis subsp. lactis LL2 (PK1, bakteriyosin üreticisi 
olmayan) suşu ile üretilmiştir. Diğer üç çeşit peynirin 
yapımında ise sırasıyla L. lactis subsp. lactis LL9 
(laktisin 481 üreticisi), L. lactis subsp. lactis LL23 
(laktisin 3147 üreticisi) ve L. lactis subsp. lactis LL27 
(nisin üreticisi) suşları kullanılmıştır. Araştırmanın 
ikinci bölümünde ise starter kültür olabilme potansi-
yelleri incelenen L. lactis subsp. lactis LL27, LL23 ve 
LL9 suşlarının peynirlerde Listeria monocytogenes 
ATCC 7644’ün gelişimini engelleme yeteneğini ince-
lemek üzere beş farklı peynir üretilmiştir. L. lactis 
LL27, LL23 ve LL9 suşlarının tek tek kullanıldığı üç 
peynir çeşidine ilave olarak iki adet kontrol peyniri 
üretilmiştir. Kontrol olarak starter kültür ilave edil-
memiş ancak L. monocytogenes ile kontamine edilmiş 
ve bakteriyosin üretmeyen LL2 suşu ile birlikte L. 
monocytogenes ilave edilerek üretilen peynirler kulla-
nılmıştır. Tüm sütlere peynir yapımı sırasında 107

 

kob/g oranında L. monocytogenes ATCC 7644 inoküle 
edilmiştir.  

Laboratuvara getirilen sütler kaba süzme işlemine tabi 
tutularak tüy ve benzeri partiküllerden arındırılmıştır. 
Sütler sürekli karıştırılarak 68 ˚C’de 10 dakika ısıl 
işleme tabi tutulmuş ve pastörizasyon gerçekleştiril-
miştir. Daha sonra yaklaşık 32 ˚C’ye soğutulan süt, 
10’ar litrelik gruplara ayrılmıştır. Mayalama kazanla-
rına aktarılan sütlere iyonik kalsiyum dengesini yeni-
den sağlamak için % 0,02 oranında kalsiyum klorür 
(CaCl2) eklenmiştir. Ardından % 1,5 oranında starter 
kültür ve/veya ~107

 
kob/g düzeyinde Listeria monocy-

togenes ATCC 7644 ilave edilip 60 dakika bekletil-
miştir. Bu işlemlerden sonra 90 dakikada pıhtı kesim 
olgunluğu elde edilebilecek şekilde ticari peynir ma-
yası (32±1˚C) ilavesi gerçekleştirilmiştir. Mayalama 
süresi sonunda pıhtı bıçaklar yardımıyla yaklaşık 0,5-

1,0 cm
3
’lük parçalar halinde kesilmiş ve peynir altı 

suyunun ayrılması için 15 dakika kadar beklenmiştir. 
Ardından içinde cendere bezi bulunan kalıplara akta-
rılmış ve kırk beş dakika kadar kendi halinde süzül-
meye bırakılmıştır. Sonra kademeli olarak arttırılan 
ağırlıklar (0,5 kg’dan 1,5 kg’ kadar) kullanılarak bas-
kılı süzme işlemine alınmıştır. Baskı işleminin biti-
minden sonra teleme 8 cm x 8 cm x 8 cm’lik boyut-
larda kesilmiştir (Anonymous, 1983). Kesilen peynir 
kalıpları % 12 konsantrasyonlarındaki salamuralara 
alınmış ve steril plastik kutulara koyularak 4 ˚C de 
çalışma bitimine kadar saklanmıştır.  

