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Bu calismada, Tiirkiye kiiflii peynirlerine has farkli kiiflerin izole edilmesi ve
tamimlanmasi, elde edilen P. roqueforti izolatlarinin genetik, teknolojik ve metabolik
ozellikleri ile popiilasyon yapisinin tespit edilmesi ve segilen izolatlar ile peynir
tiretimi amaglanmistir. Cesitli yorelerden temin edilen 30 kiiflii peynirden 86 izolat,
molekiiler yontemler kullanilarak tanimlanmistir. Bu izolatlarin ¢ogunlugunu
Penicillium tiirlerinin, ozellikle P. roqueforti'nin (n = 66/86) olusturdugu
belirlenmistir. Onceki c¢alismalarda tanimlanmis 54 P. roqueforti izolat ile birlikte
tim P. roqueforti izolatlarinda (n = 120), peynir kiiflerinde goriilebilen Wallaby ve
CheesyTer yatay gen transfer bolgeleri tespit edilmistir. P. roqueforti izolatlarinin esey
genotipi dagilimi, %95 oraninda MAT1-2 lehine belirlenmistir. Morfolojik
incelemede, patates dekstroz agar besiyerinde 7 morfotip tespit edilmistir. P.
roqueforti izolatlarinin popiilasyon yapisi, ii¢ mikrosatelit bolgesi kullanilarak
degerlendirilmis ve 36 haplotip tespit edilmistir. Farkli haplotipler arasindan Secilen
20 izolatin 5 polimorfik lokus (cmd, benA, prog235, proq631 ve proq845) dizilimleri
kullanilarak filogenetik analizler yapilmis ve Tiirkiye izolatlarinin kiiresel izolatlardan
farkliliklar tespit edilmistir. izolatlarin bazi teknolojik dzellikleri (misel gelisimi, tuza
dayaniklilik, proteolitik ve lipolitik aktivite), besiyerinde (malt ekstrakti agar,
mikolojik agar (%10 yagsiz siit iceren) ve Tween 80 agar) incelenmis ve temel bilesen

analiziyle, dort grupta toplandiklar1 saptanmistir. izolatlarm ugucu bilesen profilinde



ve mikotoksin (mikofenolik asit ve rokfortin C) iiretimlerinde sus bazli farkliliklar
tespit edilmistir (p<0,05). Bu analizler sonucu secilen izolatlar ile model peynir iiretimi
yapilmis ve 10 °C’de 6 hafta olgunlastirilan peynirlerin bazi fizikokimyasal ve
mikrobiyolojik 6zellikleri ile ugucu bilesen ve mikotoksin tiretimleri belirlenmistir.
KP44 ve 26KK5A izolatlari, peynirlerde iyi geliserek damarli goriiniimii olustururken,
4K2’nin gelisimi zayif kalmistir. Ayrica, mikofenolik asit ve rokfortin C miktarlari,
peynirlerde olduk¢a diisiik seviyelerde (sirasiyla, <29,5 ug/kg ve <0,8 ng/kg)
bulunmustur. KP44 izolatinin, peynir iiretiminde potansiyel sekonder starter kiiltiir

olarak degerlendirilmesi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kiiflii peynir, Penicillium roqueforti, popiilasyon genetigi,

teknolojik 6zellikler, ugucu bilesen.



ABSTRACT
IDENTIFICATION OF GENETIC CHARACTERISTICS OF
FILAMENTOUS FUNGI ISOLATED FROM TRADITIONAL
MOLD-RIPENED CHEESES AND DETERMINATION OF
PENICILLIUM ROQUEFORTI DIVERSITY AND UTILIZATION
OF THE OBTAINED ISOLATES IN CHEESE PRODUCTION
Hatice Ebrar KIRTIL
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January, 2025 - 189 + xviii Pages

This study aimed to isolate and identify different molds specific to Turkish mold-
ripened cheeses, characterize the genetic, technological, and metabolic properties of
the Penicillium roqueforti isolates obtained, determine their population structure, and
produce cheese using selected isolates. Eighty-six isolates from 30 mold-ripened
cheeses collected from various regions were identified using molecular methods. The
majority of these isolates were Penicillium species, particularly P. roqueforti (n =
66/86). Along with 54 previously identified P. roqueforti isolates, the horizontal gene
transfer regions (Wallaby and CheesyTer) known to occur in cheese molds, was
detected in all P. roqueforti isolates (n = 120). The distribution of mating genotypes
among P. roqueforti isolates were predominantly in favor of MAT1-2 (95%).
Morphological analysis revealed seven morphotypes on potato dextrose agar. The
population structure of P. roqueforti isolates was assessed using three microsatellite
regions, identifying 36 haplotypes. Phylogenetic analyses were performed on 20
isolates selected from different haplotypes using sequences of five polymorphic loci
(cmd, benA, proqg235, prog631, and prog845), and differences between Turkish and
global isolates were identified. Some technological properties of the isolates (mycelial
growth, salt tolerance, proteolytic, and lipolytic activities) were examined on culture
media (malt extract agar, mycological agar (including 10% skimmed milk and Tween

Vi



80 agar), and principal component analysis revealed that they clustered into four
groups. Strain-specific differences were detected in the volatile compound profiles and
mycotoxin (mycophenolic acid and roquefortine C) production of the isolates
(p<0.05). Based on these analyses, selected isolates were used to produce model
cheeses, which were ripened at 10 °C for six weeks. Some physicochemical and
microbiological characteristics of the cheeses, along with volatile compound profiles
and mycotoxin production, were analyzed. The KP44 and 26 KK5A isolates grew well
in the cheeses, forming a characteristic blue-veined appearance, while 4K2 showed
weak growth. Furthermore, the levels of mycophenolic acid and roquefortine C in the
cheeses were quite low (<29.5 pg/kg and <0.8 ug/kg, respectively). The KP44 isolate
is recommended for evaluation as potential secondary starter culture in cheese

production.

Keywords: Mold-ripened cheese, Penicillium roqueforti, population structure,

technological properties, volatile compounds.
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BIiRINCI BOLUM
GIRiS

Kiiflii peynirler, olgunlagsma siirecinde peynirin yiizeyinde ve i¢ kisimlarinda kiiflerin
gelismesiyle tretilir. Diinyada en ¢ok bilinen ve tiiketilen kiifli peynir ¢esitleri,
Rokfor, Danablu, Gorgonzola, Stilton gibi mavi peynirlerdir (Cantor vd., 2017; Martin
ve Coton, 2017; Metin, 2018). Bu peynirler, Avrupa Komisyonu tarafindan verilmis
cografi isaretlerle koruma altina alinmistir (Anonim, 2024a). Ayrica mavi peynirler,
1992 yilinda ortaya ¢ikan “Fransiz Paradoksu” ile de iligkilendirilmistir. Bu kavram,
Fransizlarin doymus yag igerigince zengin bir beslenme sekline sahipken,
kardiyovaskiiler hastaliklar kaynakli 6liimlerinin diisiik oranlarda tespitiyle ortaya
cikmistir (Renaud ve Lorgeril, 1992; Petyaev ve Bashmakov, 2012). Bunun
sebeplerinden biri olarak, mavi peynirlerden gelen andrastin A ve B gibi biyoaktif
sekonder metabolitlerden kaynaklanabilecegi 6ne siirtiilmiistiir (Cantor vd., 2017). Bu
durum, mavi peynirlerin se¢kin organoleptik 6zelliklerinin yaninda, biyolojik a¢idan
degerini giindeme getirmistir. Ulkemizde, mavi peynirlere benzer olarak iiretilen
Erzurum Kiiflii Civil, Kars Kiiflii Cegil, Konya Kiiflii Tulum, Karaman Divle Obrugu
Tulum ve Antakya Kiiflii Stirki gibi pek ¢ok kiiflii peynir tiretilmektedir (Metin, 2018;
Cakmake1 ve Salik, 2021). Ancak bu peynirden sadece, Erzurum Kiifli Civil, Divle
Obrugu Tulum peyniri ve Antakya Kiiflii Siirkii cografi isaret almistir (TPE, 20244).

Penicillium roqueforti, kiiflii peynirlerin olgunlastirilmasinda sekonder starter olarak
kullanilan filamentli bir fungustur. Bu tiir, mavi peynirlere karakteristik mavi yesil
rengini vererek damarl bir yap1 olusturur (Cantor vd., 2017). P. roqueforti, peynir
pihtis1 {izerine piiskiirtiilerek ya da direkt olarak siit igine katilarak peynire inokiile
edilmektedir (Metin, 2018). Ticari starter kiiltiir kullanilmadiginda P. roqueforti,
ortamdan gelerek peynirde spontan olarak gelisebilir. Ulkemizde kiiflii peynitler,
genellikle bu yontemle iretilmektedir. Spontan fermantasyon ile iretilen bu
peynirlerde, mikotoksijenik kiifler de tireyebilir. Bu durum, halk sagligi ve gida
giivenligi acisindan ciddi problem olusturan mikotoksin riskini de beraberinde

getirmektedir. Ayrica, bu peynirlerin tiretiminin geleneksel metotlarla, yoreye has



kiiglik olgekli igsletmelerde veya evlerde yapilmasi, bu peynirlerin sadece yerel olarak
bilinmelerine neden olmustur. Endiistriye tam anlamiyla entegre edilemedigi igin,

kiiflii peynirlerin iiretiminde standardizasyon saglanamamastir.

