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KOPANISTi PEYNIRININ FERMENTASYONUNDA ROL OYNAYAN
LAKTIK ASIT BAKTERILERININ TANIMLANMASI*

IDENTIFICATION OF LACTIC ACID BACTERIA IN THE FERMENTATION
OF KOPANISTI CHEESE
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Gelis Tarihi: 14.08.2006

OZET: Kopanisti peyniri; giinimiizde endiistriyel boyutta Gretimi mevcut olmayan ve yapimi yorelere gére farklilik
gOstermekle birlikte, temel olarak lorun dogal fermentasyonu sonucu elde edilen, keskin kokulu, acimsi lezzette, kremsi
yapida, yumusak ve tuzlu bir sit Grinidir. Bu ¢alismada, Kopanisti peynirinin fermentasyonunda rol oynayan laktik asit
bakterileri, kiif ve mayalarin fermentasyon sirasindaki sayisal degisimini takip etmek, fermentasyonun farkli asamalarindan
izole edilen laktik asit bakterilerini tanimlamak ve elde edilen son urlinlerin Tirk Gida Kodeksi’'nde yer alan peynir
standartlarina uygunlugunu saptamak amaclanmistir. Fermentasyonun 0., 1., 7., 14., 21. ve 28. glnlerinde Gesme’de ticari
olarak Uretim yapan kuglk ve yéresel bir isletmeden ve laboratuarda Uretilen peynirlerden 6rnekler alinmistir. Yapisal
Ozellikler temel alinarak yapilan analizler sonucunda; izole edilen laktik asit bakterileri, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
buchneri, Lactobacillus casei, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus johnsonii, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactobacillus mali, Lactobacillus minor, Lactobacillus oris, Lactobacillus parabuchneri, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
sanfrancisco, Lactobacillus sharpeae, Lactobacillus suebicus, Lactobacillus vaginalis ve Lactobacillus viridescens olarak
tanimlanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Kopanisti peyniri, laktik asit bakterileri, tanimlama

ABSTRACT: Kopanisti cheese which is produced from whey curd is a kind of soft and salty fermented dairy product has
strong odour with spicy taste and creamy structure. However, its process shows local differences and it is not produced on
industrial basis. In this study it is aimed to follow the differences in the numbers of lactic acid bacteria, moulds and yeasts
during fermentation and to identify the lactic acid bacteria which play role in fermentation of Kopanisti cheese. Additionally
in order to determine the microbial quality of end products microbiological analyses given in Turkish Food Codex were carried
out. Samples were taken from the products, at 0, 1, 7, 14, 21, 28 days of fermentation, which produced at a private small
local plant in Cesme and in our laboratory batch. Isolates were named as Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri,
Lactobacillus casei, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus johnsonii, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactobacillus mali,
Lactobacillus minor, Lactobacillus oris, Lactobacillus parabuchneri, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus sanfrancisco,
Lactobacillus sharpeae, Lactobacillus suebicus, Lactobacillus vaginalis and Lactobacillus viridescens on the basis of
phenotypic identification.
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GIRIS

Yunanca “dévilmis, ezilmis” anlamina gelen ‘Kopanisti’ kelimesinden adini alan Kopanisti peyniri, Ege’de
izmir — Cesme ve Karaburun yéresine has bir peynirdir. Bu bdlgelerin karsisinda bulunan Yunan adalarinda da
uretilmektedir. Roqueforti peynirini andiran bir tadi vardir ve sahip oldugu bu yogun aroma ve aci tat sebebiyle,
belli bir tiiketici kesimine hitap etmektedir. Onceleri Yunanistan'a ihrag edilen Kopanisti peynirinin tiretimi

" Bu calisma Seniz Karabiyikli tarafindan hazirlanan Yiiksek Lisans Tezi’'nin bir bélimudar
1 E-mail: senizkarabiyikli@mail.ege.edu.tr



144 GIDA YIL: 32 SAYI : 3 MAYIS-HAZIRAN 2007

giderek azalmistir. Ginimizde bu peynir, yalnizca kuglk ¢apli isletmelerde yapilarak aile igcinde tiketiimekte
ve pek azi yerli pazara sunulmaktadir (1).

