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OZET

Konya Kiiflii Peynirinden izole Edilen Kiiflerin Molekiiler identifikasyonu Ve
Penicillium roqueforti izolatlarinin Morfolojik Karakterizasyonu

Meryem SERI
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi
Tez damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Banu METIN
Subat-2020,100 Sayfa

Konya kiiflii tulum peyniri, Konya tulum peynirinin parcalara bolinerek yiizeyde kiif
olusumunun saglanmasi i¢in bodrum, mahzen veya magaralarin serin ve nemli
atmosferinde muhafaza edilerek olgunlastirilmasiyla elde edilen, Tiirkiye nin {inli
kiiflii peynir g¢esitlerinden biridir. Bu ¢alismada, Konya kiiflii tulum peynirinin kiif
cesitliliginin - molekiiler yontemlerle belirlenmesi ve Penicillium roqueforti
izolatlarmin morfolojik karakterizasyonunu amaglanmistir. Bunun i¢in Konya’dan
cesitli pazarlardan 26 adet peynir 6rnegi almmistir. Numuneler (10 g) 90 ml %2’lik
sodyum sitrat tamponu ile homojenize edilmis ve diliisyonlar ringer ¢ozeltisi i¢cinde
hazirlanmistir. Potato dextrose agar (PDA) iizerinde gelistirilen toplam 54 kiif, ¢izgi
yontemiyle saflastirilmis ve DNA izolasyonuna tabi tutulmustur. Kiiflerin Internal
Transcribed Spacer (ITS) bolgesinin dizilim analizi, izole edilen kiiflerin 53’{iniin
Penicillium roqueforti ve birinin de Cladosporium cladosporioides oldugunu
gostermistir. PDA iizerinde yogun sekilde iireyen mayalar da izole edilmis ve Pichia
membranifaciens (3 izolat), Candida zeylanoides (2 izolat), Debaryomyces hansenii
(1 izolat), Geotrichum candidum (1 izolat) olarak tanimlanmistir. P. roqueforti
izolatlarini morfolojisi, li¢ nokta inokiilasyonu ile dort farkli ortam, potato dextrose
agar (PDA), yeast extract sucrose agar (YES), malt extract agar (MEA) ve oatmeal
agar (OA) kullanilarak incelenmistir. Izolatlarin morfolojik acidan cesitlilik arz ettigi
gozlemlenmistir. P. roqueforti izolatlarin genotipik benzerlikleri hakkinda bilgi
sahibi olmak i¢in yapilan rep-PCR (GTGS) analizinde verdikleri bant patternleri
birbirine ¢ok benzer bulunmustur. Bilindigi kadariyla, bu ¢alisma Konya kiiflii tulum

peyniri mikobiyotasini molekiiler olarak belirleyen ilk ¢alismadir.



Anahtar Kelimeler: Konya kiiflii tulum peyniri, Penicillium roqueforti, ITS sekans,
morfotip



ABSTRACT
Molecular Identification of Molds Isolated from Konya Mold-Ripened Cheese
and Morphological Characterization of Penicillium roqueforti Isolates

Meryem SERI
Master of Science, Food Engineering
Supervisor: Asist. Prof. Dr. Banu METIN
February-2020, 100 Pages

Konya mold-ripened tulum cheese is a famous variety of Turkish mold-ripened
cheeses, which is produced by cutting the mature Konya tulum cheese into pieces to
let the molds grow on the surface in the cool and humid atmosphere of cellars or
caves. In this study, it was aimed to determine the filamentous fungal diversity of
Konya mold-ripened Tulum cheese by molecular methods and to characterize the
Penicillium roqueforti isolates by morphological methods. To do this, 26 cheese
samples were obtained from various bazaars and markets from Konya. The samples
(10 g) were homogenized with 90 ml of 2% sodium citrate buffer and dilutions were
prepared in Ringer solution. A total of 54 filamentous fungi grown on potato
dextrose agar (PDA) were purified by streaking and subjected to DNA isolation.
Sequencing of the Internal Transcribed Spacer (ITS) region of the fungi showed that
53 isolates were Penicillium roqueforti and one was Cladosporium cladosporioides.
Yeasts that grow extensively on PDA were also isolated and identified as Pichia
membranifaciens (4 isolates), Candida zeylanoides (2 isolates), Debaryomyces
hansenii (1 isolate) and Geotrichum candidum (1 isolate). The morphology of the P.
roqueforti isolates were examined using four different media, potato dextrose agar
(PDA), yeast extract sucrose agar (YES), malt extract agar (MEA) and oatmeal agar
(OA), by three-point inoculations. The isolates, were observed to be morphologically
diverse. The band patterns obtained in rep-PCR (GTGS5) analysis, conducted to find
out the genotypic similarities of P. roqueforti isolates were found very similar. To
our knowledge, this is the first study determining the Konya mold-ripened Tulum

cheese mycoflora molecularly.
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GIRIS

Tirkiye'de 50'den fazla g¢esit peynir iiretilmektedir. Bu peynirlerin biiylik bir
kism1 bulundugu konumda kiiciik isletmeler tarafindan iiretilip satilmaktadir. Konya
kifli tulum peyniri de Konya yoresine has tekniklerle tiretilip olgunlagsma siiresi
tamamlandiktan sonra tulumun cesitli yerlerinden kesilerek bodrum, mahzen ve
magara gibi ortamlarda kiiflendirilmesi ile elde edilmektedir. Bu peynirin kendine
has kokusu ve tadi bolge halki tarafindan sevilip ¢okga tiiketilmektedir. Diinyanin
bircok yerinde farkli yontemlerle iiretilen ¢ok cesitli kiiflii peynirler bulunmaktadir.
Genel itibariyle diinya literatiiriinde kiiflii peynirlerin mikrobiyotasmni olusturan
mikroorganizma tiirleri, 6zellikle kiif ve maya cesitliligi géz Oniine alinmistir.
Tirkiye’de geleneksel kiiflii peynirler iizerine yapilmis molekiiler caligmalar
bulunmakta fakat yetersizdir. Ozellikle Konya kiiflii peynirine dair molekiiler
yontemlerle yapilan bir identifikasyon ¢alismasina rastlanilmamistir. Bu ¢alismada
geleneksel Konya kiiflii peynirimizdeki kiif ve mayalar PDA (potato dextrose agar)
iizerinde gelistirilmis, DNA izolasyonuna tabi tutulmus ve ITS gen bdlgesinin
diziliminin belirlenmesi ile identifiye edilmistir. Ayrica PDA, MEA (malt extract
agar), YES (yeast extract sucrose agar) ve OA (oatmeal agar) kullanilarak dort farkli
besiyeri ilizerinde morfolojik farkliliklar1 gézlemlenmistir. Bunun yani sira, izole
edilen Penicillium roqueforti suslart Rep-PCR Gtg5 parmak izi analizi ile suslarin
birbirlerinden aywt edilip edilemedigi degerlendirilmistir. Kiiflii peynirlerin kiif
icerigi Ozellikle insan sagligi acisindan Onem teskil etmektedir. Molekiiler
yontemlerle identifikasyon daha hizli ve daha dogru yapilmaktadir. Bu ¢alismada
Konya kiifli tulum peynirinin kiif ve maya cesitliligi molekiiler yontemlerle
belirlenmis ve izole edilen Penicillium roqueforti suslar1 morfolojik ve genotipik

yontemlerle incelenmistir.



BiRINCIi BOLUM

LITERATUR TARAMASI

1.1. Siit Bilesenleri ve Tiirkiye’nin Siit Istatistikleri

Gegmisten giliniimiize siit oldukga ¢ok tiiketilen, besleyici 6zelligiyle 6n plana
cikan hayvansal kaynakli bir {riindiir. Siit, 1s11 islem gordiikten sonra igilerek
tilketilmektedir. Bunun yaninda farkli islemlere tabi tutularak (genellikle
fermentasyon) olusan siit tirtinleri de ¢ok ¢esitlidir ve diinya genelinde her yas grubu
tarafindan ¢okgca tiiketilmektedir. Siit, %86-88 araliginda su icerigine sahiptir ve geri
kalan %14-12’lik kismina kuru madde denilmektedir (Kilig, 2010). Sekil 1.1°de
goriildiigii tizere, siit kuru maddesi siit yag1 ve yagsiz kuru madde olarak ikiye
ayrilmaktadir. Siit yagi viicut i¢in elzem olan (esansiyel) yag asitlerini ve yagda
¢Oziinebilen vitaminleri (A, D, E ve K) icermekte ve siit yaginin neredeyse tamami
(%98-99) sindirilebilmektedir (Kilig, 2010). Siitiin en 6nemli karbonhidrati olan
laktoz yalnizca siitte bulunan, glikoz ve galaktozun birlesimi ile meydana gelen bir
disakkarittir (Demirci, 1998). Ayrica siit; By, Bs, Bg, Bis, niasin, folik asit ve
pantotenik asit gibi vitaminleri ve kalsiyum, fosfor, potasyum, magnezyum, sodyum,

kiikiirt ve klor gibi mineral maddeleri de icermektedir (Demirci, 1998).
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Sekil 1.1: Siitiin bilesenleri ve siitte bulunma oranlan

(Demirci, 1998; Kilig, 2010; Metin, 2009)

2017 itibariyle diinyada siit liretimi 849 milyon tona ulasmistir (Ulusal Siit

Konseyi, 2018). 2018 verilerine gore ise Tiirkiye’de c¢ig siit liretimi sigir, manda,
koyun ve kegiden olmak iizere toplamda yaklasik 22 milyon tondur (TUIK, 2018).
Tiirkiye’de igme siitii iiretim miktar1 1,660,664 ton, peynir iiretim miktar1 756,108
ton, yogurt iiretimi 1,198 ton, ayran tiretimi 730 ton, siit tozu {iretimi 109,384 ton,
kaymak {iiretimi 32,877 ton ve peynir alt1 suyu tozu iiretimi ise 31,857 tondur (TUIK,
2018). Ulusal siit konseyinin hazirladig1 rapora gore, 2018 yil1 kisi bas1 icme siitii
tilketiminin yaklasik 41,5 kg, peynir tiikketim miktarmm 18,4 kg, yogurt tiikketiminin
30,6 kg, ayran tiikketiminin 18,4 kg ve tereyagi tiiketiminin 1,78 kg oldugu tahmin
edilmektedir (TUIK, 2018).




1.2. Fermente Uriinlerin Gruplandirilmasi ve Fermente Siit iiriinleri

Geleneksel fermentasyon, dumanlama, kurutma ve tuzlama gibi gidalarin
korunmasima yonelik c¢esitli yontemler gecmisten giiniimiize diinyanin pek ¢ok
yerinde uygulanmaktadir (Tamang ve Kailasapathy, 2010). Fermentasyon en genel
tanimu ile bitkisel veya hayvansal iirlinlerin baslatict kiiltiir ilavesi ile veya kiiltiiriin
dogal vyollarla bulagsmasiyla birlikte gelisim gosteren, karbonhidrat ve ilgili
bilesiklerin kismi oksidasyona ugratilip enerji agiga ¢ikmasiyla devam eden
metabolik bir siiregtir (Karagil ve Niliifer, 2013). Fermantasyon, gida maddelerinin
ozellikle mikroorganizma kaynakli bozulmasinin 6nlenmesine yardime1 olmakta ve
fermantasyon islemi sirasinda esansiyel aminoasitlerin ve vitaminlerin senteziyle
besin degerinin artmasmda etkili olmaktadir (Kabak ve Dobson, 2011). Fermente
gidalar, cesitli liretim teknikleri, hammaddeler ve mikroorganizmalar kullanilarak
iretilmekte ve bu mikroorganizmalar1 ise genellikle substrat ilizerinde bulunan
mikrobiyota veya ilave edilen baslatic1 kiiltiirler olusturmaktadir (Blandino vd.,
2003). Ozellikle son yillarda hem ulusal hem uluslar arasi fermente {iriinlere artan
ilgiyle beraber diinyanin her yaninda 3.500’den fazla siit, meyve ve sebze bazl
fermente yiyecek ve igcecegin iiretildigi tahmin edilmektedir (Kabak ve Dobson,

2011).

Tirk Gida Kodeks’inde (2009) fermente siit liriinlerinden bazilar1 asagidaki

gibi tanimlanmastir.

e Fermente siit, siitiin uygun mikroorganizmalar tarafindan fermentasyonu ile
ph degerinin koagiilasyona yol acacak veya agmayacak sekilde diisiiriilmesi
sonucu olusan ve igermesi gereken mikroorganizmalar1 yeterli sayida, canli
ve aktif olarak bulunduran siit tirtiniinii,

e Yogurt, fermentasyonda spesifik olarak Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbureckii subsp. bulgaricus’un simbiyotik kiiltlirlerinin
kullanildig1 fermente siit iiriiniind,

e Asidofiluslu siit: fermentasyonda spesifik olarak Lactobacillus acidophilus k
tltlirtiniin kullani1ldig1 fermente siit tirtiniindi,

e Kefir: fermentasyonda spesifik olarak Lactobacillus kefiri, Leuconostoc,
Lactococcus ve Acetobacter cinslerinin degisik suslari ile laktozu fermente

eden (Kluyveromyces marxianus) ve etmeyen mayalart (Saccharomyces
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unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguus) igeren
starter kiiltiirler ya da kefir tanelerinin kullanildig1 fermente siit iiriiniindi,
Kimiz, kisrak siitiiniin Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve
Kluyveromyces marxianus mikroorganizmalarinin fermentasyonu ile elde
edilen i¢ilebilir kivamdaki tirtinii,

Ayran, yogurda su katilarak veya kuru maddesi ayarlanan siite yogurt kiiltiirii
ilave edilerek, i¢ilebilir kivamda hazirlanan fermente iiriinii,

Kefir ise, laktik asit bakterileri, asetik asit bakteri ve Torula mayalarini igeren
kefir danelerinin siitii fermentasyonu ile elde edilen igilebilir kivamdaki

urini ifade etmektedir.

Tablo 1.1°de diinya genelinde iiretilmekte ve tiiketilmekte olan fermente gida

iirtinlerine 6rnekler verilmistir.

Tablo 1.1: Fermente gida iiriinleri

Fermente Uriin
Kategorisi

Cesitler

Referans

Et Uriinleri

Sucuk, pastirma, fermente
sosisler,

Karagil ve Niliifer, 2013;
Liicke, 1994

Stit Uriinleri

Kefir, kuimiz, yakult, yogurt,
koumiss, peynir,
olgunlastiriimis tereyagi

Ender vd., 2006; Buttris,
1997; Kosikowski, 1982

Icecekler

Cay, kahve, sarap, bira,
sake, sirke

Wood, 2012

Soya, Baklagil ve Tahil

Miso, soya sosu, tempe,

Chai vd., 2012; Chen vd.,

Uriinleri tofu, boza, busaa, dhokla, 2012; Levent ve
tarhana Cavuldak, 2017; Nout,
1980; Joshi, Godbole ve
Kanekar, 1989; Karagil ve
Niliifer, 2013
Deniz Mahsulleri Fermente balik ezmesi, Wood, 2012
balik sosu, tuzlanmis balik
Algler Spirulina, Dunaliella Wood, 2012

salina (beta-karoten
tirtinii), Chlorella

Sebze Uriinleri

Tursu, kimchi, salamura
zeytin, kakao

Karagil ve Niliifer, 2013;
Wood, 2012



Tiirk Gida Kodeksi (2015) peynir tebliginde,

e Peynir, hammaddenin uygun bir pihtilastiric1 kullanilarak pihtilastirilmasi
ve pihtidan peyniralt1 suyunun ayrilmasiyla ya da siitiin permeatinin
ayrilmasindan sonra pihtilastirilmasiyla elde edilen, farkli sertliklerde ve
yag igeriklerinde, salamura ile ya da kuru tuzlama ile tuzlanarak ya da
tuzlanmadan, starter kiiltiir kullanarak ya da kullanmadan, telemesi
haglanarak ya da haslanmadan, cesnili ya da cesnisiz olarak, teknigine
uygun olarak iiretilen, olgunlastirilmadan ya da olgunlastirildiktan sonra
tilketilen, cesidine 6zgl karakteristik Ozellikleri gosteren siit tirtinleri

seklinde verilmistir.

Bu {irtinlere ilaveten Tiirk Gida Kodeksi (2005) Tereyagi, Diger Siit Yagi

Esasli Siiriilebilir Uriinler ve Sadeyag Tebligine gore diger siit iiriinlerinden olan

e Tereyag, agirlikca en az %80, en fazla %90 oraninda siit yagi, en fazla %2
oraninda yagsiz siit kuru maddesi ve en fazla %16 oraninda su igerigine

sahip siit {irtinii seklinde ifade edilmistir.

Ozellikle Anadolu’da iiretilen fermente siit iiriinlerinin ¢ogu dogal olarak
olusan mikrobiyota veya dnceki fermantasyonun bir kismini asilama maddesi olarak
yeni fermantasyona katmak seklindeki “back-slopping” yontemi ile tretilmektedir

(Kabak ve Dobson, 2011). Tablo 1.2’de fermente siit {iriinlerine bazi ornekler

verilmistir.