Son yillarda, Avrupa tipi kiiflii peynirlerden izole edilen P. roqueforti suslar1 genetik
ve metabolik 6zelliklerine gore gruplandirilmistir. Rokfor, Termignon ve diger Avrupa
peynirlerinden izole edilen P. roqueforti suslarinin ¢esitliligi ortaya konmus ve peynir
tiretiminde olusturdugu farkliliklar ¢esitli ¢alismalarda belirlenmistir (Fernandez-
Bodega vd., 2009; Ropars vd., 2014; 2016; Gillot vd., 2015; 2017; Coton vd., 2020;
Dumas vd., 2020; Caron vd., 2021; 2024; Crequer vd., 2023; 2024). Ulkemizde ise
yoresel kiifli peynirlerimizle ilgili ¢ok az sayida calisma olup, kiiflerin genetik

ozellikleri ve P. roqueforti gesitliligi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

1.1. Amag¢
Bu ¢alismada;

e Geleneksel Tirkiye kiifli peynirlerinden izole edilen kiiflerin genetik
ozelliklerinin, P. roqueforti izolatlarinin ¢esitliliginin ve popiilasyon yapisinin

belirlenmesi,

e Genetik olarak farkli P. roqueforti izolatlarinin teknolojik (gelisme hizi, tuza
direng, lipolitik ve proteolitik aktivite) ve metabolik 6zelliklerinin besiyerinde

tespiti,

e Secilen P. roqueforti izolatlariyla model peynir iiretimi ve peynirlerin
fizikokimyasal ve mikrobiyolojik analizlerinin yapilmasi; P. roqueforti
izolatlarinin ugucu bilesen ve mikotoksin (Mikofenolik asit ve Rokfortin C)

tiretme Ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir.

e Calismanin bir diger amaci1 da, elde edilen izolatlardan uygun starter kiiltiir

belirleme imkaninin aragtirilmasidir.

1.2. Yontem

Calisma kapsaminda, Konya, Erzurum, Kars, Karaman, Sivas gibi illerden temin

edilen kiiflii peynirlerden izole edilen kiiflerde, morfolojik inceleme ve rep-PCR ile 6n



tamimlama yapilmistir. On tanimlamaya gore segilen izolatlar, ITS bélgesi ve benA
geninin amplifikasyonuyla, molekiiler yontemlerle tanimlanmustir. Izolatlarin genetik
cesitliligi RAPD-PCR ve {i¢ mikrosatelit bolgesi kullanilarak degerlendirilmistir.
Genetik olarak farkli oldugu tespit edilen 20 izolat se¢ilmis ve bu izolatlarin bes
polimorfik lokus dizilimleri kullanilarak, diinyada izole edilmis olan diger P.
roqueforti izolatlariyla filogenetik analize tabi tutulmustur. Ayrica, bu izolatlarin
teknolojik 6zellikleri, ugucu bilesen profili ve mikotoksin iiretimi (MPA ve ROKC)
besiyerinde incelenmistir. Ugucu bilesen analizleri igin GC-MS sistemi, mikotoksin
analizleri i¢in HPLC sistemi kullanilmistir. Bu analizler sonucu segilen ii¢ izolat, tip
sus ile birlikte peynir tiretiminde kullanilmistir. Peynirlerin kimyasal, mikrobiyolojik,
ucucu bilesen ve mikotoksin (MPA ve ROKC) iiretim o6zellikleri belirlenmistir.

Izolatlar ve peynirler arasindaki farkliliklar, istatistiksel metotlarla degerlendirilmistir.

1.3. Kapsam

Bu arastirma kapsaminda yapilan analizlerle, Tiirkiye kiiflii peynirlerinden izole edilen
kiiflerin 6zellikleri ve P. roqueforti ¢esitliligi ilk defa belirlenmis, ayrica Avrupa tipi
peynirlerden ve peynir dist  ortamlardan P. roqueforti izolatlariyla
benzerlikleri/farkliliklar1 ortaya konmustur. Tiim bu bulgular, farkli 6zelliklere sahip
cesitli kiiflii peynirlerin {liretimi i¢in 6nem tagimaktadir. Bu ¢alisma, yerli sekonder
starter kiiltirlerin gelistirilmesi, diinya genelinde iiretilen binlerce gesit kiiflii peynirin
tat, koku, aroma ve tekstiir farkliliklarinin anlasilmasi ve yoresel kiiflii peynirlerimizin
diinyaya tanitilmasi icin literatiire 6nemli katkilar sunmaktadir. Ayrica, iilkemizde
kontrollii kosullarda kiiflii peynir iiretimi, oldukca biiylik bir 6Gneme sahiptir. Boylece,
kiiflii peynirlerin hijyenik ve kontrollii sartlarda tiretiminde standardizasyona katki
saglamak amaciyla, starter olarak kullanilabilecek olasi suslar igin bilimsel veriler

sunulmustur.



IKINCi BOLUM
LITERATUR TARAMASI

Bu boliimde, kiif ile olgunlastirilan peynirlerin liretimi degerlendirilmis, Avrupa’da ve
Tiirkiye’de tiretilen kiiflii peynir ¢esitleri incelenmistir. Penicillium roqueforti tiirtiniin
taksonomisi, morfolojisi, genetigi ve metabolik aktiviteleri ele alinmis; 6zellikle ugucu
bilesen profili ile ikincil metabolitler ve mikotoksinler iizerine detayli bilgiler

sunulmustur.

2.1. Kiif ile Olgunlastirilan Peynirler

Siit tiriinleri arasinda en zengin ¢eside sahip olan peynirler, hem besleyici yonii hem
de lezzeti ile gida sanayinde 6nemli bir konuma sahiptir. Diinyada, farkli iiretim
teknikleri ve hammaddeler kullanilarak binlerce cesit peynir iiretilmektedir. Peynir
cesitleri icerisinde kiif ile olgunlastirilan peynirler veya diger adiyla kiiflii peynirler,
ayr1 bir yere sahiptir. Bu peynirler, kendilerine has ozellikleri nedeniyle, diinyada
seckin mutfak kiiltlirliniin bir parcasi haline gelmistir (Cantor vd., 2017; Martin ve
Coton, 2017; Metin, 2018).

Uluslararasi Siit¢iiliik Federasyonu (IDF)’nun 2022 yil1 verilerine gore, diinyada yillik
23,2 milyon ton peynir iiretimi yapilmustir. Peynir liretiminde, Avrupa Birligi (27 iilke)
toplam 9,5 milyon ton ile ilk sirada yer alirken, siralamay1 6,4 milyon ton ile ABD, 1
milyon ton ile Brezilya ve yaklasik 732 bin ton ile Tiirkiye takip etmistir. Kiiflii peynir
iretimi ise, diinyada toplam peynir iiretiminin %3-4’{inii olusturmaktadir (IDF, 2023;

TEPGE, 2023).

2.1.1. Kiiflii Peynir Uretimi

Kiiflii peynirler, peynir siitiine ya da telemesine sekonder starter olarak kullanilan
kiiflerin ilavesiyle veya olgunlastirma siirecinde magara ya da mahzen ortamindan
gelen kiif sporlariin peynire bulasarak gelismesiyle tiretilmektedir (Fox vd., 2017,
Metin, 2018). Tiirk Gida Kodeksi Peynir Tebligi’nde kiiflii peynirler, kullanimina izin



verilen kiif kiiltiirleri ile olgunlastirilan, ¢esidine 6zgii karakteristik 6zellikler gosteren,
kontrollii iklimlendirme saglanabilen ve hijyen kosullari uygun yerlerde
kiiflendirilerek iiretilen peynir olarak tanmimlanmistir (Anonim, 2015). Kifli
peynirlerin tiretim akis semasi Sekil 2.1’de gosterilmistir (Fox vd., 2017; Cantor vd.,
2017). Sekil 2.1’e gore kiiflii peynir tiretiminde, siitiin mayalanma asamasinda ya da

sonraki agamalarda elde edilen taze peynire kiif sporu inokiile edilebilir.

Cig siit veya pastorize siit
(Koyun/keci/inek siitii ya da karigumi)

l Rennet

Siitin Mayalanmas: < Starter kiiltiir (LAB)
l Kiif inokiilasyonu (opsiyonel 1)

Peynir Alt1 Suyu 4mm  Koagiilasyon (Pihti Olusumu).
Kesme, Karistirma

!

Taze Peynir Eldesi @ Xif inokiilasyonu (opsiyonel 2)

I

Kaliplama, Presleme. Tuzlama
(Peynir cesidine gére degismektedir.)

!

Peynirin Olgunlastirimasi
(10-15°C"de, %85-95 bagil nemde. 2 hafta-2 yil)

Sekil 2.1: Kiiflii peynir iiretim agamalari
Kaynak: Fox vd., 2017; Cantor vd., 2017

Olgunlastirma siirecinde peynirde gelisen kiifler, deasidifikasyon, proteolitik ve
lipolitik aktiviteleriyle bu peynirlere has koku, aroma, tat ve tekstiir olusumuna katkida

bulunmaktadir.

