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Retentate Siit, Permeate ve UF Retentate Peyniralt Suvunda
Bakteriyofaj Aranmasi1 Uzerinde Bir Arastirma

Yrd, Dog. Dr. Yavuz BEYATLI

Gazi Univ. Fen - Edebiyat Fqki&ltesi Biyoloji Boliimii — ANKARA

OzZET

Bu galismada Ultrafilitrasyon ile elde edi-

len retentate, permeate ve UF retentate ile 'ya
ptlan peynirin peyriralth suyundaki fajlarin &
adet [aktik asit bakterisi iizerindeki etkileri
arastiriimistir,

Deneme materyalinde S.thermophilus ve L.bul
garicus’'u lize eden Kfaja rastlarumamis, ancak
S.lactis, S.cremoris ve S.diacetylactic lzerine
etkili fajlarin varligi gbsterilmistir,

SUMMARY

In this research, presence of bacteriopha-
ges active against 5 different lactic acid bac-
terla in UF retentate, permeate and UF reten
tate whey have been examined.

While no bacteriophage of S.thermophilus
and L.bulgaricus have detected in. all samples,
phages active aqainst to S.lactis, 8. cremoris
and S.diacetylactis were found in some samp-
les of materiols. :

1. GiRls

Bakteriyofajlar (ya da kisa ‘deyimi ile faj-
lar) bakterilerin zorunlu parazitleri olup ancak
canit bakteri hiicreleri iginde gogalabilen virus-
larchr, Fajlarla, enfekte edebildikleri bakierinin
‘tiirfi, tipi hatta susu arasindaki iligki yiksek
derecede Ozgiildiir; bir bakteriyofaj tipi Gzgil
bir bakteri tipini (ve bir cok olgularda sadece
belirli suglarm) enfekte edebilir. Bu ozgil
iligki karsilikli olarak bakteri (ya da faj) sus-
tarinin tammlanmasi, genetik yapilarimin belir-
lenmesi ve ‘herhangi bir kaynaktan arzu edilen
fajlarin elde edilmesi i¢cin kullanlabilir {1).

Bakteriyofajlarin |aktik starter kiltirleri i
zerindeki etki mekanizmasi pek ¢ok arastirici
tarafindan gdsterilmistir. Starter kullamlan il-
kelerde peynir yapilacak siite katilan saf kil
tlirlerin peynirlerde gereki| asitlidi olugturama-
digi, bundan dolayr arzu edilen tat ve aromanin
gelisemedidi, peynirlerin diisiik kaliteli oldudu
goriilmistir. Konu Uzerinde ¢alisan aragtinice-
lar bu duruma bakterileri lize ederek onlarin

-

gelismesini, dolayisiyla fonksiyonlariny engelle

" yen laktik asit bakterilerine dzglil viriilent ka-

rakterli bekteriyofajlarin neden oldugunu sap-
tamiglardir, ilk kez 1935 yilinda Yeni Zelanda’
da bir igletmede kullanjlan starter kiiltiirde bak-
teriyofaj varli§: Whitehead tarafindan saptan-
mistir (2).

Laktik asit bakterilerinde bakteriyofajlarin
varigh ortaya konuldukfan sonra, sorunun gi

" derilmesi igin uzun ydlar ¢aligmalar siirdiiri!-

milg, Ozetle starter olarak kullanmlacak kiitiir
lerin faj akrabahidi bulunmayan susiardan ka.
rigik ddittiir olarak hazirlanmas: ve bunlarinda
igletmelerde rotasyon sistemi ile kullanimas
onerilmistlr, Ayrica fajlara direngli laktik as't
bakterilerinin secimi wve bu karakterin bakte-
ride stabil hale getirilmesi' galigmalarn bu ala-
mn boyutlarini  genisletmis, pek ¢ok olumlu
karakter gibi faj direngliininde plazmidierle
olan iligkist glindeme gelmigtir (2, 3, 4, 5, 10,
11, 12).

Ultrafilitrasyon (UF) siit teknolojisinde ge-
ligtirilen yeni bir konsantrasyon y6ntemidir.
ABD'de ve Avrupa iilkelerinde bu yeni ybntem
ile elde edilen siitler gesitli peynirlerin yapi-
minda kullanilmaktadir (8, 7).

Bu galismamin amaci UF ydntemi ile elde
adilen retentate (koyulastinlmug) siit, perme-
te (UF sonucu geriye kalan st} we retan
tate siit ile yapilan peynirin peynir altt suyun
da starter olarak kullanstan 5 laktik asit bak-
terisine 6zgill bakteriyofajlarin aranmasidir.