Tablo1.1: Fermente siit iiriinleri
UROUN REFERANS
Yogurt (Stizme yogurt, torba yogurdu, kis yogurdu, Tiirk Gida Kodeksi, 2009
tuzlu yogurt, kurut, yogurt tozu, meyveli yogurt vd.)
Kiltiirli buttermilk Akin, 2010
Eksi krema Akin, 2010
Fermente siitler (langfil, filmjolk, yimer) Akin, 2010
Bulgar yayik ayrani Akin, 2010
Probiyotik fermente siitler Akin, 2010
Kefir Ender vd., 2006
Kimiz Ender vd., 2006
Olgunlastirilmis tereyagi Kosikowski, 1982
Peynir (mozarella, ricotta, edam, emmental, cheddar, Kosikowski, 1982
rokfor vs.)
Ayran Wood, 2012




1.3. Peynir

Ulkemizde ve diinya ¢apinda en ¢ok tiiketilen siit {iriinii, besleyici igerigi ve
zengin c¢esitliligi ile 6n plana c¢ikan peynirdir. Diinyada 1000’den fazla peynir
cesidinin  bulundugu, hatta sadece Fransa’ya ait 400 c¢esit peynirin oldugu
bilinmektedir (Kaynar, 2011). Ulkemizde ise peynir gesidi olarak en ¢ok beyaz
peynir, kasar peyniri ve tulum peyniri Uretilmektedir (Kaynar, 2011). Peynir kisaca,
stitlin organik asitlerce pihtilastirilmasi, peynir mayasi ve starter kiiltiirler yardimiyla
islenmesi, tuzlanmasi, sekillendirilmesi ve yoreye gore ¢esni maddeleri veya otlarla
lezzetlendirilmesi, farkl siire ve sicakliklarda olgunlastirilmas: yoluyla elde edilen
bir diriindiir (Ozkalp ve Durak, 1998). Siitiin cinsi, peynirin olgunlastirilma siiresi,
olgunlastirildig1 ortam, telemenin kirilma sekli, starter kiiltlir, peynir igerigine
eklenen cesni ve otlar, sicaklik ve nem gibi bir ¢ok unsur peynirin kendine 6zgii

aroma, lezzet ve kivamini sekillendirmektedir.

Peynir mayasi, iceriginde esas olarak ruminantlardan elde edilen hayvansal,
bitkisel kaynaklardan elde edilen bitkisel veya mikrobiyal kaynaklardan elde edilen
ve kullanimima izin verilen proteolitik enzimleri igeren pihtilastiricilar olarak,
starter kiiltiir ise, peynir liretiminde esas olarak asitligi artirmak ve peynire kendine
Ozgii tat, aroma gibi 6zellikleri kazandirmak amaciyla kullanilan, igeriginde laktik
asit bakterileri gibi belirli bakteriler, maya ve kiifler bulunduran mikroorganizma

kiiltiirleri seklinde tanimlanmistir (Tiirk Gida Kodeksi, 2015).

Peynir c¢esitleri genel itibariyle Tablo 1.3’deki kriterlere gore

smiflandirilmaktadir.

Tablo 1.2: Peynirin siniflandirilmasindaki kriterler

KRITERLER Simiflandirma bicimi

-Peynirmayasi (rennet) ile elde edilenler
(Kasar, Cheddar, Edam vd.)
-Uygun asitlerle pihtilastirilarak
tiretilenler (Cottage, Quark, Quesco,
Kazeini pithtilastirma yontemi ve Blanco vd.)

iiretim ozelliklerine gore -Isi/asit etkisiyle elde edilenler (Ricotta,
Sapsago, Ziger vd.)
-Konsantrasyon/kristalizasyon
uygulamalariyla iiretilenler (Mysost vd.)
-Eritme peynirleri

Konsistens ozelliklerine gore -Cok sert (rendelik) peynirler (Parmesan,




olgun Asiago, Romano vd.)

-Sert peynirler (Cheddar, Emmantel,
Gruyere vd.)

-Yart sert peynirler (Trappist, Roquefort,
Gorgonzola vd.)

-Yari yumusak peynirler (Miinster,
Limburg, Brick vd.)

-Yumusak peynirler (Cottage,
Camembert, Coulommier vd.)

Olgunlasmada kullanilan
mikroorganizmalara gore

-Laktik asit bakterileri ile
olgunlastirilanlar (Peynir ¢egitlerinin
biiyiik boliimii)

-Laktik asit bakterilerinin yani sira diger
bazi mikroorganizmalar yardimiyla
ozellikle yiizeyden olgunlastirilanlar
(Tilsit, Limburg vd.)

-Ozel kiiflerle olgunlastirilanlar
(Roquefort, Gorgonzola vd.)

Peynirin tekstiiriine gore

-Yuvarlak gozlii (Gouda vd.)
-Graniiler (Tilsit vd.)
-Kapali tekstiir (Cheddar vd.)

Kurumadde yag oranlarina gore

-Cok yagl peynirler (Kurumaddede yag
orant >%:060)

-Tam yagh peynirler (K.m. yag orani
%45-60)

-Yagh peynirler (K.m. yag orant %25-45)
-Yarim yagl peynirler (K.m. yag orant
%10-15)

-Yavan peynirler (K.m. yag orani
%10°dan az)

Yagsiz peynir Kitlesindeki su
oranlarina (Wff) gore

-Ekstra sert (Yagsiz peynir kitlesindeki su
orant <%351)

-Sert (Y. p. k. su orani %649-56)

-Yari sert (Y. p. k. su orant %54-63)
-Yar: yumusak (Y. p. k. su orani %61-69)
-Yumugsak (Y. p. k. su oran1 >%:067)

Bilesimlerine gore

-Kurumadde oranlarina gére
-Su oranlarina gore

-Yag oranlarina gére
-Kalsiyum oranlarina gore

K.m.: kurumadde
Y. p. k. : yags1z peynir kitlesi

(Kaynak: Ugiincii, 2008)




1.4. Peynirin Besin Degeri

Taze ve olgun peynirler {lizerine yapilan ¢aligmalar, peynirin % 35,6 — 51,2
kuru madde, % 4,33 — 24 yag, % 2,2 — 8,70 tuz ve % 6,21 — 9,98 kiil (mineral
madde) icerdigini, ayrica peynir pH’min 4.50 ile 5.43 arasinda degistigini
gostermektedir (Celik ve Uysal, 2009). Ayrica % 20 — 35 oraninda protein igerigine
sahip olan peynir, yagda ¢oziinen vitaminler bakimindan zengin iken, suda ¢dziinen
vitaminlerin biiyiik boliimiinii peynir alt1 suyuna terk etmektedir. Ozellikle siitteki A
vitamininin % 80 — 85 kadar1 peynire gecmekte, bununla birlikte peynir % 0,1 — 1,3
oraninda kalsiyum ve % 0,25 — 0,60 oraninda vitamin B ihtiva etmektedir (Demirci,

1990).



1.5. Peynir Uretimi

SUTUN SECIMI —_— SUTUN KABULU

-Mikrobiyolojik kriterlere
gore; somatik hiicre sayisi _Kaba filtreleme

vb. -Klarifikasyon

aklasyon agamasl, -Yag standardizasyonu
mastisitli olup olmayisi vs. -Homojenizasyon

-Deodorizasyon
-Pastdrizasyon

On hazirlik islemleri,

| ON OLGUNLASTIRMA VE SOGUTMA |

PevNiR SUTO

Renk maddesi (tercihsel) ——= -Mayalanacak siitéin
Calle ———> sicakligi ayarlanir.
Starter Kiiltir —

PIHTI OLUSUMU
Zararsiz organik

J' asitlerle pthtilastirma

Peynir mayasiile
pihtilastirma

| PIHTI KESIM OLGUNLUGUNUN BELIRLNMESi |

y

| PIHTININ KESILMESi VE KIRILMASI |

e ~

KESILEN PIHTININ GOKELTILMESi PIHTI VE PEYNIiR SUYUNUN
(Yumusak tip peynirlerde) BiRLIKTE KARISTIRILMASI (Sert ve
yari sert tip peynirlerde)

‘ PIHTININ YIKANMASI (Bazi gesitlerde) ‘ — | Peynir suyu ayrilir

| PIHTININ ISITILMASI (Bazi esitlerde) |

‘ PEYNIR ALTI SUYUNUN UZAKLASTIRILMASI | — | Peyniralti suyu ayrilir
TELEME
TUZLANMASI

y

| PIHTININ PRESLENMESI |

PAKETLEME

v

‘ PEYNiRiN OLGUNLASTIRILMASI |

Sekil 1.2: Beyaz peynir iiretim basamaklar

(Kaynak; Akin, 2010; Hayaloglu ve Ozer, 2011; Megep, 2016; Ucgiincii, 2008)
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Beyaz peynir iiretiminin genel basamaklar1 Sekil 1.2°de verilmistir.

1.5.1. Siitiin Secimi

Secilen siitiin  kalitesi son {irlin olan peynirin kalitesini dogrudan
etkilemektedir. Kaliteli peynir i¢in baslangi¢c materyali olan siitiin somatik hiicre
sayisinin  ve mikrobiyal sayimminin diisik olmasi ve antibiyotik igermemesi
gerekmektedir (Farkye, 2004). Siitte somatik hiicre sayist 100 x 10 hiicre/ml ila
300x10° hiicre/ml iizerine ¢ikarsa siitteki yag ve kazein seviyelerinde bir azalma,
bozuk siit pihtilasmasi ve lor olusturma, peynir veriminin diismesi ve olgunlasma
sirasinda birincil ve ikincil proteoliz oranlarinda artis gibi olumsuz etkiler goriilebilir

(Fox ve Guinee, 2013).

Inek ki, mevsim, laktasyon asamasi ve inekten veya baska kaynaklardan
gecebilecek hastaliklar gibi faktorler siitiin kalitesine dogrudan etki etmektedir
(Farkye, 2004). Cig siit, peynir iiretiminde olumsuz sonucglara sebep olabilecek
kimyasal kontaminasyonlar ve serbest yag asitleri acisindan da yeterli temizlikte
olmalidir (Fox vd., 2017). Siitiin mikrobiyal ve kimyasal kalitesi, peynir kalitesinin

yani sira tiiketici sagligi agisindan tehdit olusturmayacak diizeyde olmalidir.

McSweeny (2007) peynir yapilacak inek siitiiniin bilesiminin sahip olmasi

gereken maksimum, minimum ve optimal degerleri Tablo 1.4’deki gibi vermistir.

Tablo1.3: Peynir yapilacak ¢ig inek siitiiniin bilesiminin sahip olmasi gereken
maksimum, minimum ve optimal degerleri

Bilesen Minimum — Maksimum deger Optimal Deger (%)
(%)
Laktoz 4,0-5,0 4.8
Protein 3,0-3,5 33
Kazein 22-228 2,6
Peynir alti suyu proteini 0,5-0,8 0,65
Yag 3,0-5,0 3,5
Mineral 0,6 -0,9 0,7
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1.5.2. On Hazirhk islemleri

Endiistriyel {iretimde silit peynir {retiminden Once standardizasyon,

pastorizasyon gibi bazi 6n hazirlik igslemlerine tabi tutulmaktadir.

a) Kaba filtreleme

Sagim isleminden sonra tiretim birimlerinden siit kabaca siiziiliip gelmis olsa
da tekrardan temizlenmeye gerek duyulur ve bunun i¢in peynir isletmesine gelen
sitler yatay veya dikey bicimdeki boru filtrelerden veya krom-nikel alasimhi
kazanlarda sik dokunmus filtrelerden olusan 6zel siit filtrelerinden gegirilerek ¢esitli

boyutlardaki kir tanelerinin ayrilmas1 saglanmaktadir (Ugiincii, 2008).

b) Klarifikasyon

Kaba filtreleme ile ayrilamayan siitteki epitel hiicreler, kan pihtilari, 16kositler
ve blyiik bakteriler gibi diger kirlilik etmenleri klarifikator denilen santrifiij

seperatdrler ile temizlenir (Ugiincii, 2008).

¢) Baktofiigasyon

Siit pastorize edildiginde ortamdaki vejetatif hiicrelerin ¢ogu oliir fakat bazi
termofilik mikroorganizmalar ve bakteri sporlar1 (6zellikle Bacillus ve Clostridium
gibi spor olusturan, gram pozitif gubuk ve koklar) canliliklarini koruyarak daha sonra
uygun kosullar saglandiginda tekrar vejetatif hale gegebilirler (Ugiincii, 2013). Bu
sebeple gelecekte peynirde olusabilecek kusurlari ve tiiketici sagligina olabilecek
zararlar1 onlemek amaciyla yiiksek devirli 6zel seperatorler yardimiyla santrifiigal
giicle bu tiir mikroorganizmalarin uzaklastirilmasi islemi baktofligasyon olarak

adlandirilir (Ugiincii, 2013).
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d) Siitiin standardizasyonu

Peynir ¢esidine gore standart kuru maddede yag orami Tiirk Gida Kodeksi
peynir tebliginde agiklanmistir (Tiirk Gida Kodeksi, 2015). Bu oranlara gore siitiin
yag oranini standardize etmek amaciyla krema, susuz siit yagi, susuz krema, tereyagi
gibi ilaveler yapilabilmektedir (Guinee, Cari¢ ve Kalab, 2004). Ayrica protein
oranini standardize etmek i¢in kazein, kazeinatlar, peynir alt1 suyu proteinleri, siit
protein konsantreleri ve yagsiz siit tozu, laktoz orani i¢in peyniralt1 suyu tozu ve
yagsiz siit tozu gibi ilaveler yapilabilir (Guinee, Cari¢ ve Kalab, 2004). Bunlarin yan1
sira slitlin protein bilesimi ultrafiltrasyon gibi fizikokimyasal bir islemle de
ayarlanabilmektedir. Ultrafiltrasyon siit proteini ve yagini biiyiik 6lgiide tutan fakat
diisiik molekiil agirlikli bilesikler icin gegirgen olan bir zardan siitiin basin¢h suyla
akigiin saglanmasi prensibine dayanan bir yontemdir (Rattray ve Jelen, 1996).
Zardan gecen kisim ultrafiltrat ya da permeat, sulu bir laktoz, tuz, vitamin ve diger

diisiik molekiil agirlikli bilesiklerin bir ¢6zeltisidir (Rattray ve Jelen, 1996).

e) Homojenizasyon

Homojenizasyon islemi ise siitiin depolama esnasinda yaginin ayrilmasimni
onlemek amaciyla uygulanmaktadir (McCrae, 1994). Zamora vd. (2007)’nin
makalesinde bahsedildigi iizere homojenizasyon Gaulin tarafindan 1899 yilinda
gelistirilmis olup genellikle 60°C'de gergeklestirilmektedir ve siitiin, yag
kiireciklerinin ince lipit damlaciklarma pargalanmasi, krema ayrilmasmin énlenmesi
ve boOylece siit emiilsiyonunun stabilitesinin ve raf Omriliniin artirilmasi esasmna
dayanmaktadir. Boylece peynir mayasmin etkisi iyilestirilmis ve yagm geri

kazanimina bagli olarak peynir verimi artirilmis olur (Zamora vd., 2007).
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J) Deodorizasyon

Deodorizasyon, serbest yag asitleri ve ucucu kokulu bilesenlerin
uzaklagtirilmasi ve yumusak ve kokusuz yag elde etme amacma yonelik, yiiksek
sicaklikta bir vakum-buhar damitmadir (Mariod vd., 2010). Peynire islenecek siitte

deodorizasyon iglemine tabi tutularak siite islemis olan kokular uzaklastirilir.

g) Isil islem uygulanmasi

FAO/WHO (2000) tarafindan yaymlanan kodeksin 4.1. maddesine gore,
stitlin pastorizasyon kosullari, Mycobacterium tuberculosis organizmasmi etkin bir
sekilde yok etmek iizere tasarlanmistir. Ayrica, siitiin ve kremanin pastorizasyonu,
negatif bir fosfataz reaksiyonu ile sonuglanir (FAO/WHO, 2000). Tiirk Gida Kodeksi
Peyir Tebliginde (2015) ise pastorizasyon, en az 72 °C’de 15 saniye uygulanan kisa
stireli yiiksek sicaklik veya en az 63 °C’de 30 dakika uygulanan uzun siireli diistik
sicaklik veya esdeger etkiyi saglayan diger zaman-sicaklik kosullarinin
kombinasyonunu igeren ve bu uygulamalardan hemen sonra alkali fosfataz testi
yapildiginda {iriinlerin negatif reaksiyon gosterdigi 1sil islem olarak tanimlanmustir.
Cig siite en az 72°C’de 15 saniye uygulanan yiiksek sicaklikta kisa siire veya en az
63°C’de 30 dakika uygulanan diistik sicaklikta uzun siire islemi veya esdeger etkiyi
saglayan diger zaman-sicaklik kosullarinin uygulanmasi gerekmektedir (Tiirk Gida
Kodeksi, 2015). Pastorizasyon islemi temelde iki esasa dayanmaktadir. Bunlardan
ilki, hijyenik acidan siitteki patojen ve iirlin kalitesini bozan mikroorganizmalar1 yok
etmek ve digeri ise teknolojik agidan siitteki kazein ve serum proteinlerinde fiziksel
ve kimyasal degisiklikler olusturarak telemenin reolojik 6zelliklerini iyilestirmek ve
standart kalitede peynir elde edilmesine olanak saglamaktir (Yetismeyen,

Osmanlioglu ve Kaptan, 1995).
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1.5.3. On Olgunlagtirma ve Siitiin Sicakhgmnin Ayarlanmasi

Peynir tiiriine gore asamalar degisiklik gosterse de genel olarak,
pastOrizasyon asamasini tamamlamis olan siit tanklara alinarak yaklasik 28-34°C
olana kadar sogutulur ve 6nceden belirli kosullarda biiyiitiilmiis olan starter kiiltiir ya
da kiiltiirler eklenerek 30 dk kadar bekletilir (Hayaloglu, Giiven ve Fox, 2002;
Govindasamy-Lucey, 2004; Ugiincii, 2013). Mayalanma islemine ge¢meden &nce
stitiin olgunlastirilmasi denilen bu islemler gerceklesir ve asitligin olusmasi ve pH’n

yaklasik 6,5-6,3 olmasi saglanir (Megep, 2016).