2.1.2. Kiiflii Peynirlerin Mikrobiyotasi ve Ticari Starter Kiiltiir Kullanimi

Kiifli peynirler, primer ve sekonder starter kiiltiirlerden olusan kompleks bir
mikrobiyotaya sahiptir (Martin ve Coton, 2017). Mikrobiyotada starter laktik asit
bakterileri (LAB), starter olmayan laktik asit bakterileri (NSLAB), diger bakteriler,
mayalar ve kiifler interaksiyon halindedir (Cantor vd., 2017; Fox vd., 2017). Ticari

olarak kullanilan starter kiiltlirler, genellikle liyofilize formda, toz halde kullanilir



(Kilig vd., 2011). Geleneksel yontemle iiretilen peynirlerde, siitten ve ¢evreden gelen

mikroorganizmalar spontan olarak gelisir (Cantor vd., 2017).

Peynirlerde mezofilik ve termofilik LAB, primer starter kiiltiir olarak kullanilir
(Cantor vd., 2017). Mezofilik starter olarak, laktik asit iireten Lactococcus lactis
(subsp. lactis ve cremoris) kullanilir. Bazen de starter kiiltiir miksinde, COz iireten ve
bdylece peynire hava girisini saglayacak bosluklar olusturarak kiiflerin gelisimine
destek olabilecek, Lactococcus lactis subsp. lactis ve Leuconostoc spp.’nin sitrat
pozitif suslar1 yer alir. Termofilik starterler olarak, Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus kullanilabilir. Primer starterler, laktozu
kullanarak laktik asit tiretir ve siitii asitlendirir (Fox vd., 2017; Martin ve Coton, 2017).
Ayrica, Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus brevis, Limosilactobacillus
fermentum, Pediococcus spp. ve Enterococcus spp. NSLAB olarak kiiflii peynir
mikrobiyotasinda bulunabilir (Cantor, 2017; Sionek vd., 2023). Kiiflii peynirlerin
olgunlastirilmasinda sekonder starter olarak, mavi peynirlerde P. roqueforti
kullanilirken, beyaz kiiflii peynirlerde Penicillium camemberti ve diger kiifli
peynirlerde (bkz. 2.1.3.3) Mucor spp., Fusarium spp., Trichothecium spp.,
Sporendonema spp. ve Scopulariopsis spp. kullanilabilir (Ropars vd., 2012a; Fox vd.,
2017; Metin, 2018; De Respinis vd., 2023). Kiif sporlari siite direkt olarak katilarak,
peynir pihtisina piiskiirtiilerek ya da peynirin {iretildigi ortamdan gelerek peynirde
gelisir (Cantor vd., 2017). Ortamdan gelen kiif tiirleri arasinda, cogunlukla Penicillium
spp. yer alir. Ancak, bazi Penicillium spp., Cladosporium spp., Alternaria spp. gibi
kif tiirlerinin peynire kontaminasyonu, peynirde istenmeyen tat, koku, goriinim ve
renk olusumuna (siyah, koyu kahve vb.) neden olarak bozulmaya yol agabilir (Fox vd.,
2017). Kiifler, LAB’1n ftrettigi laktik asit ve sitrati kullanabilir (deasidifikasyon).
Boylece ortam pH’in1, 4,5’tan 7’ye yiikselterek notralize ederler. Kiiflerin proteolitik
aktiviteleri (endopeptidaz ve ekzopeptidaz enzimleri) sonucu, kazein hidrolize olur.
Boylece ortamda serbest aminositler, amonyak ve ucgucu bilesenler olusur ve
olgunlasma hizlanir. Kiiflerin lipolitik aktiviteleriyle, serbest yag asitleri, metil
ketonlar, sekonder alkoller vb. olusur. Bu aktiviteler sonucu, kiiflii peynirlere has tat,
lezzet, aroma ve tekstiir gelisir (Giirsoy ve Kesenkas, 2011; Fox vd., 2017). Kiiflerin
yani sira, sekonder starter olarak mikrobiyotada mayalar da bulunmaktadir. Filamentli
bir fungus olarak degerlendirilen Geotrichum candidum’un yan sira 6ne ¢ikan maya

tirleri, Debaryomyces hansenii, Candida lipolytica, Kluyveromyces lactis, Pichia



fermentans ve Rhodotorula mucilaginosa’dir. Mayalar, peynir matriksinde fermente
edilmemis karbonhidratlari, az miktarda bulunan sitrik ve asetik asidi kullanir ve lezzet

gelisiminde rol oynar (Cantor, 2017; Fox vd., 2017; Martin ve Coton, 2017).

2.1.3. Avrupa Tipi Kiiflii Peynirler

Diinyada farkl: siit kaynagi, bilesenler ve farkli iiretim teknikleri kullanilarak tiretilen
kiiflii peynirlerden mavi veya mavi damarli (blue veya blue-veined) peynirler ve beyaz
kiiflii (white mold-ripened) yumusak peynirler 6n plana ¢ikmaktadir (Cantor vd.,
2017; Fox vd., 2017; McSweeney vd., 2017; Spinnler vd., 2017). Bunlar haricinde,
hem beyaz kiif hem de mavi kiif kullanilarak tiretilen hibrit peynirler ve diger kiiflii
peynirler bulunmaktadir (Fox vd., 2017). Bu peynirler, tiretildikleri bolgelere 6zgii
ozelliklerinin ve kalitelerinin korunmasi amaciyla Avrupa Komisyonunca cografi
isaretlerle (Sekil 2.2) koruma altina alinmistir (Anonim, 2024a). Bu isaretlerden mense
ad1 korumasi (Protected Designation of Origin, PDO), bir {iriiniin tamamen belirli bir
bolgede iiretildigini ve {iretildigi bolgenin 6zelliklerini tasidigini gostermektedir.
Cografi isaret korumasi (Protected Geographical Indication, PGI), bir iiriiniin en az bir
asamasinin belirli bir cografi bolgede yapildigimi gostermektedir. Geleneksel iiriin
garantisi (Traditional Speciality Guaranteed, TSG) ise, bir {iriiniin belirli geleneksel

yontemlerle veya bilesenlerle iiretildigi anlamina gelmektedir.

Sekil 2.2: Avrupa Komisyonu tarafindan verilen cografi isaretler
Kaynak: Anonim, 2024a

2.1.3.1. Mavi Peynirler

Mavi (blue) ya da mavi damarli peynirler, olgunlagma siirecinde P. roqueforti tiirtiniin
peynirde geliserek, mavi-yesil renkte damarli goriinim olusturmasi ile karakterize

edilir ve yart sert yapidadir (Cantor vd., 2017; Fox vd., 2017). Rokfor, Bleu de



d’Auvergne, Fourme d’Ambert (Fransa), Danablu (Danimarka), Stilton (Birlesik
Krallik), Gorgonzola (italya) ve Cabrales (ispanya) en ¢ok bilinen mavi
peynirlerdendir (Sekil 2.3). Uretim teknikleri degismekle birlikte bu peynirler, starter
kiltiir eklendikten sonra siitiin 30 °C’de mayalanmasi, iki saat sonra pihtinin olusumu
ve kesilmesiyle elde edilir. Sonrasinda peynir alti suyu siiziilir ve pithti silindirik
kaplara alinarak kaliplanir. P. roqueforti sporlari, mayalanma 6ncesinde siite ya da
peynir pihtisina ilave edilir. Kuru tuzlamadan sonra, peynirlerde delikler agilir. Bu
delikler, peynirin i¢ kisimlarina hava girisini saglayarak, kiifiin peynirin i¢inde de
gelismesini ve damarl goriintiiniin olusmasini saglar. Peynirler %85-95 bagil nemde,
8-15 °C’de magaralarda, mahzenlerde ya da kontrollii iklimlendirme odalarinda
olgunlastirihr (Cantor vd., 2017; Fox vd., 2017). Farkli tekniklerle iiretilen mavi
peynirlerin kimyasal kompozisyonu da degismektedir. Bu peynirlerin pH degerleri
olgunlagma siirecinde artar. Kaliplama asamasinda taze peynirin pH degeri, 4,6-5,0
araligindayken, olgunlasma siiresi sonrasi 6,0-6,5 araliginda veya daha yliksek
degerlere ulagir (Fox vd., 2017). Ayrica, peynirlerin nem, yag, protein ve tuz oranlart,
kullanilan siit tiiriine, iiretim sekline ve liretildigi bolgeye 6zgii farkliliklar gosterebilir.
Omegin, Rokfor, Cabrales, Stilton gibi peynirler, genellikle daha yiiksek yag ve
protein igerigine sahiptir (Cantor vd., 2017). Cesitli mavi peynirlere ait nem, yag,

protein ve tuz oranlari, Tablo 2.1 verilmistir.