Kopanisti peyniri yapimi yoérelere goére farkhliklar gdstermektedir. Bu farkl prosesler peynirin dogal
mikroflorasini da etkilemektedir. Hammaddeden gelen dogal yik, temel farklihgi yaratmakla birlikte, uygulanan
yéntem de floray! degistirmektedir. Ornegin; Yunanistan’da uygulanan yéntem, peynirin kiiflendirimesi esasina
dayanirken; Ulkemizde Uretilen Kopanisti peynirinin kuflendirilmesi gibi bir asama yoktur. Fakat ylUzeyde
kiflenme gérilmese de, dogal fermentasyonun bir sonucu olarak kif sayisi ylksek seviyededir.

Kopanisti peynirinin mikrobiyolojisi Uzerine yapilmis az sayida ¢alisma mevcuttur. Tzanetakis ve ark. (2),
Kopanisti peynirinin mikrobiyolojisi Uizerine yapmis olduklari ¢calismalarinda Kopanisti peynirinin mikroflorasina
ait temel tlrleri ve bu tlrlere ait sayilari tespit etmeyi amaglamiglardir. Elde etmis olduklar bakteri izolatlarini;
Lactobacillus plantum, L. casei subsp. casei, L. casei subsp. rhamnosus, L. curuatus, L. xylosus, L. brevis, L.
buchneri, L. viridescens, L. cellobiosus, Streptococcus faecalis, S. faecium, S. faecium subsp. casseliflavus,
S. durans, Pediococcus pentosaceus ve Micrococcus luteus olarak tanimlamiglardir.

Pek ¢ok fermente Uriinde oldugu gibi Kopanisti peyniri Gretiminde de bir starter kilttr olusturulmasi, Grin
kalitesinin arttinlmasinda ve proses optimizasyonunda 6nemli bir asama olacaktir. Bu sebeple bu ¢alismada
Kopanisti peynirinin fermentasyonunda rol oynayan laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi amaclanmigtir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Kopanisti peynirinin yapiminda; Cesme — llica’da geleneksel olarak uygulanan yontem izlenmistir. Proses ile
ilgili akim semasi Sekil 1’deki gibidir. Cesme’de ticari olarak Uretilen Kopanisti peynirinden ve ayni proses ile
laboratuarda uretilen Kopanisti peynirinden fermentasyonun 0., 1., 7., 14., 21. ve 28. glinlerinde olmak Uzere
toplam 12 adet 6rnek toplanarak analize alinmig ve iki paralelli olarak ¢aligiimigtir.

Lor peyniri

A

Piirtiz kalmayincaya
kadar yogrulur

A 4

Toprak ve ici sirlt
kiiplere doldurulur

A

Her giin ya da giin
asir1 yogrulur

A
Kiipler oda sicakliginda giines
almayacak sekilde tutulur
(Oksijen ile temas kesilmez)

A

Keskin koku olusuncaya kadar
yogurma devam eder

A

Tuzlanir

Sekil 1. Kopanisti peyniri yapiminda kullanilan proses akim semasi
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Yéntem

pH Degerinin Saptanmasi: Fermentasyon sonunda elde edilen son Griinlerden 10 g érnek alinarak 100 mi
destile suya aktariimig ve stomacher cihazinda 120 saniye homojenize edildikten sonra pH &élcimi pHmetre
ile Uger paralelli olmak Uzere 6lgulmustir. Elde edilen verilerin ortalamalari alinarak, her bir érnege ait pH
degeri hesaplanmisgtir.