1.5.4. Katki Maddeleri ilavesi

a) Kalsiyum ilavesi

Beyaz peynir iiretiminde ¢esitli nedenlerden 6tiiri arzu edilen diizeyde piht1
olugmayabilir ayrica siitte ¢Oziinmiis, koloidal ve kompleks halde bulunan
kalsiyumun dengesinin de bazi islemler sonrasi (1sitma, sogutma vb.) bozulmasi ile
pihtinin kesilmesi sirasinda daha kiiciik boyutta piht1 olusumu ve bununla birlikte
yag ve protein kaybr goriilebilir (Megep, 2016). Siitiin peynir mayasi ile
pihtilagsmasinda para-k-kazein ile diger kazein bilesenlerinin koagiile olabilmesi i¢in
ortamda yeterli diizeyde iyonize kalsiyum bulunmalidir (Ugiincii, 2008). Kalsiyumun

pihtilagsmadaki en 6nemli gorevleri,

v' Siitiin pihtilagsmasini kolaylastirmak,

v Dabha sik1 ve esnek piht1 olusumunu saglamak,

v Peynir suyunun daha kolay ayrilmasma yardimc1 olmak

v" Ve telemenin siizme bezine yapigmasini Onleyerek randimanm bir

miktar artmasii saglamaktir (Ugiincii, 2008).

Kalsiyum ilavesi, siitiin peynir mayasi ile pihtilasmasinda ve daha sonra
telemenin iglenmesinde 6nemli rol oynadigindan siite en fazla %0,02 oraninda
kalsiyum kloriir (CaCl,. 6H,0) eklenmesi yaygin bir uygulamadir (Fox ve Guinee,
2013; Ugiincii, 2013). PH’in diismesi ve kolloidal kalsiyum fosfatin artmasi ile

peynirin pihtilasma stiresi kisalmakta ve jelin sikilig1 artmaktadir (Fox ve Guinee,
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2013). Siite ayrica peynir mayasi ile pihtilasmada piht1 kalitesini iyilestirmek ve pihti
islemi siiresini kisaltabilmek amaciyla en ¢ok %0,02 oraninda kalsiyum fosfatta

eklenebilir (Ugiincii, 2008).

b) Starter kiiltiir ilavesi

Hayaloglu, Giiven ve Fox (2002) calismalarinda peynir ¢esidine gore temel
olarak iki tip baslatic1 (starter) kiiltiir kullanildigin1 ve bunlarin optimum sicakligi
30°C olan mezofilik ve optimum sicakligi 45°C olan termofilik mikroorganizmalar
oldugunu ifade etmislerdir. Bununla birlikte mezofilik kiiltiirlerin Cheddar, Edam,
Gouda, Blue ve Camembert gibi peynirlerde, termofilik kiiltiirlerin ise daha ytiksek
sicakliklarda pisirilme islemi gormesi sebebiyle Isvigre ve Italyan gesitlerinde
kullanildigmm1 da belirtmislerdir. Laktik asit bakterileri (LAB) igeren starter
kiiltlirlerin peynirde kullannminin temel amaci, laktik asit {iretimini baglatmak ve
dolayisiyla lor-peynir alt1 suyu karigiminin isitilmasi ve karistirilmasiyla da birlikte
stitten daha diisiik nem igerikli (%87°den %35-60) ve daha diisiik pH’a (6,6’dan 4,6-
5,2) sahip pihtmin olusumunu saglamaktir (Cogan ve Hill, 1993). Boylece siitten
daha uzun raf Omriine sahip peynirin iiretimi saglanmaktadir. LAB tarafindan
iretilen laktik asit ile yine laktik asit bakterileri, propiyonik asit bakterileri ve
Bifidobakter tiirleri tarafindan fermente olabilir karbonhidratlar kullanilarak iiretilen
asetik asit gibi zayif organik asitler, siit kaynakli fermente gidalarda oOzellikle
istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini engellemeleri yoniinden de ¢ok 6nemli

bir rol oynamaktadirlar (Celikyurt ve Arici, 2008).

Fox wvd. (2004) peynir starter Kkiiltiiriinde kullanilan baglica tiirlerin
Lactococcus lactis, Leuconostoc sp., Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
delbureckii subsp. lactis, Lb. delbureckii subsp. bulgaricus ve Lb. helveticus
oldugunu belirtmiglerdir. Fakat bu tiirlerin hepsi her peynirde ayni1 anda
kullanilmamaktadwr. ~ Bunlarin disinda, peynir yapiminda Propionibacterium
freudenreichii, Brevibacterium linens, Debaryomyces hansenii, Geotrichum
candidum, Penicillium roqueforti ve P. camemberti gibi sekonder kiiltiirler de

kullanilabilmektedir (Fox vd., 2004).
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¢) Renk maddesi

Peynir ¢esidine gore istenirse karotenoidlerle saridan kirmiziya kadar farkli

tonlarda renk ilavesi saglanabilir (Fox vd., 2017)

1.5.5. Peynir Mayasi (Enzim) ilavesi ile Ptht1 Olusumu

Tim peynirlerin temel iiretim asamasi olan pihtilasma basit¢e, protein
fraksiyonlarinin stabilizasyonunun bozulmasiyla birlikte siitiin sivi halden jel hale
gecmesi islemidir (Ozcan ve Eroglu, 2018). Pihtilasma islemi organik asitlerle ve
enzimle olmak tizere iki yolla gerceklestirilebilir (Megep, 2016). Siit sogutulup
gerekli goriilen katki maddeleri ilave edildikten sonra bu asamada siite peynir mayasi
(rennet) ilavesi yapilmaktadir. Rennet buzagi, kuzu ya da oglak sirdeninden elde
edilen hayvansal kaynakli bir pihtilastirici olmakla birlikte igerdigi baslica proteinaz
kimozindir (Dervisoglu ve Aydemir, 2007). Peynir mayas1 ile pihtilagsma islemi ii¢
asamada gerceklesmektedir; proteoliz (enzim etkisiyle kazeinin parcalanarak
parakazein olusmasi), agregasyon (misellerin Ca?” varhiginda birleserek pihti
olusturmasi) ve jelasyon (misellerin birlesmeye devam etmesiyle siitiin diger
unsurlarinin da tutuldugu kesilebilir yapidaki protein agmin olusumu) (Kogak ve

Devrim, 1989).

Bundan sonra siitiin pihtilagsmasima kadar gegen siire “piht1 olusma siiresi” ve
olusan pihtinin katilasip kesilebilir duruma gelmesine kadar gegen siire ise “pihtinin
sikilasma-sertlesme siiresi” olarak ifade edilmektedir (Uciincii, 2013). Belirtilen
stireler ve mayalanma sicaklifi peynir ¢esidine gore degisiklik gostermektedir
(Ugiincii, 2008). Koagiilasyon islemi olmadan peynir alt1 suyu ve yagsiz siit, tam
yagl siit ve krema karigimindan suyun termal evaporasyonla ayrilmasi ve laktoz
kristalizasyonu gibi islemlerle de peynirler iretilebilir (Akm, 2010). Mysost ve
Gjetost gibi bu tip peynirler peynire benzerlik gdstermezler hatta peynir alt1 suyu

tiriinleri olarak siiflandirilirlar (Akin, 2010).
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1.5.6. Pihtinin Kesim Kivaminin Belirlenmesi

Pihtmin kesilmesi icin belirli katiliga ulasmis olmasi gerekmektedir. Eger
piht1 erken kesilecek olursa, peynir suyuna fazla miktarda protein gecerek
randimanm ve peynir kalitesinin diismesine sebep olabilir (Ugiincii, 2008). Kesim
kivaminin belirlenmesi i¢in parmak, pthtinin teneke kenarindan ayrilmasi ve asitlik

belirleme gibi farkl1 ydntemler kullanilmaktadir (Ugiincii, 2008).

1.5.7. Pihtinin Kesilmesi ve Kirilmasi

Pihtmin boyutlarmin kiiciiltiilmesindeki temel amag, pithtinin yiizey alanini
artirarak peynir suyu ¢ikisini kolaylastirmaktir (Ugiincii, 2008). Cheddar ve Hollanda
tipi peynirlerde koagulum dikey ya da yatay tel veya demir ¢ubuklu bigaklarla
yaklasik 1 cm kiiplere pargalanirken cogu Italya ve Isveg tipi peynirler 6zel bigaklar
yardimiyla kesilmektedir (Akin, 2010). Pihtinin kesimi, i1sitma/pisirme ve pihti-
peynir alt1 suyunu karistirma gibi islemler i¢in genellikle kiiresel kivrimli donme

hareketli veya konik yapili pihtilastirma tekneleri kullanilmaktadir (Akim, 2010).

Cesitli peynir tiplerinde (bazi sert ve yar1 sert peynirler) pithtinin kirilmasinin
ardindan belli bir 1sitma islemi uygulanmaktadir. Bu islemin amaci peynir alti
suyunun pihtidan daha kolay ayrilmasini saglayarak peynirin nem igerigini istenen
diizeye diisiirmek, daha siki ve esnek pihti elde etmek, baz1 ¢esitlerde
mikroorganizma seciciligine yardimci olmak ve asitligi ayarlamaktir (Fox ve Guinee,
2013; Ugiincii, 2008). Slyke ve Price (1979) isitma sicakliginin Camembert gibi
yiiksek nem igerikli ¢esitlerde 31°C, Gouda ve Edam i¢in 36°C, Cheddar i¢in 38-

40°C ve Emmental ve Parmesan i¢in 52-55°C oldugunu belirtmislerdir.

1.5.8. Kesilen Pihtinin Cokeltilmesi, Karistirilmasi

Yumusak tip peynirlerde pihtinin alta ¢cokmesiyle peynir suyunun da yilizeyde
kalmas1 saglanirken sert ve yar1 sert tip peynirlerde piht1 taneleri kesildikten sonra
elle veya makineler yardimiyla karistirma iglemi uygulanmakta, bazi peynirlerde ise

asitligi ayarlamak ve daha yumusak bir tat eklemek amaciyla pihti ile ayni sicaklikta
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su eklenerek yikama islemi yapilmaktadir (Ugiincii, 2008). Peynir iiretim
proseslerinin  bazi asamalarinda (6rnegin Camember peynirinde  siitiin
pihtilasmasindan hemen sonra, pihtinin 1sitilmasindan sonra veya Cheddar’in
asitlendirilmesinden sonra) telemeler peynirin karakteristik sekil ve yapist icin

kaliplanmaktadirlar (Akim, 2010).

1.5.9. Pihtinin Yikanmasi

Bu asamada Gouda, Edam gibi bazi peynir cesitlerinde Ongoriilen pH
degerini agsmamak i¢in asitligi ayarlamak ve daha yumusak bir tat elde etmek
amactyla su katma islemi uygulanmaktadir. Pihti-peynir suyu karisimindan peynir
suyunun bir boliimii ayrildiktan sonra peynire islenen siit miktarinin %10-30’u kadar,

yaklasik pihti sicakliginda su ilave edilir.

1.5.10. Pihtinin Isitilmasi

Cesitli sert ve yar1 sert peynirlerde piht1 kesilip kirildiktan sonra pihti-peynir

suyu karigimina,

v’ Peynir suyunun daha kolay ayrilmasi,
v' Mekanik yollarla uzaklastirilamayan hidrat suyunun bir boliimiinii
uzaklastirmak,

v Daha sik1 ve esnek pihti eldesi,

(\

Bazi ¢esitlerde mikroorganizma seleksiyonuna yardimci olmak

v' Ve asitligi ayarlamak igin 1s1sal islem uygulanir (Ugiincii, 2008).

Pisirme sicaklig1 peynirin starter kiiltiir icerigine uyumlu olmalidir, mezofilik
Lactococcus sp. gesitleri icin 40°C’nin altinda, termofilik Lactobacillus sp. ¢esitleri
icin 40°C’nin tlizerinde (Camembert 30°C, Gouda 35°C, Cheddar 40°C iken
Emmental ve Grana peynirleri 55°C gibi) olmalidir (Fox ve Guinee, 2013). Isitma
islemi pihti-peynir suyu karigiminin kazan cidarmdan direkt 1sitilmasi (direkt yol) ya
da karisima sicak su (70-85°C) veya sicak peynir suyu (63-65°C) eklenmesi (indirekt
yol) olmak iizere iki sekilde gergeklestirilebilir (Ugiincii, 2008).
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1.5.11. Peynir Alt1 Suyunun Uzaklastirilmasi (Siizme)

Peynir ¢esitlerine gore degisiklik gosteren siizdiirme islemi cogunlukla
cendere bezi denilen bir bez igerisinde yapilmakta ve bu islem yaklasik 30 dakika
stirmektedir (Megep, 2016). Baz1 peynirler kalip i¢cinde kendi kendine siiziiliirken
bazilarinin iizerine baski uygulanmaktadir (Megep, 2016). Bu yontemin yani sira

peynir ¢esidine gore,

» Yarim g¢embere gerdirilmis olan slizme bezine pihtiy1 topladiktan
sonra kazan {izerinde bir ¢engele asma,

> Delikli metal tenekeler ile,

» Telemeyi tekne kenarina toplayarak, egimden faydalanarak siizme ve

» Titresimli siizme bantlar1 ve siizme silindirleri ile peynir suyunun

ayrilmasi gibi farkli islemlerde uygulanmaktadir (Ugiincii, 2008).

1.5.12. Tuzlama

Tuzlama islemi,

v Peynirde mikrobiyal aktivitenin kontrolii,

v Peynirde ki gesitli enzimlerin aktivitelerinin kontroli,

v Pihtidan serum ayrilmasi ile peynirin su igeriginin azaltilmasi ve

v Peynir tekstiiriinii, proteinin ¢éziinlirligiini ayarlamak gibi amaglarla

uygulanmaktadir (Akin, 2010).

Ayrica peynire yapilan tuzlama islemi pihtidaki nemin uzaklastirilmasini,
pthtinin  sertlesmesini ve biizlismesini, laktik asit olusumunun yavaslamasini,
istenmeyen fermantasyon olusumunu kontrol etmeyi saglar (Slyke ve Price, 1979).
Bunlarla birlikte tuz konsantrasyonu peynirin olgunlasmasi esnasindaki enzimatik
aktiviteyi de etkilemektedir (Farkye, 2004). Salamuradaki %2 ila %10 arasinda
degisen tuz konsantrasyonu peynirin olgunlagmasida, kalitesinde, giivenliginde ve
lezzetinde etkilidir (Fox ve Guinee, 2013). Tuzlu salamura ile muamele edilen peynir

bu sekilde olgunlasmaya birakilir ve olgunlagsma siiresince salamuranin tuz
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konsantrasyonu diizenli olarak kontrol edilir (Hayaloglu, Giiven ve Fox, 2002).
Peynir, siite tuz katilmasi, pihti-peynir suyu karigiminin tuzlanmasi, teleme tuzlama,
kuru tuzlama ve salamurada tuzlama gibi farkli yollarla tuzlanabilmektedir (Ugiincii,

2008).

1.5.13. Pihtinin Preslenmesi ve Kaliplanmasi

Yiiksek nem igerikli peynirler kendi agirliklariyla sekillenip bir araya gelirler
fakar Cheddar gibi sert ve diisilk nem igerigine sahip peynirlerin diizgiin sekilde
kaliplanabilmesi i¢in preslenmesi gerekmektedir. (Fox ve Guinee, 2013; Fox vd.,
2017). Bunlarla birlikte son peynir suyu c¢ikisini saglamak, tekstiir olusumu ve
peynir seklini olusturmak gibi amaglarlada presleme islemi yapilmaktadir (Megep,

2016).

Bunun i¢in peynir alt1 suyu uzaklastirildiktan sonra teleme kendi agirligiyla
veya kademeli artan basingla baskilama islemine abi tutulabilir (Megep, 2016).
Ayrica baskilama iglemi 6zel kaliplar yardimiyla uygulanarak telemenin istenilen
bicimde sikilasmasi saglanabilir (Megep, 2016). Peynir ¢esidine gore siizme,
baskilama ve kaliplama islemleri siralama ve yontem acgisindan degisiklik

gosterebilmektedir (Ugiincii, 2008).