Tablo 2.1: Mavi peynirlere ait nem, yag, protein ve tuz oranlari

Peynir Cesidi % Nem % Yag % Protein % Tuz
Rokfor 42-44 29 20 4,1
Cabrales 35,4-41,6 33,8-38,2 20,4-23,6 1,8-34
Stilton 37-41,6 32-35,2 21-28,7 2,2-2,7
Danablu 42,7-47,3 29-31 18,5-23,9 3-3,9
Gorgonzola 42,2-49,6 29,6-31 19-22,9 1,6-2,9

Kaynak: Cantor vd., 2017; Fox vd., 2017




Sekil 2.3: Baslica mavi peynirler: (A) Rokfor, (B) Danablu, (C) Stilton, (D)

Peynirlerin olgunlastirildig1 6zel oda

Kaynak:<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Roquefort.jpg>;<https://commo

ns.wikimedia.org/wiki/File:Danish Blue cheese.jpg>;<https://commons.wikimedia.
org/wiki/File:Blue Stilton 02.jpg>;:<https://www.flickr.com/photos/38911797 @N07
/3798776531> Erisim Tarihi: [01.01.2025]

2.1.3.2. Camembert Tipi Peynirler

Camembert tipi peynirler, beyaz kiif olarak bilinen P. camemberti gelismesiyle
karakterize edilir ve yumusak yapidadir. Bu grupta 6ne ¢ikan Camembert ve Brie
peynirleri (Fransa) (Sekil 2.4), endiistriyel olarak genis capl tiretilmektedir (Fox vd.,
2017; Spinnler vd., 2017). Beyaz kiiflii peynirlerin tiretiminde ilk olarak siit, starter
kiiltiir eklendikten sonra 30 °C’de mayalanir. Endiistriyel tretimde P. camemberti
sporlar1, dogrudan pihtiya eklenir. Peynir pihtisi kaliplandiktan sonra, salamuraya
alinir ve peynirin dis ylizeyi kuru tuzla kaplanir. Peynir yiizeyi, 12 °C’de 1-2 hafta
kurutulduktan sonra, peynirler mahzenlerde veya kontrollii iklimlendirme odalarinda

olgunlastirilir (Fox vd., 2017; Spinnler vd., 2017).


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Roquefort.jpg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Danish_Blue_cheese.jpg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Danish_Blue_cheese.jpg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Blue_Stilton_02.jpg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Blue_Stilton_02.jpg
https://www.flickr.com/photos/38911797@N07/3798776531
https://www.flickr.com/photos/38911797@N07/3798776531

Sekil 2.4: Baslica beyaz kiiflii peynirler: (A) Camembert, (B) Brie
Kaynak:<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Camembert_de_Normandie %2

8 AOP%29 11.jpg>;<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Brie2.JPG> Erisim
Tarihi: [01.01.2025]

2.1.3.3. Diger Kiiflii Peynirler

Cambozola (Fransa), Gorgonzola Dolce (italya) ve Bleu de Bresse (Fransa) peynirleri,
hem P. roqueforti’nin ve hem de P. camemberti’nin kullanimi ile tiretildigi igin, hibrit
kiiflii peynirler olarak adlandirilmaktadir. Bu peynirler yumusak bir dokuya sahiptir;
i¢ kesitinde mavi damarlar olusurken, yiizeyleri beyaz kiif tabakasiyla kaplanir (FOx
vd., 2017). Saint Nectaire, Tomme de Savoie ve Reblochon peynirlerinde (Fransa) gri-
kahve rengi veren Mucor spp., Fusarium domesticum ve pembe kiif olarak
nitelendirilen Trichothecium roseum, Cantal ve Salers peynirlerinde (Fransa) kirmizi
kiif olarak bilinen Sporendonema casei, Gamalost peynirinde (Norveg) Mucor mucedo
ve Mucor racemosus, Ticino Alp peynirinde (Isvigre) ise Scopulariopsis flava ve
Scopulariopsis fusca tiirleri sekonder starter olarak peynire ilave edilir ya da spontan
fermantasyon ile peynirde gelisir (Ropars vd., 2012a; Metin, 2018; De Respinis vd.,
2023). Fermente kirmizi piring kiifii olarak bilinen Monascus spp. ile, kirmizi
Monascus peyniri (Cin) de yapilmaktadir (Xia vd., 2020). Diger kiiflii peynirlere

ornekler, Sekil 2.5’te verilmistir.
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Sekil 2.5: Diger kiiflii peynirler: (A) Cambozola, (B) Tomme de Savoie, (C) Gamalost

ve (D) Peynirlerin olgunlastiriimasi

Kaynak: <https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cambozola_cheese.jpg>;

<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:WikiCheese_- Tomme_de Savoie_-
20150619 -_002.jpg>;<https://www:.flickr.com/photos/quickfix/8412959346>;
<https://freerangestock.com/photos/125348/tomme-de-savoie-cheese-.html > Erisim
Tarihi: [01.01.2025]

2.1.4. Tiirkiye Kiiflii Peynirleri

Avrupa tipi mavi peynirlere benzer olarak iilkemizde, Konya Kiiflii Tulum (Gok,
Yesil) peyniri ve Erzurum Kiiflii Civil peyniri en ¢ok tiiketilen kiiflii peynirlerdendir
(Cakmakei, 2011; Metin, 2018). Ayrica, Karaman Divle Obruk peyniri de 6n plana
¢ikmaktadir (Cakmakgi, 2011; Ozturkoglu-Budak vd., 2016; Metin 2018). Bunlarin
yani1 sira, Karaman, Sivas, Hatay, Bingdl, Kars gibi yorelere ait ¢egil, tulum, ¢omlek,
kiip tipi peynirler de kiiflendirilerek tiiketime sunulmakta ve daha ¢ok mahalli olarak
bilinmektedir (Arslan ve Kadi, 2021).

Avrupa’da endiistriyel olarak iiretilen kiiflii peynirlerde starter kiiltiir kullanilmakta,
Tiirkiye’de ise daha c¢ok spontan fermantasyon uygulanmaktadir (Metin, 2018).
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Ulkemizde kiiflii peynirler, yerel olarak sevilerek tiiketilmekte ancak c¢ogunlukla
endiistriyel boyutta iiretilemediginden yeteri kadar taninmamaktadir (Metin, 2018).
Avrupa tipi kiiflii peynirler, cografi isaret alarak tescillenmistir (Sekil 2.2). Ulkemizde
ise son yillarda, cografi isaret basvurulari 6nem kazanmaktadir. Cografi isaretler,
mahreg igareti ya da menge adi olarak tescil edilmektedir (Sekil 2.6). Mahreg isareti,
bir iirlinlin en az bir 6zelligi veya iiretim agamasinin belirlenmis cografi alanda
gergeklesmis ve bu cografi alanla 6zdeslesmis oldugunu gosterir. Mense adi ise, bir
irlinlin Uiretiminin tiim agamalarinin belirli bir cografi bolgede gergeklestigini ve bu
bolgeye has ozellikler tasidigini simgeler (TPE, 2024b). Tirkiye’de cografi isaret
alarak tescillenmis 39 peynir ¢esidi bulunmaktadir (TPE, 2024a). Bunlar arasinda,
kiflii peynirlerimizden Erzurum Kiifli Civil (Gogermis) peyniri 2012°de mahreg
isareti, Karaman Divle Obrugu Tulum peyniri 2017°de mense adi, Antakya Kiiflii
Siirkii (Cokelegi) ise 2018’de mahreg isareti almistir. Balikesir Kepsut Biikdere Kiiflii
Katik peyniri i¢in 2021 yilinda ve Bayburt kiiflii peyniri i¢in ise 2023 yilinda mahreg
isareti bagvurusu yapilmistir (TPE, 2024a).
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Sekil 2.6: Tiirk Patent ve Marka Kurumu tarafindan verilen cografi isaretler
Kaynak: TPE, 2024b

2.1.4.1. Erzurum Kiiflii Civil Peyniri

Civil peyniri, Erzurum’un yani sira Bayburt, Kars, Agri, Ardahan, Igdir, Van, Bitlis
ve Mus yorelerinde de tiretilmekte ve “Cecil peyniri, iplik, tel ve gekme peynir” olarak
da isimlendirilmektedir. Yagsiz inek siitiine (belirli diizeyde asitlendirilmis) maya
ilavesi sonrast, 1s1l islem uygulanarak (55-65 °C’de) elde edilen telemenin yogrulmasi
sonucu lretilir (Cakmake1, 2011; Coskun, 2021; Cakmakg1 ve Salik, 2021; Yildiz vd.,
2021). Tahta kepgelerle toplanan ve karistirilip yogrulan teleme, tahta kepgelerle
toplanir, ¢ekilir ve asilarak tel tel, lifli yap1 olusmasi saglanir. Boylece, az yagli ya da

yagsiz olarak elde edilen peynir, taze olarak tiiketilebildigi gibi, salamuraya (%10-12
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NaCl) alinarak ya da kuru tuzlandiktan sonra sade olarak ya da lor (%25-30 oraninda)
ile ke¢i tulumlarma ya da plastik bidonlara basilip iki sekilde olgunlastirilabilir
(Cakmakci vd., 2014; Cakmakg1 ve Salik, 2021; Yildiz vd., 2021). Plastik bidonlarin
kapaklari, sikica kapatilir ve delinir. Bidonlar, kalan peynir alti suyunun akmasi i¢in
ters cevrilir ve depolanir (Arslan ve Kadi, 2021). Kiiflendirilerek tiiketilen civil
peynirine, halk arasinda “gégermis peynir” de denir. Kiifli Civil (Sekil 2.7), taze
peynirin 8-12 °C’de 90 ila 180 giin kiiflendirilerek olgunlastirilmas ile tretilir
(Cakmakgi, 2011; Cakmakei vd., 2015). Kiifli Civil peynirinin, nem, yag, protein ve
tuz oranlari, sirasiyla, %45,2-57,3, %1-6,2, %30,1-43,5 ve %2,9-7,5 araliklarinda
belirlenmistir (Cakmakci vd., 2012; Cantor vd., 2017). Bu peynirin mikrobiyotasinda,
Lactobacillus malefermantans, Lactobacillus (Limosilactobacillus) fermentum,
Lactobacillus (Lentilactobacillus) parabuchneri gibi LAB; Debaryomyces hansenii,
Kluyveromyces marxianus, Pichia membranifaciens, Candida zeylanoides, Yarrowia
lipolytica gibi mayalar yer almistir (Sengiil, 2006; Yildiz vd., 2021). Peynirin
olgunlasma siirecinde ise mikrobiyotada, P. roqueforti tiirii basta olmak iizere,

Penicillium spp. 6ne ¢ikmistir (Cakmakei vd., 2012).