Bakteriyosin Aktivite Testi  

L. lactis subsp. lactis suşlarında bakteriyosin üretim 
özelliğinin belirlenmesinde iki farklı yöntem kulla-
nılmıştır. Bakteriyosin üretim özelliğinin tanısında 
kullanılan birinci yöntemde, M17 sıvı besiyerinde 
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geliştirilen aktif L. lactis subsp. lactis suşları öze yar-
dımıyla M17 agar ortamlarına sürme ekim yapılmış ve 
bakteriler bu ortamlarda 30 0C’de 18 saat geliştirilmiş-
tir. İnkübasyon sonunda oluşan kolonilerden, steril 
kürdan aracılığıyla M17 agar ortamına nokta ekim 
yapılmış ve 30 0C’de 18 saat inkübasyona bırakılmış-
tır. Uygun besiyeri ve inkübasyon sıcaklığında 18 saat 
geliştirilen indikatör bakterilerden L. monocytogenes’ 
den 100 μL alınarak, % 0.7 oranında agar içeren 5 mL 
yumuşak agar (TSA) üzerine aktarılmış ve bu ortamlar 
M17 agar besiyerinde geliştirilen laktokok kolonileri 
üzerine homojen bir şekilde yayılmıştır. Petri kutuları 
L. monocytogenes gelişimi için 37 ˚C 18 saat inkübas-
yona tabi tutulmuştur. Bu süre sonunda, laktokok 
suşlarının L. monocytogenes’e karşı oluşturduğu inhi-
bisyon zonları incelenmiştir (Van Belkum ve ark., 
1989).  

L. lactis subsp. lactis suşlarının bakteriyosin üretme 
yeteneğinin belirlenmesinde ikinci yöntem olarak 
kuyucuk yöntemi kullanılmıştır. Bu yöntemde, test 
edilecek L. lactis suşları M17 sıvı besiyerinde 30 
˚C’de 18 saat süreyle geliştirilmiş ve santrifüj edilmiş-
tir (6000 g’de 15 dk). Santrifüj işleminden sonra üst 
sıvı,  membran filtre (0,45 µm gözenek çaplı) kullanı-
larak sterilize edilmiştir. İndikatör bakteri içeren agar 
ortamlarında kuyucuklar oluşturulduktan sonra hazır-
lanan üst sıvıdan 100 μL aktarılmış ve 37 ˚C’de 18-24 
saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon süresi sonunda 
laktokok suşlarının oluşturdukları inhibisyon zonları 
incelenmiştir (Geis ve ark., 1983).  

Kimyasal Analizler   

Peynir örneklerinin toplam kurumadde (Anonymous, 
2001), titrasyon asitliği (Anonymous, 2006), yağ 
(Anonymous, 1978), ve tuz içeriği (Anonymous, 
1988) belirlenmiştir. pH ölçümlerinde pH metre (Mo-
del Kent EIL, 7045/46) kullanılmıştır.  

Beyaz Peynir Örneklerinde Bakteri Varlığının Belir-
lenmesinde Kullanılan Mikrobiyel Yöntemler  

Mikrobiyolojik analizler için, analiz edilecek beyaz 
peynir örneğinden 10 g alınıp 90 mL steril dilüsyon 
sıvısı (% 2 sodyum sitrat çözeltisi) ile karıştırılmıştır. 
Sonra karışım stomacherde (Lab Blender 80; Seward 
Medical, London, England) 3 dakika süreyle homoje-
nize edilmiştir. Daha sonra steril % 0.9 sodyum klorür 
içerisinde dilüsyonlar hazırlanarak, Laktokok suşları 
M17 agar ortamına, L. monocytogenes ise Palcam 
Listeria Selektif agara (Merck) steril pipetlerle (100 
µL) aktarılmıştır. Daha sonra dülüsyon oranları dikka-
te alınarak 1 g peynir örneğindeki mikroorganizma 
sayıları belirlenmiştir (Benech ve ark., 2002). Bu 
sayımlar her bir bakteri için üç paralelli olacak şekilde 
yürütülmüştür.  