1.5.14. Paketleme

Peynir tiim bu agsamalardan sonra paketleme islemine tabi tutulmaktadir.
Peyniri fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik kontaminasyona karsi korumak
(6zellikle maya gelisimini kontrol etmek {iizere diisiik oksijen gecirgenlikli plastik
filmler gibi), yiizeydeki nem icerigini diisiik tutmak, 6zellikle yumusak peynirde
tagima, istifleme vb. durumlarda fiziksel deformasyonu onlemek, etiketleme ve
damgalama ile {irlin bilgilerini iizerinde tasiyabilmek icin paketleme gerekmektedir

(Akin, 2010).
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1.5.15. Peynirin Olgunlasmasi

Peynirin olgunlasmasi her peynirin karakteristik tadi, aromasi ve dokusunu
olusturan bir dizi biyokimyasal olaylar ile sekillenmektedir (Hayaloglu, Giiven ve
Fox, 2002). Peynirin olgunlagsmasini saglayan bes Onemli faktor, rennet, starter
kiiltiir, sekonder ve yardimci Kkiiltiirler, nonstarter kiiltiir ve siit enzimleridir
(Hayaloglu, Giiven ve Fox, 2002). Olgunlasma siireci (2 hafta-2 yil) peynir siitiine
maya 1ilavesi ile baglayarak (kazein hidrolizi), makro molekiilli peptitlerin
aminoasitlere kadar parcalandigi proteoliz, lipidlerin serbest yag asitlerine
parcalandig lipoliz ve laktozun piriivik ve laktik aside doniistiigii glikoliz olaylarmin
gerceklesmesiyle meydana gelmektedir (Hayaloglu ve Ozer, 2011). Bu olaylarin
sonucunda olusan amino asitler, serbest yag asitleri, organik asitler ve bir takim
ucucu maddeler peynirin aromasini sekillendirmekte veya aromanin olusumunda

oncii maddeler olarak gorev almaktadirlar (Hayaloglu ve Ozer, 2011).

1.6. Konya Kiiflii Tulum Peyniri

Tiurkiye’nin  neredeyse her yoOresine 0Ozgili geleneksel peynirleri
bulunmaktadir. Tulum peyniri hemen tiiketilmeyen, belli bir olgunlasma siirecinden
gecen, yapiminda yaglh ya da yagsiz koyun, keci ve inek siitli kullanilan sert tipte bir
peynir ¢esididir (Durlu-Ozkaya ve Giin, 2007). Tiirk Gida Kodeksinde (2015) tulum
peyniri, “hammaddenin peynir mayasi kullanilarak pihtilastirilmasi ile elde edilen
telemenin fermantasyonunu takiben ufalanip tuzlanmasi, daha sonra gidaya temasa
uygun bir ambalaj malzemesine veya deri tulumlara sikica basilarak iiretilen ve
olgunlastirildiktan sonra piyasaya arz edilen, cesidine 6zgii karakteristik 6zellikler

gosteren peynir” olarak ifade edilmistir.

1.6.1. Tulum peyniri iiretimi

Neredeyse her yorede iiretilmekte olan tulum peynirleri kuru ve salamurali
olmak iizere iki ana grup altinda incelenir. Kuru tulum peynirlerine Erzincan Savak
tulum peyniri ve salamurali tulum peynirlere de Izmir Tulum peyniri 6rnek

verilebilir. Daha ¢ok geleneksel metodlarin kullanildigi tulum peynirleri, genellikle
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koylerde, mandiralarda ya da yaylalarda, koyun, kec¢i ve inek siitiinden, yagi
alinmadan mayalanarak hazirlanan telemelerin toplanilmasi ile tretilmektedir. En

onemli 6zelligi ise ke¢i derisine sikica doldurularak ambalajlanmasi ve bu sekilde

olgunlastirilmasinin saglanmasidir.

SH: 8
l Yag: 3.11
‘ Siit Yaginin Ayarlanmasi ‘ Kmd: 11.61

y

Pastorizasyon
(65°C, 20 dk)

Eklentiler; Sogutma (36°C)

Starter killtiir (%1) | ——
CaClz (%0,02)

| On Olgunlagtirma (30 dk) | B —— pH: 6,40

Pihtilasma / Suyu

Kuru Pihtinin kesimi, stiziilmesi, suyunun

Salamurali

pH: 5,14 | Ham peynirin par¢alanmasi ‘ | Fermentasyon (18-22°C, 24 saat) |
Ambalajlanmig l J’
ham peynir; Karistirma, Ambalajlama ‘ | Kuru tuzlama (30 g/kg NaCI) |
Kmd: %47,23 l
Yag: %21,68

| Olgunlagtirma (+5°C, %80 nem, 90 giin) | | Teneke ambalajlama ve %16 salamura ilavesi) |

| Y

pH: 4,27 Olgunlagmig Tulum | On olgunlastirma (14-15°C, 1 hafta) ve Olgunlastirma
14, (—{ A
Kmd: %57,34 @-6°0

Sekil 1.3: Kuru ve Salamural tulum peyniri iiretimi akis semasi

(Karabey vd., 2018; Ugiincii, 2008)

Sekil 1.3’teki iiretim akis semasinda kuru tulum peynir {iretimi i¢in Erzincan

tulum peynir ve salamura tulum peynir {iretimi i¢in ise [zmir tulum peynirinin iiretim

metodlar1 verilmistir.

1.6.2. Konya kiiflii tulum peyniri tiretimi

Bu ¢alismaya da konu olan Konya kiiflii tulum peyniri Konya ydresine has bir

lezzettir. Yore halki, mavi ve yesil kiiflerin peynire hos bir aroma ve giizel tad
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verdigine ve sagliga yararli olduguna inandiklarindan bu peyniri ¢cokga iiretmekte ve
tiikketmektedirler (Ozkalp ve Durak, 1998). Unsal (1997)’de. Konya kiiflii peynirin
geleneksel yollarla yapimi Konya’nin yerlisinden dinlenerek kaydedilmistir. Bundan
yola cikilarak ev kosullarinda Konya kiifli peynir yapimi Sekil 1.4°teki gibi

anlatilmistir.

[ 1 Tercihen Koyun siitii mayalanir |

Seyrek dokumali bir bez torbaya

dékiiliir, siiziiliir ve taglamr.

!
l

Ozel olarak temizlenmis ve tiraglanmig keci ya da
koyun tulumuna yumrukla veya peynir tokmagiyla

baslir.
|

I Bastinilan peynir daha sonra iyice suyunu siizdiirmesi i¢in kumun
iizerine, golge. serin bir yere konur. Uzerine taglar yerlestirilir. Cesitli
- Nyerlerine delikler agilarak yaklasik bir hafta tulumun disindaki sizintilar
- bir bigakla taranarak yikanir. Daha sonra bir buzhaneye gonderilir ve 3
1 ay siireyle olgunlagmaya birakilir.

Kuruyan peynir eve alindiginda farkli 1s1 ve nem oramyla karsilagir.
Sézgelimi sonbaharda balkona yerlestirilen peynir parca parca tulumdan
cikarildiginda, bir siire sonra kiiflenir. Ancak siyah ve kahverengi kiifler
degil yesil kiifler makbul kabul edilir.

& R
Y ,___ - ci
\ L ?"‘a =

Sekil 1.4: Geleneksel Konya kiiflii peynirinin ev yapimi asamalari

(Unsal, 1997)

Pazarlarda satilan kiifli tulum peynirlerinin yapmmi ise daha farklhidir.
Genelde yaylalardaki koyliilerden toplanan telemeler (koyun, ke¢i ve az miktarda
inek siitii kullanilarak, yagi alinmadan, rennet ile mayalanmis ve siiziilmiis peynir)
iireticiler tarafindan toplanir (Ugiincii, 2008; Unsal, 1997). Bu peynirler tuzlanarak
bez keselerde suyunun iyice siiziilmesi i¢in 3-4 giin bekletildikten sonra makinelerde
ufalanarak temiz keci veya koyun tulumuna doldurulur (Unsal, 1997; Yaman, Tepeli
ve Zorba, 2016). Son asamada, peynirler olgunlagmasi icin 3-4 ay serin ortamda
depolanir (Yaman, Tepeli ve Zorba, 2016). Peynirler gercek tulum icinde

olgunlastirildiginda deriye temas eden kisimda sar1 bir kabuk olusumu
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gozlemlenirken, artik naylon torba yerlestirilmis suni elyaf torbalara basildig1 i¢in
beyaz kalmaktadir (Durlu-Ozkaya ve Giin, 2007; Unsal, 1997). Tulum peynirinin
olgunlasmasindan sonra, tulumun ¢esitli yerlerinden kesilerek bodrum, mahzen ve
magaralara konulup kiiflendirilmesi saglanmaktadir (Ozkalp ve Durak, 1998).
Kiiltiirli tiretimde ise yagsiz koyun peyniri %4 tuz ilavesiyle kurutulup ambalajlanir
ve 0-4 °C’deki depoya almarak 45 giin bekletildikten sonra peynirler ufalanarak
izerine 8-10 °C’de muhafaza edilen Penicillium roqueforti kif kiiltiri piiskiirtiiliir
(Durlu-Ozkaya ve Giin, 2007). Peynir 20-25 giin kiiflenmesi igin bekletilir (Durlu-
Ozkaya ve Giin, 2007).

1.7. Diinyada Kiiflii Peynirler

Kiiflerle olgunlagsmis peynirler diinyadaki peynir {retiminin kiiciik bir
boliimiinii temsil etmesine karsin, bu tiirde peynirler artik tiiketiciler arasinda daha
popiiler bir hale gelmektedir (Gripon, 1993). Ozellikle Avrupa iilkelerinde ve Kuzey
Amerika’da oldukca popiiler olan kiiflii peynirler, Rokfor, Gorgonzola ve Danish
blue gibi mavi damarli peynirler ve Camembert ve Brie gibi beyaz kiiflii peynirler
olmak {izere iki grupta incelenmektedir (Hayaloglu ve Ozer, 2011). Mavi peynirler,
beyaz kiiflerin aksine peynir icinde gelisen Penicillium roqueforti ile
olgunlastirilirken, beyaz kiiflii peynirler yiizeydeki Penicillium camemberti kiifliniin
bliylimesiyle karakterize edilir ve yiiksek biyokimyasal aktivite ile tipik
goriiniimlerini ve lezzetlerini kazanirlar (Cantor vd., 2004; Gripon, 1993; Hayaloglu
ve Ozer, 2011). Ayrica iiretimde kullanilan sus peynirde farkl renkte kiifler meydana
getirebilmektedir. Ornegin; Gorgonzola peynirinde agik mavi ya da sarmmsi renk
gelistirebilen P. roqueforti susu kullanilirken, Danablu, Roquefort ya da Stilton gibi
peynirlerde koyu yesil renk gelistiren suslar tercih edilmektedir (Hayaloglu ve Ozer,
2011). Bunlarin yam sira kiifli peynirlerde, olgunlagsma esnasinda Debarymyces

hanseii ise dominant maya tiirtidiir (Dijksterhuis ve Samson, 2007).

Bircok iilke, farkli iiretim yontemleriyle ve farkli 6zelliklerde kendi Mavi-
yesil peynir tlirlerini gelistirmistirlerdir ve bunlar arasinda en bilinenleri ise
Gorgonzola, Roquefort, Stilton ve Danablu peynirleridir (Cantor vd., 2004). Tablo
1.5’te kiiflii peynirlerin diinyadaki en bilinen 6rnekleri ve Sekil 1.4’de bunlardan

bazilarinin gorselleri verilmistir.
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Tablo1.4: Diinyada en bilinen kiiflii peynir 6rnekleri ve mensei

Peynir Ulke Referans
Beyaz kiiflii peynirler
Brie de Meaux AOC | Fransa Harbutt, 2015
Camembert | Fransa Hayaloglu ve Ozer,
2011
Lymesworld | Iskogya Hayaloglu ve Ozer,
2011
Langres | Fransa Harbutt, 2015
Mavi-yesil kiiflii peynirler
Roquefort AOC | Fransa Harbutt, 2015
Selles-sur-Cher AOC | Fransa Harbutt, 2015
Sainte-Maure de Touraine | Fransa Harbutt, 2015
AOC
Gorgonzola PDO | Italya Harbutt, 2015
Stilton PDO | Ingiltere Harbutt, 2015
Bavaria Blue | Almanya Harbutt, 2015
Blue ya da Bleu | Fransa, Amerika, Kosikowski, 1977
Arjantin
Danablu | Danimarka Van den Tempel &
Jakobsen, 1998
Barkham blue | Ingiltere Harbutt, 2015
Cashel blue | Irlanda Harbutt, 2015
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(S

Sekil 1. 5: A: Bleu dauvergne, B: Brie de Meaux, C: Selles sur cher, D: Langres,
E: Blue ya da Bleu, F: Stilton, G: Sainte Maure de Touraine, H: Gorgonzola, I:
Cashel blue

(Kaynak: www.murrayscheese.com, 2019; www.blackwellsfarmproduce.co.uk,
2019; www.fromages-france.com/en/, 2019; cheese-etc.co.uk, 2019;

traiteur.auchan.fr/, 2019; www.cheeseshop.sg/, 2019; thelittlecheesemonger.co.uk/,

2019)

1.8. Tiirkiye’de Kiiflii Peynirler

Tiirkiyede iiretilen peynirlerin %96°s1 inek siitiinden, kalan kismi ise koyun,
ke¢i, manda ve karisik siitlerden elde edilmekte ve bu peynirler modern siit isleme
tesisleri ya da kiiclik 6lcekli mandiralarda iiretilmektedir (Terin, 2014). Tiirkiye’de
iiretilen siit {riinlerinin %16’sm1 inek peyniri olusturmaktadir (Turan vd., 2017).

Tiirkiye’nin bilinen geleneksel baz1 kiiflii peynirleri Tablo 1.6’de verilmistir.
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https://www.blackwellsfarmproduce.co.uk/product/brie-de-meaux/
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http://www.fromages-france.com/en/cheeses/langres/
http://www.fromages-france.com/en/cheeses/langres/
http://www.fromages-france.com/en/cheeses/langres/
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http://www.cheeseshop.sg/gorgonzola-dolce/
http://www.cheeseshop.sg/gorgonzola-dolce/
http://www.cheeseshop.sg/gorgonzola-dolce/
http://www.cheeseshop.sg/gorgonzola-dolce/
http://www.cheeseshop.sg/gorgonzola-dolce/

Tablo1.5: Tiirkiye'nin bilinen geleneksel kiiflii peynirleri

Peynir

Yore

Yapihsi

Referans

Yusufeli Kiiflii
Koylii Peyniri

Yaglhdere Kiiflii
Tulum Peyniri

Dorak (Tomas ya
da Serto)

Erzurum Kiiflii
Peyniri

Geleneksel Isparta
Kiiflii Comlek
Peyniri

Erzurum Civil
Peyniri

Giresun

Erzurum

Isparta

Erzurum

Yagl ya da yavan siitten
yapilip torbada siiziildiikten
sonra disarida kurutularak
catlamasi saglanir ve catlaklar
bir siire sonra kiiflenmektedir.
Yagl koyun siitiinden
yapilmaktadir.

Yogurdun yayiklandiktan sonra
kalan ayran kisminin 1sitilip
olusan ¢okelege tereyagi,
kaymak, yogurt gibi ilaveler
yapilip yogrulmasi ve
tulumlara basilmas: ile
olugmakta ve bazen olgunlasma
doneminde Penicillium
roqueforti gelismesi
gozlemlenebilmektedir.
Erzurum ilinin ¢esitli aromatik
otlarla beslenen hayvanlarindan
elde dilen siitiin yag1
uzaklastirilir, asitlendirilir,
mayalanir ve elde edilen peynir
plastik, ahsap veya deri
materyallere basilarak
olgunlastirilir. Bu esnada
spontane gelisen mavi-yesil
kiifler peynire 6zel bir aroma
ve lezzet katar.

Ozellikle keci veya koyun
siitiinden hazirlanan yagsiz
tulum peyniri ufalanip, suyu
stizdiiriiliip, ¢comlek, bidon
veya tulumlara hava almayacak
sekilde basilip, bodrum,
mahzen, magaralarda veya
toprak altina gomiilerek
kiiflenmesi ile
hazirlanmaktadir.

Ozellikle Erzurum’da iiretilen
bu peynir; civil peynirinin ya
da civil ve lor karisimimnin kegi
derisine ya da plastik torbalara
basilarak 3 ay yada daha uzun
stire olgunlastirilmasi ile
meydana gelir. Peynirin
yiizeyinde ve i¢inde olusan
mavimsi yesil kiifler peynire
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has aromasini ve tadini

saglamaktadir.
Kiiflii Ardahan Ardahan - Yaliniz, 2019
Deri Peyniri

1.9. Penicillium roqueforti

Penicillium’lar Deuteromycotina siifindan, Sekil 1.6’daki gibi fir¢a seklinde,
beyaz, gri, mavi, sari, portakal, kirmiz1 veya (biiylik 6lgekte) yesil renkte kolonilere
sahip, ylizeyde cogalan, kadife yapida ve biiylik kism1 saprofit kiiflerdir (Tayar ve
Hecer, 2013). Redondo, Cubero ve Melgarejo (2009) Penicillium cinsinin agiklanan
tiim mantar tiirlerinin en biiyilk ve yaygm olarak dagilmis olanlarindan biri
oldugundan ve 1930'dan (Penicillium lizerine yapilan ilk taksonomik c¢alismanin
yayinlanmasi) 2004'teki en son smiflandirmaya kadar gecen siirede 225 yeni
Penicillium tiriiniin tamimlandigindan bahsetmislerdir. Penicillium roqueforti nin
filogenetik analizlere gore Aspergillaceae ailesinden, Pezizomycotina alt subesinden,
Eurotiomycetes smifindan Eurotiales takimi igerisinde yer aldigi bilinmektedir
(Metin, 2018). Diinya capinda, 18 farkl lilkeden toplanan 120 mavi peynirden ve 21
peynir dis1 substrattan izole edilmis olan 164 izolattan olusan bir Penicillium

roqueforti koleksiyonu bulunmaktadir (Gillot vd., 2017).