2. MATERYAL ve YONTEM

21, MMI

— Bakteriler : ABID., Oregon State Uni
versity'den safjlanan Streptococcus thermop.

hilus, A.B.D. Cornell University'den sagtanan
Lactobacillus bulgaricus, Kanada Rosell Inst’

dan safdlanan S.lactis, §.dlacetylactis ve
S.cremoris dullanimistir,
— Retentate : Cig sit $50°C'da Abcor

22.5 UF cihazinda 2:1 konsantrasyonda koyu

~
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fastinimistir.  Bu sitlin proteinini ¢dktiirmek
amaciyla % 50 laktik asit ilave edilip iyice
karistinlmg, kendi halinde 3" birakildiktan son-
ra Whatman 42 filitre kagidindan sizilmis-
tiir (8). Bu sekilde elde edilen berrak sm faj
aranmasmda kullanilmistir.

. — Permeate UF sonucu elde ediien di-
siik kuru maddeli artekdir, :

— Peyniralti suyu : Retentate siitten dre-
tilen peynirin peyniralti suyudur,

2.2. Yintem ‘
2.2.1, Bakterilerin Aktiflestirilmesi ve
Muhafazas! .

Liyofilize kiiltlrler ™M 17 Broth besiyerinde
aktiflestirildikten sonra % 10 oraninda koruma

ortamina (% 11 W/V skimmilk & % 15 W/V

Gliserol) inokille edilip hemen —20°C’da don-
duruimu$lar, kullaniacaklarn  zaman 30°C'da
16 saat inkiibasyon ile aktiflestirilmisler, son-
ra % 11 W/V skimmilk ortaminda 2-3 ardi-
sik transferle tam aktif duruma getirilmigler-
dir, ' : '

222, Orneklerin Hazirlanmasi

 Retentate, permeate ve peyniralti suyu-
nun sivi kisunlar 20.000 d/d'da 20° santrifij
lenmis, slipernatantlar dnce 43, sonrg 1 nolu
Whatman filitre kagitlanindan siiziilmiis, slizlin-
tiller ise GS 0,22 o filitre kafidindan gegirile-
rek sterilize edilmislerdir.

. 2.2.3. Bakteriyofaj Aranmast

Terzaghi ve Sandin’e gbre (9} yaptmigtir
Bu- amagla skimmitk ortaminda aktiflestirilen
kiiltlirler ™M 17 Broth besiyerine inokiile edil-
miglerdir. 16 saat inkiibasyondan sonra steril
tiiplere 0,1 ml aktaﬁlmm {izerlerine t'er dam-
la kalstyumkloriir (1 Mol) ilave edikip kar|$t|
rilmuslardir,

Filitratlarm ise ©Once M 17 Broth besiye
rinde -dillisyonu  yapilmis, sonra bunlardan
0,'er ml ahmp yukarnda agiklanan kiltir
“4CaCl, tiplerine aktarilmis ve jyice karistr
titriglardir,

-37°C'da, laktik kiltiir igeren

Tipler 10' bekletildikten sonra 45°C da
bekletilen ™M 17 Agar besiyeri Uzerine daha or-
ce petri kutularina dokilmis yine M 17 Agar
besiyeri lzerine iist katman olarak dokilmis-
ferdir, Termofil kiiltiir iceren petri kutularn
petri kutulari
28°C’da 18 - 20 seat inklbasyona birakimig
lardir. inkitbasyondan sorra petri kutulaninda
plak [plague) olusup olusmadigi konirol edil-
mis, ve faj sayisi pfu (plague forming unit =
plak olusturan birim) olarak hesaplanmistir,
Calisma 5 kez tekrarlanmisgtir,

3. ARASTIRMA SONUGCLARI ve TARTISMA

Retentate, permeate ve peyniralti sularin-
daki dzgiil fajlarin varhgt ve sayilan gizelge
1'de toplu halde wverilmistir,

Cizelge 1'den gorildugi gibi deneme ma
teryallerinin hicbirisinde 8. thermophilus ve
L. bilgaricus’a dzgul faja rastlanamamistir.

S, dia@:etlylacti-s’e bzgiil tek faja 5 perme-
ate drnediinden sadece 1'inde rastlanirken top
lam 15 materyalden 6'sinda 8. lactis’i, 5'inde
8. cremoris’i lize eden fajlar bulunmustur.

Elde editen toplam 12 faj lizatimin mater
yallere dadiibminda ise 2 lizatin retentateden,
5 lizatin permeateden ve 5 lizatin peyniralti
suyundan alindigr yine gizelge 1'den gbriillemk-
tedir.-

Permeate Orneklerindeki faj sayisi 10-20
pfu/ml arasinda iken retentate peyniralti su-
yunda 10-40.000 pfu/m! olmasi, ayn sekilde

. UF retentate'den 8. lactis ve S. cremoris’e oz-

gll fajlarin bulunmasi, dzellikle 5 nolu reten-
tatede §. cremoris’e Ozglil 200 pfu/ml faje
rastlarmriken 5 nolu 6rnedin permeatinda ve re-
tentate peyniraltt suyunda faja rastlanamamas:
diklcat gekicidir. Bu sonuglar; sitte bulunabilen
fajlarin UF i$le-minden canli olarak rete‘n‘ta’féye
gecebildigi peynir isleme sirasinda ise alet

_ekipmandan faj =bru-|a$'a'bi"ld‘igi seklinde yorum-

lanabilir €10). .
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