Mikrobiyolojik Analizler: Kopanisti peynirinin hammaddesi olan lordan (0.giin) fermentasyon baslangicinda
(1. giin), fermentasyon boyunca (7., 14., 21. gin) ve fermentasyonu tamamlanmis son Uriinlerden (28. glin)
aseptik kosullarda érnekler alinmistir. Ornekler soguk kosullarda tutularak yaklasik 2 saat iginde analize
alinmistir. 10 g 6rnek tartilarak 90 ml, %0,1’lik steril peptonlu suya (Difco) aktariimis ve 90 saniye homojenize
edilmistir. Bu sekilde elde edilen 1071lik ilk diluisyondan, desimal dilusyonlar hazirlanmistir. Uygun
dilisyonlardan MRS Agar (Oxoid) besiyerine ve M17 Agar (Merck) besiyerine, c¢ift tabaka dékme plak
yontemine gore iki paralelli olarak ve Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (Oxoid) besiyerine dékme
plak yontemine gore, cift paralelli olarak ekimler yapilmistir (3, 4). 30°C’ de 48 — 72 saatlik inklibasyon siiresini
tamamlayan M17 ve MRS agar petrilerinde laktik asit bakteri sayisi, 30°C’lik inkibatérlerde 24 — 48 saat
inkiibasyona birakilan DRBC agar petrilerinde ise maya — kiif sayisi belirlenmistir. 30 — 300 arasinda koloni
sayllan M17 Agar ve MRS Agar petri plaklarindan koloni sayisinin karekéki kadar sayida koloni rasgele
secilmistir (5). Secilen kolonilerin safliklarini kontrol icin MRS Agar ve M17 Agar plaklarina ¢izgi ekim
yontemiyle (6) ekim yapilmis ve inkiibasyon sonrasi bu plaklardan alinan koloniler Gram boyama yéntemine
(6) gbre boyanarak mikroskop altinda incelenmistir. Bu sekilde safliklari tespit edilen izolatlarin MRS sivi
besiyerinde (Oxoid), 30°C’de gelistirilen 24 saatlik kilturlerine katalaz testi (6) uygulanmistir. Gram pozitif ve
katalaz negatif sonu¢ veren izolatlara, Hammes ve Vogel (7), Schillinger ve Licke (8) ve Teuberin (9)
belirttikleri kriterlere gére biyokimyasal testler yapilmistir. Bu dogrultuda izolatlara oksidasyon fermentasyon
testi, glikozdan CO» olugumu testi (6), arjinin hidrolizi testi (8), farkl sicakliklarda tireme testi (8) (10°C, 15°C
ve 45°C), karbonhidrat fermentasyon testi (7, 8) (D—(+)-Galaktoz (Merck), D—(+)-Selibiyoz (Fluka),
D—(+)—Trehaloz (Fluka), D—(+)-Melibiyoz (Fluka), D—(+)—Ksiloz (Merck), D—(+)-Melezitoz monohidrat (Fluka),
L—(+)—Arabinoz (Merck), D—(-)—Riboz (Fluka), D—(+)—Rafinoz pentahidrat (Fluka), Maltoz monohidrat (Merck),
Laktoz monohidrat (Merck)) ve laktik asit konfigirasyonunun belirlenmesi testi (4, 8) uygulanmistir.

Turk Gida Kodeksi, 2001—-19 Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi'nde yer alan peynir standartlarina uygunlugunu
saptamak amaciyla hem laboratuarda yapilan, hem de Cesme’den alinan fermentasyonu tamamlanmig
Kopanisti peynirlerinin farkh bdlgelerinden 5’er adet érnek alinmis ve bu érneklerde koliform, Escherichia coli
(11), Staphylococcus aureus, Salmonella ve Listeria monocytogenes (11, 12) analizleri yapiimistir.

SONUGC VE TARTISMA

Fermentasyonun baglangicindan sonuna kadar laktik asit bakterilerinin, kiif ve mayalarin sayisal degisimi Sekil
2 ve 3'te verilmistir. Fermentasyon sonunda elde edilen Uriinler homojenize edildikten sonra pH’lari, pH metre
ile Ucer paralelli olmak tzere 6lculmustur. Elde edilen verilerin ortalamalar alinarak, laboratuarda Uretilen
Kopanisti peyniri icin ortalama pH 4,66, Cesme’den alinan Kopanisti peyniri icin ise ortalama pH 5,44 olarak
hesaplanmistir.