Sekil 2.7: (A) Erzurum Kiifli Civil Peyniri, (B) Konya Kiiflii Peyniri, (C-D) Divle
Obruk peynirleri, (E) Divle Obruk magarasi

Kaynak: Kirtil vd., 2024; <https://obrukpeyniri.com/ > Erisim Tarihi: [01.01.2025]
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2.1.4.2. Konya Kiiflii Tulum Peyniri

Kiiflii Tulum, Orta Anadolu’da 6zellikle Konya ve Karaman yorelerinde, koyun, keci
ya da inek siitiinden {iretilir (Hayaloglu ve Kirbag, 2007). Pihtilasma sonrasi elde
edilen teleme, bir bez torbada toplanir, nohut biiyiikliigiinde parcalara ayrilir, tuzlanir
ve On olgunlagtirma igin bir torbada 10 giin boyunca bekletilir. Taze peynir, deri
tulumlara (kegi vb.) ya da plastik bidonlara basilir ve 6-12 °C’de, %80-90 bagil nemde
90 giine kadar olgunlasgtirilir. Bu siire sonunda ambalajlar agilir ve peynir, kiif
gelisimini kolaylastirmak i¢in, 5-6 cm bloklar halinde dilimlenir (Hayaloglu vd., 2007,
Unsal, 2017; Metin, 2018). Peynir dilimleri, iist iiste guvala yerlestirilir ve soguk hava
depolarinda ya da magaralarda, istenen mavi-yesil kiif olusumu goézlenene kadar,
spontan olarak 15-20 giin kiiflendirilir (Unsal, 2017; Yurt vd., 2023). Konya kiiflii
peynirine (Sekil 2.7), halk arasinda “gok, yesil peynir” de denir (Cakmakg1, 2011). Bu
peynirlerin nem, kuru maddede yag, protein ve tuz (nemde) igerikleri, sirasiyla,
%37,65-54, %6,21-40,09, %26,18-44,85 ve %4,70-10,23 araliklarinda belirlenmistir
(Hayaloglu vd., 2008). Ayrica, mikrobiyotasinda bakteri tiirlerinden Levilactobacillus
spp., Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis; mayalardan Pichia
membranifaciens, Debaryomyces hansenii, Candida zeylanoides; filamentli
funguslardan ise Geotrichum candidum ve Penicillium roqueforti tiirii olgunlagma
stirecinde 6ne ¢ikmustir (Seri ve Metin, 2021; Yurt vd., 2023).

2.1.4.3. Divle Obruk Peyniri

Karaman’in Ayranci ilgesinde tiretilen yagh bir peynir olan Divle Obruk Peyniri (Sekil
2.7), tulum peynirleri grubundandir. Divle kdyiinde obruk denilen yeralti magarasinda
(232 m uzunlugunda ve 70 m derinlige sahip) olgunlastirildig: i¢in, bu adi almigtir
(Ozturkoglu Budak vd., 2016; Unsal, 2017). Divle Obrugu’nun (Sekil 2.7) sicakligi,
yaz aylarinda bile 4-5 °C ve ortam nemi %80-85 oldugundan, bu magara peynirler i¢in
soguk hava deposu gorevi goriir. Uretimi diger tulum peynirlerine benzer olup, tam
yagli koyun siitli kullanilir. Peynir, maya ile pthtilagmanin ardindan 55-60 °C’de 5-10
dk 1sitilir (Unsal, 2017; Cakmake1 ve Salik, 2021). Elde edilen teleme bez torbaya
alinir ve peynir alti1 suyunun siiziilmesi i¢in, peynir torbasi 24 saat asilarak bekletilir.
Daha sonra taze peynir pargalanir, soguk suya bastirilarak (2’ser saat arayla 3 kez)

peynir alti suyu uzaklastirilir ve tekrar bez torbaya alinarak 24 saat daha askida
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birakilir. Bu siire sonunda taze peynir ufalanir ve %3-4 oraninda tuzlanir. Tuzlanan
peynir, 24 saat dinlendirildikten sonra, koyun ya da kegi tulumlarina basilir ve iyice
kurumalari i¢in serin bir yerde 5-10 giin bekletilir. Bu siire sonunda tulumlarin agizlar
dikilir ve deri ylizeyi ignelerle delinerek kalan peynir alti suyunun akmasi saglanir.
Peynir, Divle Obrugu’'nda mayis aymdan ekim aymna kadar, yaklasitk 4-6 ay
olgunlastirilir (Unsal, 2017; Ozturkoglu Budak, 2023). Béylelikle peynirlerde,
magaranin dogal mikrobiyotasindan gelen mikroorganizmalar gelisir. Peynirlerin
basildig1 tulumlarin yiizey rengi, olgunlasma siiresi ilerledikge kiiflerin gelisimi ile
mavi renge sonra da mayalarin ve 6zellikle korineform (¢omak seklinde) bakterilerin
(Brevibacterium linens, Arthrobacter spp. vb.) gelisimi ile kirmiziya doéner
(Ozturkoglu Budak, 2016).

2.1.4.4, Diger Yoresel Kiiflii Peynirler

Yoresel kiiflii peynirlerimiz arasinda, cesitli yorelere ait siirk, kiip, ¢comlek, dorak ve
diger tulum peynirleri 6ne ¢ikmaktadir. Bu peynirler, bdlgesel olarak iiretilmekte,
mabhalli olarak bilinmekte ve istege bagh olarak kiiflendirilmektedir (Sengiin vd.,
2006; Cakmakgi, 2011; Unsal, 2017; Cakmake1 ve Salik, 2021; Esen ve Cetin, 2021).

Hatay Kiifli Sirkii (Cokelegi) yapiminda, once yayik alti ayrani ve asitligi
yiikseltilmis inek siitiiniin kaynatilmasi (90-95 °C’de) ile ¢okelek elde edilir (Esen ve
Cetin, 2021). Bu cokelege biber salcasi, tuz ve ¢esitli baharatlar (yabani kekik, nane,
karabiber, kirmizibiber, kisnis vb.) eklenir ve karistm homojen hale gelene kadar
yogrulur. Boylece, kirmizi-turuncu peynir elde edilir ve avug biiyiikliiglinde parcalar
aliarak koni sekli verilir. Konik sekilli peynir toplari, plastik bidonlara alinarak 3-4
hafta kiiflendirilir (Cakmake1 ve Salik, 2021). Isparta, Kayseri, Nigde, Aksaray,
Nevsehir, Kirsehir ve Sivas yorelerine ait tulum peynirlerine benzeyen kiip, ¢gdmlek ve
testi peynirleri de istege gore kiiflendirilerek tiiketilmektedir (Unsal, 2017). Balikesir’e
ait Kepsut Biikdere Kiiflii Katik peyniri, oglak derilerinde olgunlastirilan bir cesit
tulum peyniridir (Saritas, 2023). Basta Bing6l olmak tizere, Tunceli, Elazig, Erzurum,
Erzincan, Mus ve Malatya illerinde iiretilen, dorak ya da serto isimleriyle de bilinen,
tomas peyniri de kiiflendirilir (Unsal, 2017). Ayrica, son yillarda Erzincan Tulum

peynirinin de kiiflendirildigi calismalar bulunmaktadir (Cakir ve Cakmakg1, 2024).
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2.1.5. Kiiflii Peynirlerde Aroma Profili ve U¢ucu Bilesenler

Kifli peynirlerde Penicillium cinsi kiiflerin baskin tiirleri olusturdugu, 6zellikle bu
peynirlere tat, koku, aroma ve mavi-yesil rengi veren P. roqueforti 'nin 6n plana ¢giktigi
belirtilmistir (Cakmakci vd., 2012a; Ozturkoglu-Budak, 2016a; Kirtil vd., 2021; Seri
ve Metin, 2021). Mavi peynirlerin ortak 6zelligi, olgunlagsma siirecinde bu peynirlere
has mavi-yesil renk olusumunu saglayan ve aroma, lezzet ve goriiniimii kazandiran P.
roqueforti tiiriidiir (Ardo, 2011; Cantor vd., 2017). Mavi-yesil renkli kiif gelisiminden
dolayr Konya Kiiflii Tulum, Erzurum Kiiflii Civil gibi peynirlerimiz, Avrupa tipi
Rokfor, Stilton gibi mavi peynirler grubuna yakin olarak degerlendirilebilir. Ancak
yoresel kiiflii peynirlerimiz hem tekstiir olarak hem de tat, aroma ve lezzet olarak bu
tip peynirlerden farklidir. Son yillarda, Rokfor ve diger Avrupa peynirlerinden izole
edilen P. roqueforti ¢esitliligi ve peynir {iretiminde olusturdugu farkliliklar gesitli
caligmalarda ortaya konmustur (Fernandez-Bodega vd., 2009; Ropars vd., 2014; 2016;
Gillot vd., 2015; 2017a; Coton vd., 2020; Dumas vd., 2020; Caron vd., 2021; Crequer
vd., 2023; 2024).