Sekil 1.6: A: Rokfor peyniri B: Penicillium roqueforti mikroskobik goriiniimii

(Kaynak: www.cocinista.es/web/es, www.istockphoto.com/tr, Bullerman, 2003)
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P. roqueforti, P. carneum, P. paneum ve P. psychrosexualis Sekil 1.7°deki
filogramda da goriildiigii iizere birbirlerine yakin tiirlerdir (Houbraken, Frisvad ve
Samson, 2010). P. roqueforti ile ylksek oranda benzerlik gosteren bu tiirleri
birbirlerinden ayirmak ancak molekiiler yontemlerle (6zellikle ITS, B-tubulin ve

CaM) miimkiindiir (Boysen vd., 1996).

gi{CBS 46T 95 P cameum
_&6 | 'CBS 1122977 P cameum

CBS 466.95 P, carmeum

CBS 1281377 P psychrosexualis

=]
-

CBES 128136 P, psychrosexualis

CBS 128035 P .psychrosexualis

—CBS 449.78 P .cameum

CBS 234.38 P roguefort!

o

8 |CBS 498.73 P roqueforti

CBS 135.67 P roqueforti

E{CES 479.84 P roqueforti
CBS 221.30NT P rogueforti

CBS 112294 P, paneum

CBS 1010327 P, paneum

CBS 464.95 P pansum

g2

CBS 463.95 P paneum

CBS 112296 F. paneum

CBS 244 32 P. egypliacum

Sekil 1.7: Penicillium roqueforti ve yakin tiirlerin filogenetik siniflandirilmasi

(Houbraken, Frisvad ve Samson, 2010)

P. roqueforti ve P. camemberti Karakteristik lezzet ve aromaya sebep
olduklarindan peynir iiretiminde kullanilmaktadirlar (Tayar ve Hecer, 2013).
Ozellikle Penicillium roqueforti, proteaz ve lipaz sistemlerinin etkisi ile doku ve
lezzet olusumuna katkida bulunarak peynir ortamma iyi bir sekilde adapte olmakta

ve Roquefort, Gorgonzola, Stilton ve Danish Blue gibi mavi damarli peynirlerin

30



modern iiretiminde baslangi¢ kiiltiirii olarak kullanilmaktadir (Florez vd., 2007).

OH OH o
0 P~ 0
o) = o HaCO o}ﬁo A 0
L= Sh¢
A @) B HC CHs C H

Sekil 1.8: A: Patulin, B: Penisillik asit, C: PR toksin

(Fathi-Achachlouei vd., 2007; Martin ve Coton, 2017; www.scbt.com/p/penicillic-
acid-90-65-3)

Peynirde bulunan en yaygmn kiif tiirii olan Penicillium, Sekil 1.8’de kimyasal
yapilar1 verilmis olan patulin, penisillik asit ve PR toksinlerini iiretebilmektedir (Fox
vd., 2017). P. roqueforti, P. carneum ve P. paneum tiirlerinin ¢ok benzer fizyolojik
ve fenotipik 6zelliklere sahip olmasimdan 6tiirii mikotoksin iiretimi konusunda birgok
farkli rapor bulundugu belirtilmistir (Nielsen vd., 2005). P. paneum suslar1 patulin
iiretir (Martin ve Coton, 2017).

P. roqueforti izolatlar1 ise Sekil 1.9°da kimyasal yapilar1 verilmis olan PR-
toksin, roquefortine C, mikofenolik asit ve andrastin A iiretebilir (Banjara vd., 2015).
Ozellikle gram-pozitif bakterilere kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip ve peynir
olgunlasmasinda rol alan bakteri popiilasyonunu kontrol etmeye yardimci olan
roquefortine C mavi peynirlerde iiretilebilir ve bazen bir mikotoksin olarak tarif
edilebilir, ancak literatiirde bu 6nermeyi destekleyen onemli bir toksikolojik veri
yoktur ve insanlar i¢in bir toksisite sorunu olusturmadigma dair fikir birligi
bulunmaktadir (Martin ve Coton, 2017; Nielsen vd., 2005). Antibakteriyel ve
immiinsiipresif bir metabolit olan mikofenolik asit ise, baz1 mavi ve Manchego
peynirlerinde dogal olarak ortaya ¢ikmistir (Nielsen vd., 2005). Bunlarla birlikte PR-
toksin peynirde kararsizdir ve diger potansiyel mikotoksinlerin insan saghgindaki
toksisitesi ve rolii kesin olarak kanitlanmamistir (Banjara vd., 2015). Mavi peynirde,

PR-toksin muhtemelen daha az toksik PR-amid veya PR-imine doniistiiriilmektedir
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(Martin ve Coton, 2017). Andrastinlerin ise insan sagligi i¢in yararli oldugu

diistiniilmektedir, toksik etkisini destekleyen c¢alisma bulunmamaktadir (Martin ve
Coton, 2017).

Mycophenolic acid Andrastin A PR-Toxin

o OH ,L >7
0}1..-_ o l,,fa_if: .w../\rﬁo P ] r

R Calyp

Roguetoriine C H o=C
18-0H Roguefortine ¢ OH o=t

.'l':." Rogustoriing D H o

PP

€777 NH
@Vl B q
— 12
“NH i
o 4 NH

N=

Sekil 1.9: Penicillium roqueforti tiiriiniin iirettigi metabolitler, mikofenolik asit,
andrastin A, PR-toksin ve roquefortine C

(Martin ve Coton, 2017)

1.10. Molekiiler Tanimlama Metodlar:

Gida biyoteknolojisinde mikroorganizmanin tanimlanmasi; klinik, gida ve
cevresel Orneklerde bulunan patojen mikroorganizmalarin en hizli ve en duyarh
tekniklerle tespit edilmesi ya da yeni mikroorganizma ve metabolitlerin sec¢ilmesi
icin 6onem teskil etmektedir (Aran, 2013; Aras, 2011). Tanimlama islemi kiiltiir-
temelli ve kiiltlir-bagimsiz yontemler olmak {izere iki farkl yolla yapilmaktadir.
Kiiltiir temelli yontemler geleneksel yontemler olarak da adlandirilabilir ve bu yolla

spesifik mikrobiyal tiirler (Escherichia coli ve Staphylococcus aureus gibi),

e Organizmanin segilerek iiretilmesini saglayan bir takim 6zel kiiltiir

ortamlarma ekilmesi ile,

e Gram boyama gibi fizyolojik 6zelliklerinin hedef alindig1 boyama

yontemleriyle,

e Morfolojik koloni 6zelliklerine bakilarak,
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Farkl kiiltiir ortamlarinda tireme 6zellikleri ve
Organizmanin olusturdugu veya tiikettigi metabolit 6zelliklerine bakilarak

tanimlanabilmektedir (Aras, 2011; Giirsoy ve Otlu, 2017).

Bu yontemler ucuz olmasma karsin zaman ve emek gerektirmekte ayni

zamanda hata pay1 yiiksek olmaktadir.

Bunlarin yani sira molekiiler tanimlama yontemleri sonuglarin daha hizl

alinabildigi, mikrobiyoloji alanindaki en yeni teknolojik gelismedir (Cetinkaya ve

Ayhan, 2012). Hizl1 yontemler,

Farkl tiplerdeki minyatiirize biyokimyasal kitler,

Niikleik asit hibridizasyon kokenli yontemler,

Antikor temelli serolojik testler ve

Biyosensorler gibi yontemlerin manuel, yar1 otomatik veya tam otomatik

kullanimin1 kapsamaktadir (Aras, 2011).

Bu gibi yontemler yiliksek duyarhlikta ve 6zgiilliikte sonuglar sunmali, ayni

zamanda ucuz ve hizli olmalidir (Aras, 2011).

>

PCR-RFLP (Restriksiyon parcalar1 uzunluk polimorfizmi) analizleri (Karsl
ve Balcioglu, 2011),

PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu),

RAPD-PCR (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA - Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) yontemi (Emenli ve Giindiiz, 2019),

REP-PCR (Tekrarlayan element sekansi temelli polimeraz zincir reaksiyonu)
parmak izi yontemi (Masco vd., 2003),

MALDI-TOF MS (Matris destekli lazer desorpsiyonu / iyonizasyon ugus
stiresi kiitle spektrometresi) (Miguel vd., 2017),

FT-IR (Fourier transform infrared) Kandpal ve Cho, 2014)

ve DNA dizileme gibi molekiiler yoOntemler gilincel olarak,
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilabilmektedir (Thieman ve

Palladino, 2013).

PCR-RFLP metodu ile Atoui ve Khoury (2017) ¢alismasinda Aspergillus

cinsi kiifleri tanimlamislar ve Liang vd. (2019) ise 13 farkli bolgeden topladiklari

Armillaria gallica funguslarii identifiye etmislerdir. André vd. (2017) 18 patojenik

Yersinia tiiriinli, Surzenko vd., (2017) cavdar ekmeginden izole edilen Aspergillus,
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Penicillium ve Sacchoromyces gibi kiif tiirlerini ve Mufioz vd. (2016) Botrytis tiiri
patojenleri PCR temelli yoOntemlerle tanimlamislardir. Coloretti vd. (2017)
Parmigiano reggiano peynirindeki mayalar1 ve Abdollahniya vd. (2018) geleneksel
slit iirlinlerinden izole edilmis Lactobacillus tiirlerini tanimlamak i¢in RAPD-PCR
kullanmiglardir. Zhao vd. (2018) Candida albicans gibi klinik agidan énemli 71 maya
tiiriinii REP-PCR ve MALDI-TOF MS kullanarak tanimlamislardir.

Kiiltiir bagimsiz yontemler ise canli hiicrelere ihtiyagc duymadan molekiiler
yontemlerle mikroorganizmalarim tanimlanmasi ve smiflandirilmasinda hiicre
icindeki DNA ve RNA gibi spesifik molekiillerin tespiti ile son derece yiiksek
Ozgiillik ve duyarlilikta sonug¢lar sunmaktadir (Giirsoy ve Otlu, 2017). Bu
yontemlerin sagladigi en biiyiik avantaj ise in vitro olarak gelistirilemeyen
organizmalarin ve patojenlerin dogal ortamlarinda veya patolojik materyalde kisa

stirede tespit edilebilmesidir (Giirsoy ve Otlu, 2017).

1.10.1. Barkodlama

Blaxter (2003) bakteriyolojide sekans verilerinden yola ¢ikilarak taksonlarin
tanimlanabilmesinden ve sekans farkma gore taksonlar1 tanimlamaya yonelik
kurallar gelistirilmekte oldugundan bahsetmistir. Yani se¢ilmis spesifik bir DNA
dizisi, bir barkodun siipermarket iiriinlerini tanimladig1 gibi, bir organizmanin hem
tanimlanmas1 hem de siniflandirilmas: i¢in kullanilabilmektedir (Blaxter, 2003).
Burada ‘barkodlama’ terimi dikkat ¢ekmektedir. Kaczmarska, Reid ve Moniz (2007)
ise molekiiler barkodlama seklinde bu terimi ele almis ve tiirlerin hizli ve tutarli bir
sekilde tanimlanmasi i¢in potansiyel tasidigini belirtmislerdir. Boylece bir tek bilinen
tiirlerin tanimlanmasinda degil, ayn1 zamanda taksonomik arastirmalara da 6n ayak
olacak bir yontem oldugundan bahsetmislerdir. GenBank'ta, sadece 4-5 y1l igerisinde
birikmis olan diatomlar icin listelenen yaklasik 100.000 dizi bulundugu
bildirilmektedir (Kaczmarska, Reid ve Moniz, 2007). Ozellikle Internal Ara
Bolgelerin (Internal Transcribed Spacer, ITS) kiiflerin filogenetik siniflandiriimasi
adma yarar1 bildirilmektedir (Emenli ve Giindiiz, 2019). Drissner ve Freimoser
(2017) funguslarin tanimlanmasinda, belirli bir izolatin kimligini belirlemeye yonelik
spesifik bir DNA zincirini esas alan ve cogunlukla niikleer ribozomal ITS'in evrensel

fungal kisa bir DNA zincirini (barkod) kullanan analizler uygulanmakta oldugunu
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belirtmiglerdir. Panelli vd. (2012) Taleggio peynirindeki kontamine kiif florasini
belirlemek ve molekiiler olarak kiifleri tanimlamak {izere ribozomal (ITS1, ITS2 ve
26S rRNA geninin D1/D2 bdlgeleri) ve ribozomal olmayan (B-tubulin ve EFla
genleri) hedef bolgeleri cogaltarak ¢calismislardir.

1.10.2. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyon) Metodu

PCR, 1980’lerin basinda ortaya ¢ikmasiyla birlikte, mikroorganizmalarin ve
mikrobik etkenlerin teshisinde oldukca ©Onemli bir ara¢ haline gelerek klinik
mikrobiyoloji laboratuarlarinda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Giirsoy ve
Otlu, 2017). PCR spesifik bir DNA dizisinin kisa silirede cogaltilmasmi ya da
kopyalanmasini saglamakta ve bu DNA pargaciklar1 elektroforez yardimiyla
goriintiilenebilmektedir (Aras, 2011; Thieman ve Palladino, 2013). Gidalardaki
mikrobiyolojik analizlerde yaygin olarak kullanilan PCR reaksiyonu PCR tiipiinde
sicaklilk — zaman  kontroliinlin  yapilabildigi  bir cihaz  yardimiyla

gergeklestirilmektedir (Aran, 2013). Reaksiyonun temel ilkesine gore;

e (ogaltilacak hedef DNA,

e Deoksiriboniikleotidler (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP),
e Tampon sivi,

e DNA polimeraz ve

e Primer ¢ifti (¢ogaltilacak olan DNA’nin her iki ucuna komplementerdir)

ince duvarli bir tiiplin icine eklenir ve reaksiyon tiipii bir 1s1 dongiileyiciye

yerlestirilir (Thieman ve Palladino, 2013).
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Sekil 1.10: PCR reaksiyon dongiisii

(Kaynak: Giri, 2017)

PCR dongiisii ayrintilariyla birlikte Sekil 1.10°da verilmistir. Buna gore ilk
asama denatiirasyon olarak adlandirilir ve ¢ift sarmalli DNA iplik¢ikleri yiiksek
sicaklik (94 - 98°C) yardimiyla birbirinden ayrilir (Aran, 2013). Baglanma
(Hibridizasyon) adi verilen ikinci asamada PCR tiipi sogutularak (55 — 65 °C)
primerlerin hedef dizinin karsit uclarindaki tamamlayicit bazlarla hidrojen bag:
olusturmasi saglanir (Thieman ve Palladino, 2013). Ugiincii asama uzama olarak
adlandirilir ve yaklastk 70 - 75°C°de polimeraz enzimi primerlerin ucuna
niikleotidleri ekleyerek (tamamlayic1 zinciri lireterek) ¢ift iplikli DNA’y1 sentezler

(Cetinkaya ve Ayhan, 2012; Thieman ve Palladino, 2013).

Kalip (Genomik) DNA: Mikroorganizmadan izole edilmis, cogaltilacak olan,
spesifik baz dizisine sahip genetik materyaldir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012).
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dNTP: DNA molekiiliiniin yapitas1 ve ayn1 zamanda DNA polimerazin substrati olan
deoksi niikleotid trifosfatlardir (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ve DNA molekiiliiniin

cogaltilmasi esnasinda yeni zincir olusumunda kullanilirlar (Aran, 2013).

DNA polimeraz (Taq): Taq sicak kaynak sularinda yasayabilen Thermus aquaticus
adli bir bakteriden elde edilen ve dNTP’leri kullanarak yeni DNA zincirini olusturan

enzimdir (Thieman ve Palladino, 2013).

Primer: Hedef DNA’ya 6zgli ve bagka DNA’lar ile capraz reaksiyon vermeyen, 15 —
25 isaretlenmis niikleotitten meydana gelen ve DNA’y1 cogaltmak amaciyla
kullanilan kisa zincirli, tek sarmalli DNA molekiilleridir (Cetinkaya ve Ayhan,
2012).

Mevcut fenotipik yontemlerin aymt etmede yetersiz kalmasiyla birlikte kiif
izolatlar1 ribozomal RNA (rRNA) ya da bagka bélgelerin, 6rnegin; 5,8S, 18S, 28S,
beta-tubulin ve CaM (calmodulin) protein kodlayict genlerinin DNA dizi analizi
yardimiyla tamimlanabilmektedir (Frisvad ve Samson, 2004; Gillot vd., 2015;
Giindiiz ve Emenli, 2019, Rasmussen vd., 1990). DNA'nin PCR amplifikasyonu ve
ozellikle internal Ara Bélgelerinin (ITS), kiiflerin filogenetik smiflandirilmasi igin

faydali oldugu belirtilmektedir (Giindiiz ve Emenli, 2019).