L. monocytogenes’in sayımı için; yukarıda anlatıldığı 
gibi hazırlanan peynir örneklerinden seri dilüsyonlar 
yapılarak Listeria selektif agara inoküle edilmiştir. 37 
˚C de 48 saat inkübasyondan sonra bakteri sayımları 

yapılmıştır. Seyreltme oranları dikkate alınarak 1 gram 
peynir örneğindeki mikroorganizma sayıları belirlen-
miştir (Benech ve ark., 2002). Palcam agarda istenme-
yen mikroorganizmaların üremesini engellemek için 
besiyerine eklenen selektif katkı maddesinin içinde 
polimiksin B sülfat, sefasidim ve akriflavin bulunmak-
tadır. Eklenen antibiyotikler rakabetçi florayı baskıla-
yarak etkisini gösterir. L. monocytogenes besin orta-
mında bulunan eskülini glukoz ve eskülinetine parça-
layarak ortamda bulunan Fe-(III) iyonları ile kompleks 
oluşturur ve ortamın renginin siyaha dönmesine neden 
olur (Griffiths, 1989).  

Araştırma Sonuçları ve Tartışma 

Peynirlerin Kuru Madde, Yağ, pH ve Titrasyon Asit-
liği Karakteristikleri  

Araştırmada kullanılan L. lactis subsp. lactis LL27 
(nisin üreticisi), LL9 (laktisin 481 üreticisi), ve LL23 
(laktisin 3147 üreticisi) suşlarının peynir üretiminde 
starter kültür olarak kullanılıp kullanılamayacağı, bu 
suşların ilavesi ile üretilen peynirlerin karakteristikleri 
incelenerek saptanmıştır. Bu amaçla yukarıda ifade 
edilen üç suş yanında, bakteriyosin üreticisi olmayan 
LL2 (PK1) suşu ile üretilen peynir kontrol olarak 
kullanılmıştır. Üretilen peynirlerin kimyasal, fiziksel 
ve mikrobiyolojik özellikleri olgunlaşma süresi (90 
gün) boyunca izlenmiştir.  

Üretilen peynirlerin tümünde toplam kurumadde oranı 
olgunlaşma süresince belirgin bir değişme gösterme-
miştir. Olgunlaşmanın ilk gününde tüm deneme pey-
nirleri için toplam kuru madde oranı 39,54-40,14 
g/100 g arasında bulunmuştur. Bu oranlar 90 gün 
olgunlaştırma süresi sonunda 40,68-40,85 g/100 g 
arasında tespit edilmiştir. Benzer şekilde kurumadde-
deki yağ içerikleri de olgunlaştırma süresince sabit 
kalmıştır. Ancak, olgunlaştırma süresinin ilk iki hafta-
sında kuru maddeye tuz geçişi hızlı bir şekilde gerçek-
leşmiş, daha sonra ise yavaşlayarak devam etmiştir 
(Şekil 1)  

Deneme peynirlerinde pH, olgunlaşma süresi boyunca 
düşüş göstermiştir (Şekil 2). pH düzeyleri bakımından 
kontrol peyniri (PK1) ile LL23 kullanılarak üretilen 
peynirler arasında bir farklılık tespit edilmemiştir. En 
yavaş pH gelişimi LL9 peynirinde, en hızlı pH gelişi-
mi ise LL27 peynirinde gerçekleşmiştir. pH değerle-
rindeki varyasyon ile paralel bir şekilde, % laktik asit 
olarak ifade edilen titrasyon asitliği de tüm peynirlerde 
90 gün olgunlaştırma süresi boyunca artış göstermiştir 
(Şekil 3). Olgunlaşmanın erken aşamalarında (ilk iki 
hafta) titrasyon asitliği, kontrol peynir örneği ve LL9 
kullanılarak üretilen peynirde, diğer deneme peynirle-
rinden önemli oranda düşük bulunmuştur. Kontrol 
peynir örneğinde titrasyon asitliği olgunlaşma süresin-
ce doğrusal bir şekilde artış göstermiştir. Bununla 
birlikte LL9 peynirinde titrasyon asitliğinde sınırlı bir 
artış belirlenmiştir. LL27 peynirinde ilk 30 gün süre-
since titrasyon asitliği çok yavaş bir artış göstermiştir. 
Bu bulgu, peynirde kalıntı haldeki laktozun LL27 
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