Peynir iiretiminde ve olgunlagmasinda, bir dizi kimyasal ve biyokimyasal aktiviteler
sonucu ¢esitli bilesikler olusmaktadir. Bu aktivitelerin ger¢ceklesmesinde, starter kiiltiir
olarak kullanilan bakteriler yaninda, sekonder starter olarak ortamda bulunan mayalar
ve kiifler 6nemli rol oynar (Avsar vd., 2011). Mavi kiiflii peynirlerin olgunlagma
stirecinde 6ne ¢ikan P. roqueforti’nin glikolitik, proteolitik ve lipolitik aktiviteleri
sayesinde kiiflii peynirler, kendine has organoleptik 6zelliklerini kazanir (Cantor vd.,
2017; Yavuz vd., 2021; Lopez-Diaz vd., 2023; Martin ve Cotter, 2023). Peynirin
olgunlagma siireci, olduk¢a dinamik bir prosestir. Bu siirecte, P. roqueforti’nin
ekstraselliiler ve intraselliiler ¢esitli proteaz (aspartil proteaz ve metalloproteaz),
peptidaz (alkalin metalloamino-peptidaz, asit karboksi-peptidaz, alkalin karboksi-
peptidaz ve amino-peptidaz) ve lipaz enzimleri aktif rol oynar (Coton vd., 2020;
Lopez-Diaz vd., 2023). Siit bilesenlerinden kazeinler, trigliseritler, laktoz ve sitrat
kullanilarak ¢esitli ucucu bilesiklere doniistiiriiliir. Kazeinler ilk olarak, orta uzunlukta
peptitlere, kisa peptitlere ve en son serbest aminoasitlere doniisiir (Larsen vd., 1998;
Fernandez-Bodega vd., 2009; Gillot vd., 2017a). Bu siireg, peynirin lezzet gelisimini
ve tekstiiriinii etkiler. Olgunlagsma siirecinde protein matriksinin hidrolizi, peynir
tekstiiriiniin yumusamasima neden olur ve su aktivitesini (aw) diisliriir. Peynirde

proteoliz yeterli degilse peynir kuru ve sert; ¢ok fazla ise yumusak olacaktir (Lopez-

16



Diaz vd., 2023). Lipolitik aktivite sonucu, ¢esitli ucucu ve ugucu olmayan aroma
bilesikleri olusur. Ilk olarak trigliseritler, lipaz enzimi ile serbest yag asitlerine (free
fatty acids, FFA) parcalanir (B-oksidasyon). Daha sonra, FFA’lar B-ketoasitlere ve
bunlar dekarboksilasyonla metil ketonlara doniisiir. Metil ketonlar ise, ilgili sekonder
alkollere indirgenir (Larsen ve Jensen, 1999; Salvatore vd., 2015). Laktoz ve sitrat
kullanim1 (glikoliz) ile ortaya g¢ikan bilesikler, laktik asit, piriivat, CO3, diasetil,
asetoin, 2,3-biitandiol, asetaldehit, asetik asit, etanol ve propiyonik asittir (Cantor vd.,
2017; Yavuz vd., 2021; Lopez-Diaz vd., 2023). Peynirlerin ugucu bilesen profillerinde
ozellikle, primer ve sekonder alkoller, esterler, aldehitler, ketonlar, laktonlar, furanlar,
azot bilesikleri, pirazinler, kiikiirt bilesikleri, terpenler, fenolik bilesikler, serbest yag
asitleri, alkenler ve alkanlar 6ne ¢ikmaktadir (Avsar vd., 2011; Fox vd., 2017; Lopez-
Diaz vd, 2023). Bu bilesikler, olgunlagma siirecinde kiiflii peynirlere has aromay1 ve
lezzeti gelistirir (Cantor vd., 2017; Lopez-Diaz vd., 2023).

Peynirde ugucu bilesenlerin ekstraksiyonu, izolasyonu ve tespitinde pek ¢ok yontem
kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan yoéntemler; statik ve dinamik tepeboslugu
(headspace) teknikleri, kati-faz mikroekstraksiyon (solid-phase microextraction,
SPME) yontemi, sivi-sivi veya sivi-kati direkt ekstraksiyonu (organik solvent
yardimiyla), COz2 ile yapilan siiperkritik akiskan ekstraksiyonu, buhar distilasyonu
veya diisiik sicaklik ve yiliksek vakumda yapilan distilasyon, direkt termal desorpsiyon,
karistirict  bar sorptiv  ekstraksiyon ve olfaktometridir. Bu yontemler, gaz
kromatografisi ve kiitle spektrometrisi sistemleriyle (GC, GC-MS ve GC-MS/MS)
entegre edilir (Avsar vd., 2011; Yavuz vd., 2021).

Son yillarda, kiiflii peynirlerimizde ugucu bilesen profilinin belirlendigi bazi
caligmalar yapilmistir (Ozturkoglu-Budak vd., 2016b; Gurkan vd., 2018; Boran vd.,
2023). Divle-Obruk peynirlerinin ugucu bilesen profilinde, biitanoik asit, asetik asit,
valerik asit, etil-biitanoat, 2-biitanol, 2-biitanon, 2-heptanon, a-pinen ve toluen 6ne
cikmig ve 110 bilesik tespit edilmistir (Ozturkoglu-Budak vd., 2016b). Kiiflii Civil
peynirlerinde, 3-metil-biitanol, 2-nonanol, 2-heptanon, metil dodekanoat, biitanoik asit
ve dekanoik asit basta olmak iizere, 85 ugucu bilesik tespit edilmistir (Gurkan vd.,
2018). Boran vd. (2023), iirettikleri kiiflii peynirlerde, 32 ugucu bilesik belirlemis ve
bunlardan 1-biitanol, 2-biitanol, 2-heptanol, nonan-2-ol, etil asetat, etil biitirat,
hekzanoik asit ve oktanoik asit one ¢ikmistir. Ancak, Tirkiye kiiflii peynirlerini temsil

ettigi genetik ¢aligsmalari ile belirlenmis P. rogueforti suslarinin hem besiyerinde, hem
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de model peynirde ucugu bilesen profiline etkisinin incelendigi herhangi bir ¢alisma

literatiirde mevcut degildir.

2.2. Funguslarda Adaptasyon ve Yatay Gen Transferi

Organizmalarin g¢evrelerine nasil uyum sagladiklar1 ve biyogesitliligin nasil ortaya
ciktigin1 anlamak i¢in, adaptif ayrisma (adaptive divergence, secilim altindaki
popiilasyonun farklilasmasi) mekanizmalarin1 incelemek gerekir. Adaptif ayrisma,
ortak bir atadan gelen organizmalarin farkli ¢evre kosullarina ya da ekolojik nislere
uyum saglamak icin, hizla gesitlenmesini igerir. Genetik farkliliklarin ortaya ¢ikmasi
ve bunlarin dogal segilimle desteklenmesi ile, tiirler ya da bireyler arasinda genetik
farklilik ortaya c¢ikar (Tusso vd., 2021). Bu kavram, domestikasyon prosesini
beraberinde getirmistir (Ropars vd., 2015; Giraud vd., 2017). Domestikasyon siirecini
gecirmemis yakin akraba popiilasyonlarinin mevcut olmasi, bu popiilasyonlarin
Ozelliklerini ve genomlarinin adapte olmus popiilasyonlarla karsilastiriimasini
miimkiin kilar. Bu nedenle, adaptasyon mekanizmalarini aydinlatmak igin,
domestikasyon prosesini anlamak gerekir (Gladieux vd., 2014). Adaptasyona ugramis
organizmalardaki genetik cesitlilik ve alt boliinme caligsmalari, genetik kaynaklarin
korunmasi i¢in de 6nem arz eder (Cheeseman vd., 2014; Ropars vd., 2015). Funguslar,
adaptif ayrisma calismalarinda, deneysel calismalara uygulanabilirlikleri nedeniyle
onemli okaryotik modellerdir (Gladieux vd., 2014). Bir¢ok fungus, gida iiretiminde
kullanilir ve bu durum funguslarda degisikliklere yol agmistir (Dupont vd., 2017).
Ozellikle gida iiretiminde kullanilan baz1 maya ve kiif tiirleri, ayn1 ortamda gelistirilip
aktarildig1 i¢in, zamanla yabanil popiilasyonlarindan genetik olarak farklilagmis ve
insanlar i¢in yararli olan belirli fenotiplere evrilmistir (Gallone vd., 2016; Dumas vd.,
2020). Bu olay, domestikasyon olarak adlandirilmaktadir. Farkli gidalarin tiretiminde
kullanilan Saccharomyces cerevisiae, adaptif ayrismaya en 6nemli rnektir. Ornegin,
bu mayanmin farkli suslar, farkli gidalarda kullaniminda bagimsiz olarak
domestikasyon prosesinden ge¢cmistir (Novo vd., 2009). Benzer bir 6rnek olarak, sake,
soya sosu ve miso iiretiminde kullanilan Aspergillus oryzae verilebilir (Gibbons vd.,
2012). Mikotoksijenik bir tiir olan Aspergillus flavus, A. oryzae’nin yabani akrabasidir.
A. oryzae, bu tiiriin toksin tiretmeyen bir soyunun, insan se¢ilimi altinda adapte olmus