PCR iiriinlerini gozlemlemek amaciyla agaroz jel elektroforezi kullanilir.
Geleneksel jel elektroforez yontemi DNA oOrneklerinin kat1 matrikse (jel veya
poliakrilamit) yerlestirilerek statik elektrik alani olusturulup jeldeki molekiillerin gé¢
ettirilmesi prensibinde gore ger¢eklesmektedir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012). Negatif
yiikkli DNA molekiilii bu elektrik alan icerisinde pozitif kutup olan anota dogru
hareket etmekte ve bu hareket DNA molekiiliiniin sekli ve biiyiikliigii ile elektriksel
kuvvetin biiyiikliglinden etkilenmektedir (As¢ioglu vd., 2002). Bunlarin yam sira
jelin yogunlugu ve igerigi, tampon ¢ozelti ve sicaklik gibi parametreler de DNA
molekiiliiniin jelde gocline etki eden diger parametrelerdir (Cetinkaya ve Ayhan,

2012).
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1.10.2. REP-PCR (Tekrarlayan element sekansi temelli polimeraz zincir
reaksiyonu)

REP-PCR parmak izi metodu, farkli boyutta DNA fragmanlarinin
amplifikasyonunu saglayan, serpistirilmis tekrarlayan sekanslar1 tamamlayici
oligoniikleotit PCR primerleri kullanan genotipik bir tekniktir (Masco vd., 2003).
Korunmus tekrarlayan dizilere 6rnek olarak BOX, ERIC, REP ve (GTG) 5 verilebilir
(Masco vd., 2003). Amplifiye edilmis fragmanlar, rep-PCR genomik parmak izi
olarak adlandirilan bir profil vererek bir jel matrisinde ¢oziilebilir ve bilgisayar
destekli desen analizi kullanilarak goriintiilenip incelenebilir (Rademaker, Louws ve

De Bruijn, 1998).
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IKiNCi BOLUM

MATERYAL VE METOD

2.1.Materyal

Calisma icin Konya sehrinin halk pazarindan, farkli esnaflardan 2018 Eyliil-
Ekim aylar1 arasinda alinmis olan 26 adet Konya kiiflii peyniri kullanilmistir.

Kullanilan diger tiim malzemeler Tablo 2.1°de kategorize edilmis sekilde verilmistir.

ITS1 (invitrogen), ITS2 (invitrogen), GTGS (Macrogen), dTTP, dATP, dCTP
ve dGTP (Thermo Scientific), 10xDream Buffer (20mM, Thermo Scientific), agaroz

(Sigma),
Tablo 2.1: Materyal listesi
Malzeme Malzemeler
Kategorisi
Kitler e Invitrogen PureLink Genomic DNA Mini Kit
e Genelet PCR saflagtirma kiti (Thermo Scientific)
Besiveri e PDA (Potato dextrose agar) (Biolife)
4 o OA (oatmeal agar) (Sigma Aldrich)
e Bacto yeast extract (Sigma-Aldrich)
e Bactopepton (Merck)
e Malt extract (Merck)
e Yeast extract (Biolife)
e Agar-agar (Sigma Aldrich)
e Agaroz (Sigma)
e Dekstroz (Sigma-Aldrich)
e Sucrose (Sigma-Aldrich)
Kimyasal Malzeme e Sodyum sitrat (Sigma-Aldrich)
e Gliserol (40 Mm) (Sigma-Aldrich)
e Tris HCI (1 Mm)
e EDTA (150 Mm)
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NacCl (IsoLab)

SDS (Merck)

50x TAE (Tris-EDTA-Asetik asit) (Bio-Rad)
Niikleik asit boyas1 Safe-Red (Intron)
Ladder (100 bp, Gene Direx)
MHindIII (0.5 pg/pL, GeneDirex)

6x DNA Loading Dye (GeneDirex)
Izopropanol (Sigma)

CuS0,4.5H,0 (Sigma-Aldrich)
ZnS0O,4.7H,0 (Sigma-Aldrich)
MgS0,.7H,0 (Sigma-Aldrich)

Enzim

Proteinaz K
RNase A (Invitrogen)
Dream Taq polimeraz (5 U/uL, Thermo Scientific)

Laboratuvar
Malzemeleri

Cryo tiip (IsoLab, 2 ml, steril)

Santrifiyj tiip (IsoLab 1,5 ml, 2 ml)

PCR tiip (IsoLab)

Cam boncuk (NextAdvance Gp01)

Pipet (Eppendorf (10 pl, 100 pl, 1000 ul), Axygen (20-
200 pl)

Pipet ucu (Sarstedt 2-200 pl filtreli, IsoLab (10 ul, 200
pl, 1000 pl) filtresiz)

Parafilm (Bemis)

Petri kabi (IsoLab)

Cihazlar

Cam elektrotlu pH metre (Hanna)

Stomacher (Interscience, 400 P & BagMixer)
Otoklav (Selecta)

Vortex (Scientific Industries Vortex-Genie2)

Shaker (SI - 300R)

Tissue Lyser (Qiagen)

Thermo Shaker Incubator (Hangzhou Miu, MTH-100)
Santrifiij (BeckmanCoulter Microfuge 20R)

Biospec Nano nanodrop (Shimadzu Biotech)

PCR ThermalCycler (Bio-Rad, T100)

Jel elektroforez (Bio-Rad)

Hassas terazi (Radwag, AS 220.R2)

Yatay elektroforez tanki (Major Science Mini-300)
Jel goriintiileme cihaz1 (Bio-Rad Gel Doc EZ Imager)
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2.2. Metod

Kiiflii peynirlerden 10’ar gram alinarak %2’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde
seyreltilmistir. Diliisyonlar haline getirilen 6rneklerden PDA (Potato dextrose agar)
besiyerine ekimler yapilmistir. Besiyerleri tizerinden secilen kiif ve mayalar KP ve
numara ile kodlanarak YPD broth besiyerine ekim yapilarak izolasyon igin
hazirlanmistir. Kiif ve mayalar cam boncuk ve Invitrogen PureLink Genomic DNA
Mini Kit’in birlikte kullani1ldig1 bir metot ile izolasyona tabi tutulmustur. Elde edilen
izolatlara ITS PCR ve Rep-PCR (Gtg5) uygulanmistir. PCR 6rnekleri agaroz jelde
yuriitiilerek parlama verip vermedigine bakilmistir. Ardindan ITS PCR o6rnekleri
sekansa gonderilerek gen dizilimleri elde edilmistir. Bu dizilimler BLAST ile NCBI
veritabaninda bulunan dizilimlerle karsilastirma analizine tabi tutularak kiif ve

mayalarin tiir ve cinsleri 6grenilmistir.

2.2.1. Kimyasal Analizler
a) pH Analizi

26 peynir orneginden 10'ar g tartildi ve 90 ml %2'lik sodyum sitrat (Sigma-
Aldrich) c¢ozeltisine (2 g/l hazirlanip 121°C’de 15 dk otoklavlanir, pH: 7,5)
eklenmistir. Ardindan steril filtreli posetler icerisinde Stomacher’da el kitabinda
yazan talimatlara gére homojenize edilmistir (Anonim, Interscience, 400 P &
BagMixer, Quick user guide). Cam elektrotlu pH metre (Hanna) posetler igerisindeki
homojen Orneklere daldirilarak 2 paralel O6l¢lim yapilmistir (Calim, 2007).

Olgiimlerin ortalamasi alinarak bulgular kisminda tablo haline getirilmistir.
2.2.2. Mikrobiyolojik Analizler

a) Mikrobiyolojik Ekimler

pH analizinde anlatildig1 sekilde hazirlanan peynir homojenizatlarindan
Ringer ¢ozeltisi kullanilarak Tomar ve Akarca (2018)’in ¢aliymasinda belirtildigi
sekilde diliisyonlar hazirlanmis ve inokiilasyon i¢in 107 ile 10” arasi diliisyonlar

kullanilmaistir.
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Ekim i¢in PDA (Potato dextrose agar) (Biolife) kutunun iizerindeki
talimatlara uygun sekilde (39 g/L) hazirlanarak 121°C'de 15 dk otoklavlanmistir
(Selecta). Ardindan aseptik ortamda petrilere aktarilmis ve oda sicakliginda (20 -
25°C) sogumaya birakilmistir. Petrilerin katilagmasi i¢in en az 4 saat bekletilmistir.
Hazirlanan diliisyonlardan PDA kat1 besiyerine 0,1 ml damlatilarak drigalski ile
yayma yontemiyle ekim yapilmistir (Megep, 2011). Her diliisyondan 2 paralel olacak
sekilde calisilmigtir. Besiyerleri 25°C'de 4-5 giin inkiibasyona birakilmistir (Turgut
ve ark., 2012). Daha sonra besi yerlerinde olusan kiif ve maya kolonilerinden
secilerek, 0ze ile yeni bir besiyerine Sekil 2.1'deki gibi 3 ¢izgi ekim yapilmistir
(Megep, 2011). Her peynirden en az bir olmak tizere farkli morfoloji gdsteren tiirler
se¢ilmistir. Segilen tiirler K ve P harfleri ve birer numara ile kodlanmistir. K, P
harfleri Konya peynirinin kisaltmas1 seklinde diisiiniilmiis ve numaralar ise

kolonilerin sec¢ildigi siraya gore 1’den baslayarak siralanip 63’te sonlanmistir.

Kat1 besiyerindeki izolatlar buzdolabinda (+4°C’de) en fazla 5 giin olacak
sekilde muhafaza edilmistir. 5 giinde bir olmak iizere izolatlardan yeni besiyerlerine
ekim yapilarak tazelenmistir. Uzun siireli muhafaza i¢in gliserol stok (10g/L Bacto
yeast extract (Sigma-Aldrich), 20g/L Bactopepton (Merck), 20g/L. Dekstroz (Sigma-
Aldrich) homojen sekilde karistirilarak karisimin %20°si kadar gliserol eklenmis ve
121°C’de 15 dk otoklavlandi) hazirlanarak 1,5 ml’lik 6nceden otoklavlanmis cryo
tiiplere aktarilmistir. Kati besiyerindeki izolatlardan 6ze yardimi ile tiiplere ekim
yapildiktan sonra etiivde 25°C’de 1 giin inkiibasyona birakilmistir. Ardindan tiipler

vorteksle birkag¢ saniye karistirilarak -80°C dondurucuya konulmustur.

Sekil 2.1: Ug cizgi ekim
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2.2.3. Peynir Orneklerinden Elde Edilen Kiif ve Mayalarin

Tanimlanmasi

a) DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in kiif ve maya ornekleri YPD broth (10 g/L Bacto yeast
extract (Sigma-Aldrich), 20 g/L Bacto pepton (Merck) ve 20 g/L dekstroz (Sigma-
Aldrich)) besiyerinde tretilmistir. Kiifler icin 50 ml’lik erlenlere yaklagik 20 ml
hazirlanan YPD broth'a 6ze ile kati besiyerindeki kiiflerden ekim yapilmistir.
Ardindan erlenler Shaker (SI - 300R) cihazina dizilerek 25°C'de, 115-120 rpm
hizinda sallanarak 1 - 2 giin inkiibasyona birakilmistir. Mayalar ise her tiipte 10 ml
YPD broth olacak sekilde cam tiiplerde hazirlanan besiyerlerine inokiile edilerek 1
giin 25°C'de etiivde inkiibasyona birakilmistir. Kiiflerin ve mayalarin DNA
izolasyonu Invitrogen PureLink Genomic DNA Mini Kit ile kitin prosediiriindeki
adimlar dogrultusunda gergeklestirilmistir (Anonim, Invitrogen PureLink Genomic
DNA Kits, User guide). ilk etapta hiicrelerin par¢alanmasi asamast i¢in 0.1 mm cam
boncuklardan (NextAdvance Gp0O1) yaklasik 200 mg (1,5 spatiil miktar1) almarak 2
ml’lik steril santriflij tiiplere eklenmistir (Van Burik vd., 1998). Ardindan erlenlerde
Sekil 2.2.’deki gibi iiremis olan kiifler filtre kagitlarindan siiziilerek yine yaklasik
200 mg kadar kiif alinip, cam boncuk eklenmis olan tiiplere eklenmistir. Tiiplere 400
pul TEN buffer (400ul (40Mm) Tris HCI, 20ul (1IMm) EDTA, 1500ul (150Mm) NaCl
karigtirilip distile su ile 10 ml’ye tamamlandi) pipetle c¢ekilerek eklenmis ve yaklasik
1 dk vortekslenmistir (Scientific Industries Vortex-Genie2). Tiipler Tissue Lyser
(Qiagen) cihazina yerlestirilmis ve cihazin el kitabindaki yonergelere gore 50 Hz
hizinda toplamda 8-10 dk homojen bir goriintii olusana dek karigtirilmistir (Anonim,
Qiagen, TissueLyser, 2010). Her 2 dk’da bir defa yine 2 dk olacak sekilde tiipler
buzda bekletilmistir. Ardindan 10 pl proteinaz K ve 100 pl %10°luk SDS eklenerek
birkag saniye vortekslenmistir. Onceden 55°C’ye ayarlanmis Thermo Shaker
Incubator (Hangzhou Miu, MTH-100) cihazinda 60 dk bekletilmistir. Bu islemin
ardindan tiiplere 20 pl RNase A (Invitrogen) eklenerek tekrar birkag saniye
vortekslenmis ve oda sicakliginda (yaklasik 24°C) 20 dk bekletilmistir. Sonra tiipler
santriflij cihazinda (BeckmanCoulter Microfuge 20R) max hizda (150000 rpm) 10 dk

43



santrifiij edilmis ve siipernatantin (listte kalan sivi kisim) tamami (yaklasik 500 pl)
pipetle dikkatlice ¢ekilip yeni steril santrifiij tiiplere alinarak kalan kisim atilmigtir.
Kit igerisinde bulunan Binding bufferdan ayni miktarda (500ul) ve %96-100’liik
etanolden de 500ul tiiplere ilave edilerek yeniden vortekslenmistir. Bu karigim kit
icerisinde bulunan kolonlara aktarilmis ve kolonlar 10.000 g’de 1 dk santriftij
edilmistir (karisim kolonlara sigmadigi i¢in islem iki kere tekrarlandi). Kolonun
icindeki filtre kisimlar1 yeni kolon altliklarina alindi ve siiziilen sivi kisimlar
atilmistir. Yine kit igerisinde bulunan Wash buffer 1’den 500ul kolonlara ilave
edilerek 10.000g’de 1 dk santrifiij edildikten sonra alt kisim atilarak yeni kolon
althiklarma aktarilmistir. Kit icerisinde bulunan Wash buffer 2°den 500ul kolonlara
ilave edilmis ve max hizda 3 dk santriflij edildikten sonra alt kisim atilarak filtre
kisimlar1 yeni steril santriftij tiiplere alinmistir. Filtrelere kit igerisinde bulunan
Elution buffer’dan 70ul ilave edildikten sonra oda sicakliginda 1 dk bekletilmistir.
Ardindan tiipler max hizda 1 dk santrifiij edilerek saf genomik DNA elde edilmistir.
Izolasyondan sonra elde edilen izolatlardaki niikleik asit konsantrasyonunun
Olciilmesi icin Biospec Nano nanodrop (Shimadzu Biotech) cihazin el kitabindaki
talimatlara uyularak ¢alisilmistir (Anonim, Shimadzu Spectrophotometer, Instruction
manual). Oncelikle DNA izolatmin son asamada ¢dziindiiriildiigii ¢oziicii ile (Elution
buffer) kor analiz yapilmis, ardindan izolatlardan 2 puL cihaza koyularak 6lgiim

yapilmaistir.

Sekil 2.2: YPD broth icinde iiretilmis kiiflerin goriintiisii
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b) PCR ve Rep-PCR

Kif ve mayalarin identifikasyonu icin ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") ve ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
primerleri kullanilarak PCR yapilmistir (Glass ve Donaldson, 1995). Primerler ITS1
(Invitrogen) ve ITS2 (Invitrogen) 100uM’den 10uM’e seyreltilerek kullanilmistir.
Penicillium roqueforti'lere uygulanan Rep-PCR'da primer olarak GTGS5 (Macrogen)
(5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3’) 10 uM olarak seyreltilmistir. DNTP; dTTP, dATP,
dCTP ve dGTP (Thermo Scientific) her birinden 2,5 uL ve 90 uL dH,O karistirilarak
hazirlanmistir. DNA amplifikasyonu PCR ThermalCycler’da (Bio-Rad, T100) ITS
PCR’1 igin Tablo 2.2’de, rep-PCR i¢in Tablo 2.3’de belirtilen miktarlarda bilesenler
kullanilarak 25 pl PCR karigimi icinde gerceklestirilmistir. Negatif kontrol olarak
DNA vyerine distile su kullanilmistir. Her bir PCR dongiisii; Tablo 2.4’de belirtildigi
iizere gerceklestirilmistir. Yalnizca mayalar i¢in yapigsma (annealing) sicakligi 48°C

kullanilmstir.