Laktik asit bakterilerinin morfolojik Ozelliklerini belirlemek amaciyla izolatlara; Gram boyama islemi
uygulanmistir. Yapilan mikroskobik inceleme sonucunda Gram pozitif 73 izolattan 44 tanesinin cubuk, 26
tanesinin kokobasil ve 3 tanesinin ise kok seklinde oldugu gézlemlenmistir.

Gram pozitif ve katalaz negatif sonu¢ veren izolatlar Hammes ve Vogel (7), Schillinger ve Licke (8) ve
Teuber’in (9) belirttikleri kriterlere gbre biyokimyasal testler ile tanimlanmistir. Bu amagla yapilan testlerin
sonuglar ve tanimlanan laktik asit bakterileri Cizelge 1’de verilmistir.
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Mikroorganizma
Sayisi (kob/g)

Laboratuarda Uretilen Kopanisti Peynirine Ait Sayim
Sonuglari

1,0E+10

1,0E+09

1,0E+08

1,0E+07

1,0E+06

1,0E+05 + T

0 5 10 15 20 25 30
Giinler

i VRS Agar Besiyerinde Elde Edilen Sayim Sonuglari
—fll—M17 Agar Besiyerinde Elde Edilen Sayim Sonuglari
——tr—DRBC Agar Besiyerinde Elde Edilen Maya Sayimi Sonuglari
=—O=—=DRBC Agar Besiyerinde Elde Edilen Kuf Sayimi Sonuglari

MRS Agar | M17 Agar | DRBC Agar (Maya) | DRBC Agar (Kiif)
GUNLER | (kob/g) (kob/g) (kob/g) (kob/g)
0 2,9x10° 2,4x10° 9,3x10° 2,4x10°
1 9,2x107 5,9x107 8,9x10° 5,9x107
7 1,1x10° 1,7x10° 3,1x10° 1,7x10°
14 9,3x10 1,4x10° 7,1x10° 1,4x10
21 7,7x10° 4,9x107 2,6x10 4,9x10’
28 8,5x10° 3,7x10’ 8,1x10° 3,7x107

Sekil 2. Laboratuarda tiretilen Kopanisti peynirine ait sayim sonuglari

Cesme'den Alinan Kopanisti Peynirine Ait Sayim
Sonuglan
1,0E+10
© _”{]‘a
€ © 1,0E+08
NS
€S 1,0E+06
2=
o o 1,0E+04
$3
= 1,0E+02
= @ ¥
1,0E+00 - T T T
0 5 10 15 20 25 30
Giinler
=t VRS Agar Besiyerinde Elde Edilen Sayim Sonuglari
—jii—M17 Agar Besiyerinde Elde Edilen Sayim Sonuglari
—p—DRBC Agar Besiyerinde Elde Edilen Maya Sayimi Sonuglari
=—O==DRBC Agar Besiyerinde Elde Edilen Kuf Sayimi Sonuglari
MRS Agar | M17 Agar | DRBC Agar (Maya) | DRBC Agar (Kiif)
GUNLER | (kob/g) (kob/g) (kob/g) (kob/g)
0 52x10° | 4,5x10° 1,8x10’ 4,5x10°
1 3,9x10° 2,9x10° 2,9x10° 2,9x10°
7 8,8x10 2,9x10 2,3x10° 2,9x10
14 1,4x10° 1,4x10° 1,1x10° 1,4x10°
21 1,1x10° 1,1 x10° 6,6x10° 1,1x10°
26 8,4x10 3,3x10 <1,0x10" 3,3x10°