versiyonu olarak diistiniilmektedir (Gibbons vd., 2012; Bodinaku vd., 2019).
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Ekmek, sarap, bira ve peynir liretiminde kullanilan mayalar ve kiifler iizerinde yapilan
adaptasyon caligmalari, yatay gen transferi (HGT) gibi genomik mekanizmalar1 agiga
cikarmistir (Gibbons ve Rinker, 2015; Bodinaku vd., 2019). Onceleri HGT,
prokaryotlar arasinda yaygin, ancak Okaryotlarda nadir ve sinirhi etkilere sahip bir
mekanizma olarak kabul edilmekteydi (Keeling, 2009). Son yillarda yapilan
caligmalarda, ayn1 ya da farkl: tiirlere ait genomlar arasinda, hatta prokaryot kokenli
bir genetik materyalin bir 6karyot konaga aktarildigini gésteren 6rneklere rastlanmistir
(Cheeseman vd., 2014; Ropars vd., 2015). Bu transferlerde yer alan genlerin sayilari
ve boyutlart farklilik gostermekte ve tek bir genin, tam bir metabolik yolun ya da
neredeyse tim genomun Okaryotik konaklara entegrasyonu gibi durumlar
belirlenmistir (Andersson vd., 2009; Syvanen, 2012). HGT’nin retrotranspozonlar,
hareketli DNA elemanlari, tekrarli indiikklenmis nokta mutasyonlar1 ve hibridizasyon
gibi araglar ve mekanizmalar ile saglanmis olabilecegi vurgulanmigtir (Dumas vd.,
2020).

Avrupa tipi peynirlerden izole edilen Penicillium tiirlerinde (P. roqueforti, P.
camemberti ve diger bazi1 Penicillium tiirleri), peynir kaynakli suslarin ¢ogunda yatay
olarak aktarildig1 diistiniilen genomik bdlgeler (horizontal gene transfer regions,
HGTS) tespit edilmis ve bu bolgelerin, farkl: tiirler arasinda birbiriyle %100 benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. Bu bdlgelerden Wallaby, 500 kb biiyiikliigiinde olup,
250’den fazla geni barindirmakta; bir digeri, CheesyTer ise yaklagik 80 kb’lik bir bolge
olup, 40 kadar gen icermektedir (Cheeseman vd., 2014; Ropars vd., 2015). Wallaby
bolgesinin peynir kaynakli kiiflere, baz1 antimikrobiyal fonksiyonlar1 ve diger tiirlere
kars1 rekabetci 6zellikleri kazandirdigi bildirilmektedir (Ropars vd., 2015). CheesyTer
bolgesinin ise, laktoz permeaz, $-galaktosidaz gibi laktoz metabolizmasindan sorumlu
enzimleri kodlayan genleri ve gelisme hizina etki eden genleri barindirdig: ifade
edilmektedir (Cheeseman vd., 2014). Boylece peynir disi ortamdan ve g¢esitli
kaynaklardan gelerek asirlar boyunca peynir matriksinde tireyen kiiflerin, peynir
ortamina adapte olmasmin ve bu ortamda gelisme gdstermesinin, peynir kiiflerinin
evriminde 6nemli rol oynadig1 anlagilmaktadir (Dumas vd., 2020; Ropars vd., 2020a).
Ayrica, Wallaby ve CheesyTer bolgelerini genomlarinda barindiran izolatlar, peynirde
diger mikotoksijenik tiirlerin gelisimini baskilayabilir ve bdylece biyokontrol ajani

olarak gorev yapabilir (Hymery vd., 2014; Perrone ve Susca, 2017).
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2.3. Funguslarda Genetik Cesitlilik

Funguslarin biiyiik cesitlilige sahip oldugu diistiniilmekte ve bu ¢esitlilik igerisinde,
yaklasik 1,62 milyon tiirtin oldugu tahmin edilmektedir (Hawksworth vd., 1991).
Ancak, bu organizmalari tanimlamadaki kisitlar nedeniyle oldukc¢a az sayida tiir
belirlenebilmistir. Ekolojik nislerinde farklilik gdsteren ve bu nedenle incelenmesi
gereken birgok tanimlanmamis kriptik tiiriin bulundugu 6ngériilmektedir (Giraud vd.,
2008). Bu tiirlerin tanimlanmasinda ve genetik olarak farkliliklarin belirlenmesinde,
mikrosatelitler ve polimorfik lokuslar siklikla kullanilmaktadir (Gillot vd., 2015).
Polimorfik lokuslar, farkli bireyler ve popiilasyonlar arasinda, genetik cesitlilik
gosteren DNA bolgeleridir ve baz dizilimlerindeki farkliliklar seklinde ortaya gikar.
Bdylece bir popiilasyonda, farkl aleller tasiyan bireyler belirlenebilir ve birbirinden
ayirt edilebilir (Taylor vd., 1999a). Alel, bir genin bir 6zelligini, karakterini belirleyen
alternatif formdur (Shapiro vd., 2018). Mikrosatelitler, evrensel olarak genomda
yaygin bulunan kodominant (heterozigotlarda her iki alel ¢iftinin de etki gdstermesi)
genetik markorlerdir ve genomdaki DNA diziliminin en degisken lokuslarindandir
(Madesis vd., 2013). Homozigotluk, bir bireyin belirli bir lokus i¢in 6zdes alellere
sahip olmasi; heterozigotluk ise, bir genin iki farkl: alel bulundurmasidir (Griffiths vd,
2004). Basit dizi tekrarlar1 (simple sequence repeats — SSRs, basit tekrarli diziler;
simple repetitive sequences — SRS) veya genomda bir lokusta arka arkaya gelen kisa
ardigik tekrarlar (simple tandem repeats — STRS) olarak, Litt ve Luty (1989) ve Tautz
(1989) tarafindan tanimlanmistir. Bu lokuslar, 6karyotik genom boyunca kisa tekrarli
niikleotid dizileri halinde yer almakta ve genetik iligkinin belirlenmesi, popiilasyon
genetigi, genom haritalama gibi bir¢ok uygulamada kullanilmaktadir (Bagshaw,
2017). Bu diziler, genellikle 1-6 baz ¢ifti uzunlugunda olup, tekrar sayis1 100’den daha
azdir ve bu tekrarlar (CA)n, (AT)n, (CAA), vb. seklinde gdsterilmektedir (Ozsensoy ve
Kurar, 2012; Madesis vd., 2013). Mikrosatelitleri ¢cevreleyen DNA dizilerinin bir tiire
ait bireylerde ayni olmasina karsin, mikrosatelit dizilerin tekrar sayisi bireyler arasinda
degisebilmektedir. Boylece tir igi polimorfizm de tespit edilebilmektedir.
Polimorfizm, genomda belirli bir DNA dizisinin, farkli bireyler veya popiilasyonlar
arasinda iki ya da daha fazla varyant formunun bulunmasidir. En ¢ok goriilen
polimorfizm c¢esidi, bir DNA dizisindeki tek bir niikleotidin degisimi ile olusan tek

niikleotid polimorfizmi (SNP)’dir. Bunun yam sira, mikrosatelitler ve polimorfik
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lokuslar gibi, daha biiyiik DNA parcalarini igeren, daha uzun dizilerdeki niikleotid
farkliliklarint kapsayan polimorfizmler de bulunmaktadir (Karki vd., 2015).