Tablo 2.2: PCR'da kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Kiif icin hazirlanan Maya icin hazirlanan
karisim miktarlan karisim miktarlar
10xDream Buffer (20 2,5 ulL 2,5 uL
mM, Thermo
Scientific)
dNTP 2ul 2 uL
Ileri Primer (10 pM) 1 uL 1 pL
Geri Primer (10 uM) 1 pL 1 uL
DNA 1,5 uL I uL
Dream Taq 0,125 pL 0,25 uL

polimeraz (5 U/uL,
Thermo Scientific)
dH;O 16,875 uL 17,25 uL
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Tablo 2.3: Penicillium roqueforti izolatlarina uygulanan Rep-PCR bilesenler ve

miktarlan
Bilesenler Miktar
10xDream Buffer (20 mM, Thermo 2,5ulL
Scientific)
dNTP 2 uL
GTGS primeri 2 uL
DNA 1,5 uL
Dream Taq polimeraz (5U/uL, Thermo 0,125 uL
Scientific)
dH,O 16,875 uL

Tablo 2.4: ITS PCR ve Rep-PCR kosullarn

ITS PCR Rep-PCR
PCR asamalann  Sicaklik  Sitire  Sicaklik  Siire
Ilk denatiirasyon  94°C  1dk  95°C  7dk
Denatiirasyon 94°C 30sn  90°C 30 sn

Yapisma 52°C  30sn  40°C 1 dk

Uzama 72°C 1,5dk  65°C 8 dk

Son uzama 72°C 10dk 65°C 16dk
Dongii sayisi 34 30

¢) Agaroz Jel Elektroforezi

PCR ile ¢ogaltilan DNA boélgelerinin boyutlarina gore ayrilmasi islemi agaroz
jel elektroforezi (Bio-Rad) ile gerceklestirilmistir. Jel elektroforez asamalar1 Lee vd.
(2012) belirttigi  sekilde gerceklestirilmistir. Buna gore agaroz jel (%0,8)
hazirlanmasi i¢in 0,8 g agaroz (Sigma) hassas terazide tartilarak iizerine 50x TAE
(Tris-EDTA-Asetik asit) (Bio-Rad) den seyreltilerek hazirlanmis olan 100 ml 1x
TAE cozeltisi ilave edilmistir. Mikrodalga firinda seffaf ve homojen hale gelene
kadar (yaklasik 2 dk) isitilan karisim 55-60°C'ye soguyana kadar bekletildi ve i¢ine 5
pL niikleik asit boyasi1 Safe-Red (Intron) eklenmistir. Soguyan jel katilagmadan evvel
elektroforez kalibina dokiilerek kuyucuklarin olugmasini saglayan tarak da iizerine
yerlestirilmistir. En az 30 dk jelin katilagsmasi beklenmistir. Olusan jel yatay
elektroforez tankina (Major Science Mini-300) alinmis ve tank 1x TAE c¢ozeltisi ile

doldurulmustur. Bir yanda parafilm tizerinde PCR 6rneklerinin her birinden 10'ar pL
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alinarak tizerlerine ilave edilen 2'ser pL boya ¢ozeltisi ile karistirilmis ve mikropipet
kullanilarak ornekler kuyucuklara aktarilmistir. Markor olarak Ladder’dan (100bp,
Gene Direx) 6 pL basta ki kuyucuga ve 1 pL AM/HindIII (0.5 pg/uL, GeneDirex), 1
pL 6x DNA Loading Dye (ImL, GeneDirex) ve 4 pL dH,O karistirilarak son
kuyucuga eklenmistir. Elektroforez 26S PCR’lar1 i¢in 80 - 95 voltta calistirilarak
yaklasik 45 - 60 dk DNA'larn yiiriimesi beklenmistir. Rep-PCR ig¢in 45 voltta 2 saat
yiiriimesi beklenmistir. Islem sonunda jel goriintiileme cihazinda (Bio-Rad Gel Doc

EZ Imager) etidium bromiir tablada jel goriintiileme yapilmustir.

d) PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Jel goriintiilemede sonu¢ aliman 6rneklerden tekrardan ayni kosullarda 50 pL
miktarinda PCR hazirlanmistir. PCR {iriinlerinin saflastirilmasi i¢in GenelJet PCR
saflastirma kiti (ThermoScientific), kitin kullanim kilavuzundaki yonergelere gore
kullanilmistir (Anonim, ThermoScientific, User guide, 2016). Her o6rnek icin
toplamda 65 pL PCR iirlinii elde edilmistir. Bu iirtinler 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine
almmistir. Daha sonra {izerlerine ayni miktarda, kit icerisinde bulunan Binding
Buffer eklenmistir. Bu asamada sar1 renk gozlemlenmis olan 6rneklerin iizerine yine
65 uL izopropanol (Sigma) eklenerek vortekslenmistir. Bu karisim kit icerisinde
bulunan kolonlara aktarilmis ve 13.000 rpm'de 1 dk santrifiij edilmistir. Altta kalan
sivi dokiildiikten sonra kolon ic¢ine kit icinde bulunan Wash Buffer’dan 700 pL
eklenmistir. Tekrar 13.000 rpm'de 1 dk santrifiij edilmis ve altta kalan sivi
dokiilmiistiir. Ardindan yine 13.000 rpm'de 1 dk bos santrifiij yapilmistir. Kolonlar
yeni santrifiij tliplerine alnarak {iizerlerine kit igerisinde bulunan Elution Buffer'dan
50 pL ilave edilmis ve 13.000 rpm'de 1 dk yeniden santrifiij edilmistir. Kolonlar
atilarak altta kalan s1v1 sekansa gonderilmek {izere -20°C'de muhafaza edilmistir. Bu
islemin dogrulugunu teyit etmek i¢in tekrar bir jel elektroforez yapilmistir. Bu defa
orneklerden 5 pL almarak 1 pL boya ile karigtirilip kuyucuklara yliklenmistir.
Elektroforez tankina alinan jel yine 80 - 95 voltta yaklasik 45 - 60 dk yirttiilerek
etidyum bromiir tablada jel goriintiileme yapilmistir (Lee vd., 2012).
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e) Dizi Analizi

Sekanslama, saflagtirilan PCR orneklerinden 20 pL ve ornek basina geri
primerden (ITS4) 2 pL alinarak Sanger sekans yontemiyle MedSantek firmasindan
hizmet alimi vasitasiyla gergeklestirilmistir. Armani vd. (2015)’in c¢aliymasinda
belirtildigi sekilde elde edilen kromatogramlar CLC Main Workbench 8 programi
kullanilarak ~ goriintiillenmis, DNA dizilimleri BLAST benzerlik programi
(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ile incelenmistir. Birka¢ mikroorganizmaya ayni
anda %100 benzerlik verdigi durumda sonuglarda tip sus dizilimleri Clustal Omega

karsilagtirma programinda karsilastirilarak en benzer olani kabul edilmistir.

f) Morfolojik Analizler

Penicillium roqueforti oldugu tespit edilen izolatlardan PDA, YES (yeast
extract sucrose agar), MEA (malt extract agar) ve oatmeal agar'a (OA) 3 nokta
ekimleri yapilarak goriintiilenmistir (Frisvad ve Samson, 2004). PDA besiyeri
2.2.2'de belirtildigi sekilde hazirlanmistir. PDA besiyerindeki goriintiiler Tiwari vd.
(2011)’in ¢alismasina gore degerlendirilmistir. YES besiyeri Visagie vd. (2014)’nin
calismasinda belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Trace elements stock solution ve
Yeast Extract Sucrose agar Tablo 2.5'de ve Tablo 2.6'da belirtildigi sekilde
hazirlanmistir. MEA ise 30 g/l Malt extract (Merck), 3 g/L Peptone from soymeal
(Merck), 15 g/ Agar-agar (SigmaAldrich) ve 1 Litre distile su homojen bir sekilde
karigtirilip 121°C'de 15 dk otoklavlanarak hazirlanmistir. OA (Sigma Aldrich) ise
iizerinde belirtilen tarife gore 72.5 g/L olacak sekilde hazirlanmis, kaynatilmig ve
121°C'de 15 dk otoklavlanmistir. Makromorfolojik olarak incelenen ve fotograflanan
besiyerlerindeki koloniler Frisvad ve Samson (2004)’un ¢alismasindan yola ¢ikilarak
kadifemsi, yiinsii, damarli gibi farkli 6zellikleriyle nitelendirilmistir. Bunlarin yani
sira kolonilerin sekli, tekstiiri (homojen, heterojen), rengi ve bazi kolonilerin
merkezinde bulunan bombelenme de dahil olmak tlizere farkli agilardan incelemeler

yapilmustir.
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Tablo 2.5: Trace elements stok soliisyon

Malzemeler Kullanilan miktar

CUSO4.5H20 0.5 g

ZHSO4.7H20 0.1 g
dH,0 100 mL

*4-10°C'de sakland:.

Tablo 2.6: Yeast extract sucrose agar

Malzemeler Kullanilan miktar
Yeast extract (Biolife) 20g
Sucrose (Sigma-Aldrich) 150 g
MgS0,4.7H,0 (Sigma-Aldrich) 05¢g
Trace elements stock solution I mL
Agar (Sigma-Aldrich) 20g
dH,O 885 mL

*Homojen olana kadar karistirilip 121°C'de 15 dk otoklavlandi. PH yaklasik 6.5
olarak ayarland1.
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UCUNCU BOLUM

BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Konya Kiiflii Peynir Orneklerinin pH Degerleri

Peynir 6rneklerinin ortalama pH degeri 7.18, minimum 6.39, maksimum 7.99
olarak ol¢iilmiistiir. Her bir peynir 6rneginin 2 paralel seklinde analiz edilen pH

degerlerinin ortalamasi alinarak Tablo 3.1 olusturulmustur.

Calim, 2007 yilinda Konya tulum peynirleri iizerine yaptigr c¢alismada
peynirlerin pH degerlerini minimum 4.34, maksimum 6.24 (ortalama 5.22)
Olemiistiir. Baska bir calismada Sengiin vd. (2006) 14 adet kiifli ¢omlek
peynirlerinin pH degerlerini minimum 5.40, maksimum 7.47 (ortalama 6.56)
Olemiislerdir. Bu c¢alismada kullanilan peynirlerin pH degerleri yapilan onceki
calismalara gore daha yiiksek goriinmektedir. Bunun nedeni kullanilan peynirlerin

kiif yogunlugu, tiretildigi ortam ve liretim sekli olabilir.
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Tablo 3.1: Konya kiiflii peynir 6rneklerinin pH degerleri

Peynir Ornegi pH Degeri
1 7.30
2 7.02
3 6.91
4 6.65
5 6.67
6 6.39
7 6.52
8 7.07
9 6.70
10 6.69
11 6.56
12 7.32
13 7.52
14 7.99
15 7.42
16 7.48
17 7.48
18 7.16
19 7.74
20 7.72
21 7.87
22 7.58
23 7.35
24 7.88
25 7.10
26 6.69
Minimum pH 6.39
Maksimum pH 7.99
Ortalama pH 7.18

3.2. Konya Kiiflii Peynir Orneklerinin Mikobiyotasi

26 peynir 0rneginin her birinden en az bir tane olmak {izere farkli morfolojik
yapilara sahip 54 tane kiif izole edilmistir. Bunun yani sira PDA besiyerinde kiifler
kadar yogun gozlenen ve maya oldugu diisliniilen 8 koloni de izole edilmistir.
[zolatlarin 8 tanesinin, KP8, KP21, KP24, KP29, KP35, KP36, KP46 ve KP60 maya
oldugu, geri kalan 54 izolatin kiif oldugu ve bunlardan 53"iniin de Penicillium
roqueforti oldugu yapilan analizler sonucunda dogrulanmistir. Dizilim analizi

sonucunda belirlenen maya izolatlarmin tiir ve cins isimleri ve benzerlik oranlari
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Tablo 3.2°de verilmistir. KP57 ise Cladosporium cladosporioides olarak tespit

edilmistir. Kiif izolatlarinin benzerlik oranlar1 Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.2: Maya izolatlarinin tiir ve cins isimleri

Maya Izolati Kod Adi Tespit Edilen Tiir ve Cins Ismi  Benzerlik Orani (%)

KP8 Pichia membranifaciens 74
KP21 Pichia memranifaciens 99
KP24 Pichia membranifaciens 99
KP29 Debaryomyces hansenii 100
KP35 Candida zeylanoides 75
KP36 Candida zeylanoides 99
KP46 Geotrichum candidum 100
KP60 Pichia membranifaciens 99

Tablo 3.3: Kiif izolatlarinin BLAST analizi ile saptanan benzerlik oranlan

Ornek Ornek Benzerlik Ornek Ornek Benzerlik
No Orani (%) No Orani (%)
1 KP1 100 28 KP33 99
2 KP2 100 29 KP34 100
3 KP3 100 30 KP37 100
4 KP4 99 31 KP38 100
5 KP5 99 32 KP39 99
6 KP6 100 33 KP40 100
7 KP7 99 34 KP41 95
8 KP9 100 35 KP42 99
9 KP10 100 36 KP43 99
10 KP11 100 37 KP44 99
11 KP12 93 38 KP45 100
12 KP13 100 39 KP47 100
13 KP14 99 40 KP48 100
14 KP15 93 41 KP49 100
15 KP16 100 42 KP50 100
16 KP17 100 43 KP51 100
17 KP18 100 44 KP52 100
18 KP19 95 45 KP53 99
19 KP20 99 46 KP54 100
20 KP22 99 47 KP55 100
21 KP25 100 48 KP56 100
22 KP26 99 49 KP57 100
23 KP27 100 50 KP58 100
24 KP28 100 51 KP59 100
25 KP30 99 52 KP61 100
26 KP31 99 53 KP62 100
27 KP32 99 54 KP63 100
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PCR iiriinlerinin jelde yiiriitiildiikten sonra elde edilen goriintiiler EK1’de ve
her bir 6rnegin Marker’a bakilarak dlciilen DNA boyutu (bp) tablo haline getirilerek
EK2’de verilmistir.

Demirer (1974) yaptig1 calismada 91 adet Konya kiiflii tulum peynirinden
izole ettigi kiiflerin arasinda baskin tiriin P. roqueforti (%87,83) oldugunu
gdzlemlemistir. Ozkalp ve Durak (1998) 140 adet Konya kiiflii peynirinde baskm kiif
mikroflorasini Penicillium’un (%87,16) olusturdugunu ve tiim peynir orneklerinde
baskin tiirtin ise P. roqueforti (%42,91) oldugunu gormiislerdir. Karaman, Konya,
Mersin, Nevsehir ve Nigde Kiiflii Peynirlerinden 21 adet 6rnek iizerinde yaptiklari
calismada Sagdigc vd. (2008) kiifler arasinda baskin tiirlin P. roqueforti (%28,6)
oldugunu gormiislerdir. Konya kiiflii peynirleri lizerine yapilan bir baska calismada
izole edilen kiiflerin %100°1 Penicillium sp. bulunmustur (Gtliley vd., 2013). Gegmis
calismalar ele alindiginda Konya kiiflii peyniri lizerinde daha 6nce hi¢ molekiiler
yontemlerle mikrobiyolojik ¢esitliligin arastirilmadigir goriilmektedir. Yani yapilan
calisma, bu peynir ¢esidi lizerinde, bu alanda bir ilki temsil etmektedir. Bunun yani
sira, onceki calismalar ve bu calisma, P. roqueforti tiirlinlin Konya kiiflii peynirinde

baskin tiir olarak goriildiigiinii gostermektedir.

Divle kiiflii peynirinde yapilan ¢alismada molekiiler yontemlerle (ITS PCR)
izole edilen kiiflerden baskn tiirler arasinda yine P. roqueforti (%8,6) gelmektedir
(Budak vd., 2016). Cakmakc1 vd. (2012) 41 adet kiiflii civil peynirinden molekiiler
yontemlerle izole ve identifiye ettikleri kiiflerden baskin olan tiirlin yine P.
roqueforti (%92,5) oldugu goriilmektedir. Hayaloglu ve Kirbag (2007) 30 kiifli
peynir lizerinde morfolojik yontemle yaptiklari calismada en baskin tiirlerin P.
commune (%10,1) ve P. roqueforti (%8,9) oldugunu gérmiislerdir. Bunun yan1 sira
ayni ¢calismada 3 adet de Cladosporium cladosporioides izole edilmistir. Isparta ili ve
yoresine ait geleneksel ¢omlek peynirleri lizerine yapilan bir calismada stereo
mikroskop ile incelendiginde baskin kiif tiirii P. roqueforti (%57,8) olmus; ayrica
yiikksek oranda Geotrichum (%10,5) tiiriine de rastlanilmistir (Sengiin vd., 2006).
Pekel ve Korukoglu (2009) Sivas ve yoresinde liretilen kiip peynirleri iizerinde
yaptiklar1 caligmada elde ettikleri 31 izolatin %93,5’inin Penicillium cinsine ait tiirler
oldugunu ve bu tiirlerden 5 tanesinin de P. roqueforti oldugunu bulmuslardir. Sert,
1992°de Erzurum ve Erzincan’dan elde ettigi toplamda 51 peynir 6rnegi iizerine

yaptig1 ¢alismada toplamda 136 kiif susu izole etmistir. Ayn1 ¢aligmada Sert, izole
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ettigi kiif suslarmin %25,71°inin P. roqueforti (en dominant tiir), %8,57’sinide G.
candidum oldugunu bulmustur. Giindiiz (1982) 20 tomas peyniri lizerine yaptigi
calismada izole ettigi tiim kiiflerin P. roqueforti tiiriine ait oldugunu saptamistir.
Bostan vd. (1992) 20 adet ticari tulum peyniri ile yaptiklar1 ¢alismada izole ettikleri
kiifler arasinda %43,13 ile Geotrichum candidum ve %35,29 ile P. roqueforti
tiirlerinin dominant oldugunu gérmiislerdir. istanbul ve Adapazari’ndan temin edilen
49 kasar peyniri Orneginde yapilan ¢alismada Topal (1987), izole edilen kiiflerin
%86,1’inin Penicillium spp. oldugunu gozlemlemistir. Erdogan, Giirses ve Sert
(2003) Erzurum’dan topladiklar1 12 adet mavi kiiflii tulum peyniri lizerine yaptiklari
calismada izole ettikleri kiiflerin %75’inin P. roqueforti, %25’ inin G. candidum
oldugunu saptamuslardir. Tiirkiye’deki diger geleneksel kiiflii peynirler iizerinde
yapilan c¢alismalar da gostermektedir ki, P. roqueforti geleneksel kiifli peynir

cesitlerinde en ¢ok rastlanilan tiirdiir.