Sekil 3. Cesme’den alinan Kopanisti peynirine ait sayim sonuglari
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Cizelge 2. Tiirk Gida Kodeksi, 2001 — 19 nolu Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ne gore son iiriine yapilan analizler ve sonuglari

Laboratuarda Cesme’den
Yapilmas n|c m M |n iiretilen temin edilen
Gereken Kopanisti Kopanisti
Analizler peyniri peyniri
(kob/g) (kob/g)
Koliform 511 9 95 5 <3 <3
Escherichia coli 5 <3 -- 5 <3 <3
Salmonella 510 25 g’da 5 25 g’da yok 25 g’da yok
bulunmayacak
Listeria 510 25 g’da 5 25 g’da yok 25 g’da yok
monocytogenes bulunmayacak
Staphylococcus 501 1,0x | 1,0x |5 1,0x 10 <1,0x 10
aureus 10 10°
Clostridium 511 1,0x 1,0x | - - -
perfringens 10" 10°
(kob/g)
Maya (kob/g) 502] 1,0x | 1,0x |5 9,26 x 10° 9,26 x 10°
107 10°
Kiif (kob/g) 502] 1,0x | 1,0x |5 6,09 x 10° 3,12 x 10°
10' 10°

n: Analize alinacak numune sayisin,

c: “M” degerini tastyabilecek en fazla numune sayisini,

m: (n-c) sayidaki numunede bulunabilecek en fazla degeri,
M: “c” sayidaki numunede bulunabilecek en fazla say1yi,
A: Laboratuarda iiretilen Kopanisti peynirini,

B: Cesme’den temin edilen Kopanisti peynirini ifade eder.

-: Analiz uygulanmamigtir.

Gesme’den temin edilen ve laboratuarda Uretilen Kopanisti peyniri érneklerinde, bu tlr Grlnlerde risk kaynagi
olarak dikkate alinmasi gereken mikroorganizmalar, Turk Gida Kodeksi, 2001 — 19 nolu Mikrobiyolojik Kriterler
Tebligi'nde yer alan peynir standartlari dogrultusunda incelenmistir. Koliform ve Escherichia coli <3 olarak
tespit edilmis, Staphylococcus aureus sayisi ise laboratuarda Uretilen Kopanisti peyniri igin 1,0x107,
Cesme’den alinan Kopanisti peyniri icin <1,0x101 olarak saptanmistir. Salmonella ve Listeria monocytogenes
25 g ornekte yoktur. Maya ve kif sayisi ise tebligde belirtilen degerlerin oldukc¢a Uzerindedir. Elde edilen
sonugclarin tebligdeki deger ile kiyaslamasi Gizelge 2'de gorilmektedir.

Spontan fermentasyona tabi tutulmus bir Griin icin yukarida adi gecen patojen mikroorganizmalarin bu denli
disuk seviyede g¢ikma sebebinin; laktik asit fermentasyonundan kaynaklanan disik pH'dan olabilecegi
dusunilmektedir. Bir diger sebep ise; hakim floranin laktik asit bakterileri, mayalar ve kiflerden olusmasinin,
diger mikroorganizmalarin geligsimini olumsuz yénde etkilemis olma olasiligidir. Yapilan sayimlar sonucunda
maya ve kuf sayisinin Tirk Gida Kodeksi, 2001 — 19 nolu Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi'ndeki peynir
standardinda belirtilen sinirlarin ¢ok Uzerinde oldugu belirlenmis ve bunun sebebinin de spontan
fermentasyondan dolay! kontaminasyona acik bir dretimin sonucu oldugu disinulmektedir. Calismanin bir
sonraki asamasi olarak genetik tanimlama analizlerini takiben, izole edilen kiltirlerden segilen farkli laktik asit
bakterisi ve maya kombinasyonlari kullaniimak suretiyle, bu kombinasyonlarin tretim kosullarina uygunlugu ve
tat profili test edilmelidir. Elde edilen bulgular dogrultusunda olusturulacak starter kiltirin endUstriyel acidan
faydali olacag! distinulmektedir.
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