Flérez vd. (2007) ispanyol cabrales peynirinde baskin olan otuz bes beyaz ve
mavi-yesilimsi filamentli mantar1 morfotipik ve genotipik olarak tanimlamis ve P.
roqueforti ve G. candidum’un baskin tiirler oldugunu gézlemlemislerdir. Martin ve
Coton’in (2017) calismasinda belirtildigi lizere G. candidum gibi bazi mayalar
peynirin olgunlasmasinda, 6zellikle camember peynirinde, 6nemli rol oynayabilir.
Roostita ve Fleet (1996) camember ve mavi damarli peynirler {izerinde yaptiklar1
calismada Ozellikle camember peynirinde en baskin maya tiirlinlin Debaryomyces
hansenii oldugunu gdzlemlemislerdir. Ispanyol mavi damarli cabralez peynirinde
yapilan ¢alismada molekiiler yontemle maya tiirlerinin karakterizasyonu saglanmis
ve izolasyonu gergeklestirilen 74 mayadan 14’liniin D. hansenii, 5’inin de Pichia
membranifaciens oldugu goriilmiistiir (A’lvarez-Marti'n vd., 2007). Torkar ve
Vengust (2008) 60 adet ¢ig siit ve 40 adet farkli ¢esitlerde peynir 6rnekleri tizerine
yaptiklar1 calismada Geotrichum’™un (%51,5 siitte, %91,9 peynirde) tiim 6rneklerde
en baskin tiir oldugunu, bununla birlikte Penicillium cinsi suglarinda izole edildigini
bildirmislerdir. Bullerman ve Olivigni (1974) cheddar peynirleri lizerine yaptiklar1
calismada izole ettikleri 349 sustan %82,2’sinin Penicillium tiirii kiifler oldugunu
belirtmiglerdir. Gonzédlez de Llano vd. (1992) gamonedo mavi peyniri iizerine
yaptiklar1 calismada peynirin mikrobiyolojik ¢esitliligini olusturan mayalarda baskin

tiirlin D. hansenii, kiiflerde ise P. roqueforti oldugunu saptamislardir. Banjara, Suhr
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ve Hallen-Adams (2015) Lincoln, Nebraska, ABD’deki perakendecilerden
topladiklar1 asiago, gravyer, parmesan, cheddar, jarlsberg, gouda, romano, mavi
peynir, gorgonzola vb. farkli peynir ¢esitlerinden olusan toplamda 44 peynir lizerinde
yaptiklart molekiiler analizler sonucunda Orneklerin %79’unda D. hansenii tiiri
mayaya rastlamiglardir. Ayni calismada tiir kiif izolatlarmin %50’sini Penicillium
cinsi kiifler olustururken, P. roqueforti’nin de tiim mavi peynir drneklerinde ve tiim
orneklerin %23’linde baskin tir oldugu goriilmiistiir. Yukarida bahsi gecen
kaynaklardaki ¢aligmalar gostermistir ki, P. roqueforti kiiflii peynir 6rneklerinde en
sik rastlanilan baskim kiif tiirii iken G. candidum ve D. hansenii gibi maya tiirleri de
kiiflii peynirler iizerine yapilan caligmalarda baskin maya tiirii olarak goriilmektedir.
Bu sonuglar 1s1g1inda yapilan bu ¢alismadan elde edilen bulgular bir¢ok ¢alisma ile

benzer goriilmekte ve tutarlilik sergilemektedir.

3.3. Konya Kiiflii Peynirlerinden izole Edilen Penicillium roqueforti
izolatlariin Morfolojik Ozellikleri

Sekil 3.1°de, P. roqueforti izolatlarmin PDA (6n ve arka), YES (6n ve arka),

MEA (6n ve arka) ve Oatmeal 6n ylizeyinin goriintiileri verilmistir.

i ™ - —a Yy ™

PDA (6n) PDA (arka) YES (6n) YES (arka) MEA (6n) MEA(arka) Oatmeal
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Sekil 3.1: Penicillium roqueforti izolatlarinin PDA, YES, MEA ve OA
besiyerlerinde morfolojik goriiniimii

Tablo 3.4’deki renk kodlamalar1 Methuen renk c¢izelgeleri (Plate 2 ve 27)
kullanilarak gz karari eslestirilmistir (Wisniowski, 2012). Kiif goriintiileri PDA 6n

yliziinden elde edilmistir.

Tablo 3. 4: Penicillium roqueforti izolatlarmm PDA 6n yiiz goriintiilerinin renk

kodlariyla eslestirilmesi
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27D7 KP7 KP16 KP39 KP41 KP44 KP56

KP9 KP12 KP13 KP14 KP15 KP20

KP55 KP61 KP62 KP63

Morfolojik analiz sonuglarma bakildiginda P. roqueforti tiirleri arasinda
farkhliklar gdzlemlenmistir. Ozellikle PDA besiyerindeki renk farkliliklarmi daha
net gorebilmek adina olusturulan Tablo 3.4°e gbre gri, mavi ve yesilin farkli birgok
tonundaki renklerde kif gozlemlenmistir. Ve 4 farkli grup altinda smiflandirma
saglanmustir. Sekil 3.1°deki goriintiiler degerlendirildiginde PDA besiyerinde acik ve
koyu zeytin yesili ve mavimsi yesil olacak sekilde ii¢ farkli renk tonu temel
almmigtir (Tiwari vd., 2011). Diizgiin yuvarlak kolonilerin yaninda daha amorf
yapida lireme gostermis koloniler de gozlemlendi. Tekstiiriine bakildiginda piiriizsiiz
(homojen) koloniler ile piiriizlii (delikli) heterojen koloniler gézlemlendi. Kolonilerin
etrafinda olusan beyaz ylinsii yapilarin seyrek, yogun ve kalin, ince olusumlarina

rastland1. YES besiyerine bakildiginda kiiciik farkliliklarla acik ve koyu zeytin yesili
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renginde kolonilerin yani sira bazi kolonilerde yesil rengin etrafinda mavimsi halka
goriinimiine de rastlandi. Tekstiirel yapisinda piiriizsiiz (homojen), piiriizlii
(heterojen) ve kolonilerin orta noktasindan baslayarak dig halkaya dogru farkl
oranlarda damarli (burusuk) yapilar goriildii. Diizgiin yuvarlak ve amorf yapida
kolonilere rastlandi. Kolonilerin dis ¢eperindeki beyaz yiinsii yapinin daha az ve
yogun ya da daha ¢ok ve seyrek oldugu goriildii. MEA besiyerine bakildiginda dis
kism1 mavimsi gri — orta kism1 turuncu veya sari, dig kismi beyaz — ortasi turuncu
veya sart ve tamamen beyaza yakin olmak tizere 5 farkli renk goriiniimii
gozlemlendi. Tekstiirel yapist piiriizsiiz (homojen), piiriizlii (heterojen), damarli ve
bunlardan farkli olarak bazi kolonilerin merkez noktalarinda kiiclik top seklinde
kabartilar oldugu goézlemlendi. Kolonilerin dis ¢eperini saran beyaz yiinsii yapimnin
diizglin uzantilara sahip oldugu veya daha karisik ve yogun oldugu gozlemlendi.
Oatmeal besiyerinde ise acik ve koyu grimsi yesil ile dis kismi ¢ok agik yesil olup
orta noktasi koyu grimsi yesil renkte koloniler gozlemlendi. Kolonilerin tekstiirel
yapisinda, boyutlarinda ve dis c¢eperlerinde ¢ok kiigiik detaylarda farkliliklar

gozlemlendi.

Gillot vd. 2015°de yaptiklar1 ¢alismada 18 farkl iilkeden 120 mavi damarlh
peynir toplayarak bunlardan izole edilmis bir P. roqueforti koleksiyonu
olusturmuslardir. Bu c¢alismada yiiksek morfolojik c¢esitlilik gézlemlenmis (9
morfotip) ve en ayirt edici ortam olan PDA’da agik ile koyu yesilimsi gri arasinda
renk farkliliklar1 ve kadifemsi ile fasikiiler dokuya sahip Ornekler gorilmiistiir.
O’Brien vd. (2008) P. roqueforti ile yaptiklar1 ¢alismalarda YES besiyerinde
merkezde zeytin yesilinden baslayip disa dogru donuk yesile dénen ve burusuk

goriinlimlii kolonilere rastladiklarmi bildirmislerdir.

3.4. Penicillium roqueforti Suslarinin Genotipik Cesitliligi

Penicillium roqueforti oldugu dogrulanan izolatlar Rep-PCR (GTG 5)
analizine tabi tutulmustur. Ardindan ikinci boliimde belirtildigi sekilde agaroz jel

elektroforezi yapilmistir (Sekil 3.2).
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23,130bp —>
9,416 bp —>
6,557bp —>

564 bp —>

~1,300 bp

3,000bp

~1,600 bp
< 1,500bp

~1,700 bp

~1,350 bp

~900 bp
~700 bp
~550 hp

Sekil 3.2: Rep-PCR uygulanan Penicillium roqueforti izolatlarinin jel
goriintiileri
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Izolatlarm hepsi ~1,500 bp biiyiikliigiinde bant vermistir. Bununla birlikte
diger bantlar yaklagik 700, 800, 900 ve 500 bp civarlarinda gdzlemlenmektedir.
Izolatlardan KP9 ve KP41’in yaklasik 1,300 bp biiyiikliigiinde bir bant verdigi

gorilmistir.

Diger izolatlardan farkli bantlar verdigi gozlemlenen ornekler (KP25, KP27,
KP42 ve KP53) tekrar PCR ve jelde yiiriitme islemine tabi tutulmustur (Sekil 3.3).
Daha 1yi ayrim yapilabilmesi i¢in daha uzun bir elektroforez islemine tabi tutulan
orneklerden yalnizca KP53’lin digerlerinden farkli boyutlarda bantlar verdigi

gbzlemlenmistir.

~2,000 bp———————>

~1,700 bp=——
~1,500 bp————> ~2,000 bp
> ~1,7500 bp
~1,500 bp
~900 bp ~1,250 bp

~750 bp

~600 bp

Sekil 3.3: Rep-PCR islemi tekrarlanan izolatlarin jel goriintiileri

Tekrarlanan islem sonucunda diger izolatlardan farkli olarak KP53 1,250 bp
biiyiikliiglinde bant vermistir.

Redondo, Cubero ve Melgarejo (2009) Penicillium cinsi kif tiirlerinin
DNA’sin1 analiz etmek ve bu tiirleri karakterize etmek icin rep-PCR kullanmislardir.
REP 1R (5'-1IT ICG ICG ICA TCI GGC-3) ve REP 2R (5'- ICG ICT TAT CIG
GCC TAC -3') primerlerini kullanarak yaptiklar1 analiz sonucunda rep-PCR
parmak izinin Penicillium tiirlerini ayirt etmek i¢in de kullanilabilecegini, fenotipik
ozellikler kullanilarak ayirt edilemeyen tiirlerin ayirt edilmesini saglayacak kadar
hassas oldugunu ve bu yontemin ITS'lerin niikleotit sekanslarinin sonuglari
kullanilarak aywrt edilemeyen yakindan iligkili tiirler arasinda bir ayrimcilig

miimkiin kildigin1 sdylemislerdir. Ayrica rep-PCR’1n Penicillium cinsinin liyelerini
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karakterize etmek icin pratik, hizli ve dogru bir yontem oldugunu da
belirtmiglerdir. Bir baska ¢alismada ise RAPD parmak izi yontemi ve evrensel
primerler olan NS2, 3, 5 ve 7 kullanilarak 10 tanesinin P. roqueforti oldugu 20

izolat1 karakterize etmiglerdir (Boysen vd., 1996).
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DORDUNCU BOLUM

SONUCLAR VE ONERILER

Uygulanan pH analizi sonucunda peynir Orneklerinin ortalama pH’1 7,18
bulunmustur. Diger ¢alismalara oranla pH’in yiiksek degerde bulunmasmin sebebi,
peynir drneklerinin iiretiminin belli standartlar olmaksizin kii¢iik ¢apli isletmelerde

gerceklesmesi durumuyla kiif iiremesinin iist diizeyde olmasi olabilir.

Yapilan molekiiler analizler sonucunda elde edilen 54 kiif izolatindan 53’1 P.
roqueforti, 1’1 Cladosporium cladosporioides ve 8 maya izolatmin 4’ Pichia
membranifaciens, 2’si Candida zeylanoides, 1’1 Debaryomyces hansenii ve 1’1
Geotrichum candidum bulunmustur. Konya kiiflii peyniri ve diger geleneksel Tiirk

peynirleri lizerine daha fazla ¢aligmalarla bu bulgular desteklenmelidir.

P. roqueforti izolatlarma yapilan morfolojik analizlerin sonucunda dort
medyada farkli goriintiilerde kolonilere rastlanmistir. PDA iizerinde 6zellikle mavi
ve yesilin tonlarinda cesitli renklerde koloniler gozlemlenmis ve bunlar renk
kodlariyla eslestirilerek desteklenmistir. Bu sayede izole edilen suslar arasinda
morfolojik gruplandirma yapmak s6z konusu olabilir. YES {izerinde zeytin yesili,
bazilar1 damarli goriiniimde farkli boyutlarda ve OA iizerinde acik ve koyu yesil,
etrafinda beyaz ipliksi gériiniimde dokular bulunan koloniler gézlemlenmistir. MEA
ise morfolojik olarak en fazla ¢esidin bulundugu besiyeridir. MEA {iizerinde dis kism1
mavimsi gri, orta kismi1 turuncu veya sari, dig kismi beyaz, ortasi turuncu veya sar1 ve
tamamen beyaza yakin olmak tizere 5 farklh renk goriiniimii, bazilar1 damarl,
homojen veya heterojen dokuda ve bazilarinin merkezinde sar1i renkte bombe
bulunan koloniler gdzlemlenmistir. Farkli morfolojik 6zellikler gosteren bu suslarin

peynir lezzetine etkisi ileriki ¢aliymalarda belirlenebilir.
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P. roqueforti izolatlarina yapilan Rep-PCR sonucunda elde edilen patternler
suglararasi ayrim saglayamasa da KP57 6rneginin digerlerinden farkli bantlar verdigi
gozlemlenmistir. Kullanilan GTGS primeri P. roqueforti iizerinde yeterli etkiye sahip
olamamis olabilir. Daha sonra yapilacak olan ¢alismalarda farkli primerler 6rnegin,
REP IR, REP 2R veya NS2, 3, 5 ve 7 kullanilarak yeni analizler yapilabilir. Bu

sekilde P. roqueforti’nin sus bazinda ¢esitliligi bu yolla da incelenebilir.

Bu c¢aligmalarla molekiiler tanimlama yontemlerinden PCR metodunun etkili
kullanim1 saglanmis ve sonug¢ almmistir. Bu sonuglar gelecekteki bir¢ok caligmaya
151k tutacaktir. Ayrica suslar arasinda bulunacak farkliliklarin peynir kalite ve
lezzetine etkisi degerlendirilerek daha lezzetli ve 6rnegin mikotoksijenik a¢idan daha

saglikli peynirlerin iiretiminde kullanilabilmesi s6z konusudur.
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EK2

Ornek  DNA Ornek DNA Ornek DNA Ornek DNA

Boyutu Boyutu Boyutu Boyutu

(bp) (bp) (bp) (bp)
KP1 ~600 KP17 ~600 KP34 ~600 KP50 ~600
KP2 ~600 KP18 ~600 KP35 ~550 KP51 ~600
KP3 ~600 KP19 ~600 KP36 550 KP52 ~600
KP4 ~600 KP20 540 KP37 ~600 KP53 ~600
KP5 ~600 KP21 ~450 KP38 ~600 KP54 ~600
KP6 ~600 KP22 ~600 KP39 ~600 KP55 ~600
KP7 ~600 KP24 ~450 KP40 ~600 KP56 ~600
KPS ~450 KP25 ~600 KP41 ~600 KP57 650
KP9 ~600 KP26 ~600 KP42 ~600 KP58 ~600
KP10 ~600 KP27 ~600 KP43 ~600 KP59 ~600
KP11 ~600 KP28 ~600 KP44 ~600 KP60 ~450
KP12 ~600 KP29 ~550 KP45 ~600 KPé61 ~600
KP13 ~600 KP30 ~600 KP46 ~350 KP62 ~600
KP14 ~600 KP31 ~600 KP47 ~600 KP63 ~600
KP15 ~600 KP32 ~600 KP48 ~600
KP16 ~600 KP33 ~600 KP49 ~600
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