2.4. Funguslarda Ikincil Metabolizma ve Mikotoksinler

Sekonder metabolitler, organizmanin yasamini siirdiirmesi i¢in dogrudan gerekli
olmayan, ancak g¢esitli biyolojik rollere sahip, diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir
(Brakhage vd., 2013). Bu metabolitler arasinda, antibiyotikler, mikotoksinler ve bazi
biyoaktif bilesikler bulunmaktadir. Bazilar1 tip ve farmakoloji alaninda kullanilirken,
bazilar1 insan sagligina zararl etkiler gosterebilir. Mikotoksinler, kanserojen, mutajen
veya teratojen etkilerle saglik sorunlarina yol agmanin yani sira ekonomik kayiplara
da neden olabilir (Hymery vd., 2014). Sekonder metabolitlerin sentezi, terpen sentaz,
poliketid sentaz ve ribozomal olmayan peptit sentaz gibi kompleks enzimlerin
aktiviteleri ve bu enzimleri kodlayan genlerle kontrol edilir. Bu siireci yoneten genler,
genellikle birbirine yakin bir sekilde yerlesmis ve bir gen kiimesi i¢inde organize
edilmistir (Brown vd., 2011). Bu metabolitler, asetil-CoA tiirevi poliketidler, asetil-
CoA tiirevi terpenler ve aminoasit tiirevi peptidler seklinde gruplandirilabilir. Kiiflerde
sekonder metabolitlerin sentez yolaklari bes baslikta Ozetlenebilir (Sweeney ve
Dobson, 1999; Yun vd., 2015; Atanasova-Penichon vd., 2018; Li vd., 2020; Dai vd.,
2022; Wu vd., 2022; Metin, 2023; Stroe vd, 2023). Bunlar:

Poliketid Sentaz (PKS) Yolagi: Poliketidlerin sentezi, poliketid sentazlarin (PKS)
asetil-CoA ve malonil-CoA gibi birimlerinin (Sekil 2.8) art arda baglamasi ile
gerceklesir. PKS’ler, yag asidi sentazlarina (FAS) benzer sekilde birden fazla islevsel
bolgeye (domain) sahip enzimlerdir (Stroe vd., 2023; Wang vd., 2023). Poliketidler,
en 6nemli sekonder metabolitler gruplarindandir (Brakhage vd., 2013). Aflatoksinler,
fumonisinler, okratoksinler ve zearalenon gibi mikotoksinler, bu yolak ile sentezlenir
(Avalos ve Limon, 2022; Wang vd., 2023). Ayrica PKS yolagi ile, P. roqueforti’nin
rettigi mikofenolik asit ve andrastin A da sentezlenir (Chavez vd., 2023; Metin vd.,
2023).
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H3CJ\S/C°A HO/U\/U\S—COA
Asetil-CoA Malonil-CoA

Sekil 2.8: Asetil-CoA ve Malonil-CoA birimlerinin kimyasal yapisi

Kaynak: <https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Acetate pathway.svg>;

< https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Malonyl-CoA ACP transacylase reaction.svg>
Erisim Tarihi: [05.01.2025]

Terpen Sentaz (TPS) Yolagi: Terpenoid bilesikler, terpen sentazlarin izopren (CsHs)
birimlerini (Sekil 2.9) birlestirmesi ve diizenlenmesiyle sentezlenir. Bu bilesikler,
monoterpenler (iki izopren birimi), seskiterpenler (ii¢ izopren birimi), diterpenler (dort
izopren birimi) olmak iizere {ige ayrilir ve izopren birimlerinin farkli
kombinasyonlariyla ¢esitlenebilir (Brakhage vd., 2013; Avalos ve Limon, 2022).
Trikotesenler (DON, T-2 ve HT-2 toksinleri), fumitremorgen gibi bazi toksinler ve P.
roqueforti’nin trettigi ugucu bilesiklerden monoterpenler ve seskiterpenler, terpen
sentaz aktivitesiyle tiretilir (Atanasova-Penichon vd., 2018; Chavez vd., 2023; Metin
vd., 2023).

H3C CH CHs CHj CHj
N / / /
cC—C HC—=C HC—=C HC—=C
7\ / / /
H,C H CH, H2C——CH, H,C——CH, H,C
n
izopren Poliizopren

Sekil 2.9: izopren ve ikiden fazla izopren biriminden olusan poliizopren (terpen)

birimlerinin kimyasal yapis1

Kaynak: < https://picryl.com/media/isoprene-structure-489531>;

< https://commons.wikimedia.org/wiki/File:PolylsopreneCorrected.png> Erigim
Tarihi: [05.01.2025]

Ribozomal Olmayan Peptid Sentaz (NRPS) Yolagi: Aminoasitlerin birlesimi
katalize edilerek, NRPS enzimleri tarafindan ribozomal olmayan yolla peptid yapil

bilesikler sentezlenir. NRPS enzimleri, sadece 20 aminoasiti degil, ayn1 zamanda
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hidroksi-, metil-, B-aminoasitler gibi modifiye aminoasitleri, yag asitlerini ve o-

hidroksi asitleri de yapiya dahil edebilir (Viggiano vd., 2020; Dai vd., 2022).

Hibrit PKS-NRPS Yolagi: Bu yolak ile, ¢esitli kimyasal 6zelliklere sahip
aminoasitler ile farkli poliketid birimleri birleserek, ¢esitliligi ve islevselligi artan
metabolitler sentezlenir (Viggiano vd., 2020). Enniatinler ve tenuazonik asit gibi
mikotoksinler, bu sekilde hem PKS hem de NRPS enzimlerinin ortak aktivitesini
iceren yolak ile tiretilir (Yun vd., 2015; Li vd., 2020).

Sikimat ve Mevalonat Yolagi: P. roqueforti’nin trettigi bazi indol alkaloidleri
(izofumigaklavin, agroklavin, festuklavin gibi klavinler), triptofan ile baslayarak
sentezlenir. Sikimat yolagi ile iiretilen korizmat, triptofan sentezi igin ara bilesiktir.
Mevalonat yolag: ile, klavin alkaloidlerindeki izoprenoid yapilar ve izopren birimleri
birleserek terpenoid yan zincirleri sentezlenir (Wolff vd., 2020). Rokfortin C de bu
yolak kullanilarak iiretilir (Fernandez-Bodega vd., 2017).

2.5. Penicillium roqueforti

Saprotrof ve filamentli bir fungus tiirii olan P. roqueforti, genellikle tahil, yem, kereste
gibi ortamlardan izole edilir. Bu tiir, olgunlagma siirecinde, kiiflii peynirlere has aroma,
lezzet ve goriiniimii kazandirir (Ardo, 2011; Cantor vd., 2017; Coton vd., 2020; Kirtil
vd., 2020).

2.5.1. P. roqueforti’nin Morfolojik Ozellikleri

P. roqueforti koloni morfolojisini incelemek igin, ¢ogunlukla patates dekstroz agar
(PDA), maya ekstrakti siikkroz agar (YES), malt ekstrakti agar (MEA), yulaf ezmesi
agar (OA), Czapek-Dox agar (CDA), Czapek maya ekstrakti agar (CYA), kreatin ve
stikroz agar (CREA) besiyerleri kullanilmistir (Frisvad ve Samson, 2004; Visagie vd.,
2014). Koloni ¢api, CDA’da ve MEA’da 14 giin inkiibasyon sonrast 40-70 mm
bliytikliigiine ulasir ve konidyumlari (eseysiz sporlar) tipik mavi-yesil renktedir (Coton
vd., 2020). Farkli P. roqueforti suslarinin PDA iizerinde, makroskopik farkliliklar
gosterdigi belirlenmis ve 9 farkli morfotip saptanmustir (Gillot vd., 2015). Konidyum
denilen eseysiz sporlar, agik yesil, gri, koyu yesil, sarims1 ya da zeytin yesili
renklerinde olabilir (Sekil 2.10). Koloni dokusu ise, kadifemsi ile yiinlii yap1 arasinda
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degisebilir. Koloni kenar genisligi de degismektedir. Koloni yiizeyinde ise, eksiidat
(hiicre disina salgilanan sivi) olusumu bildirilmistir. ~ Miseller, 100-200 pm
uzunlugunda hif uzantilarina yani, uzun ipliksi yapilara sahip konidyoforlardan (spor
keseleri) olusur (Sekil 2.10). Konidyoforlar, genellikle {i¢ dallidir (terverticillate yapi).
Konidyoforlarin ucunda, silindirik metulalar ve onlarin ucunda sise seklinde fiyalidler
bulunur. Fiyalidler, 3-4,5 um ¢apinda kiiresel sekilli konidyumlar (konidya) iiretir
(Frisvad ve Samson, 2004; Visagie vd., 2014; Coton vd., 2020).

Y X
N QOf |
) \\\ Y : Terverticillate yapi
D Al
) @

e . Hif sapt

\ “ ‘.':\ Dal/Rami 2

Metula

Phialide Konidyofor
(Spor
Kesesi)

Konidya =

Konidyofor
e (Spor

Fiyalid Kesesi)
Metula

Dal/Rami —~

Sekil 2.10: Bir P. roqueforti izolatinin (A) PDA besiyerinde on-arka, (B) MEA
besiyerinde on-arka, (C) YES agar besiyerinde 6n-arka koloni morfolojileri ve misel
yapisi

Kaynak: Kirtil, 2018; Kirtil vd., 2020; Seri ve Metin, 2021

2.5.2. P. roqueforti’nin Taksonomik Ozellikleri

P. roqueforti, Aspergillaceae ailesinden (sube, altsube, sinif, takim: Ascomycetes,
Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Eurotiales) Penicillium cinsine ait 354 tiir arasinda
bulunmaktadir (Frisvad ve Samson, 2004; Visagie vd., 2014). Ayrica bu tiir,
filogenetik olarak yakin oldugu P. carneum, P. paneum, P. psychrosexualis ve P.
mediterraneum ile birlikte Roquefortorum serisinde yer almaktadir (Houbraken vd.,
2016; Guavera-Suarez vd., 2020; Coton vd., 2020). P. carneum, P. paneum ve P.
psychrosexualis, farkli ekstrolit tiretimleri ve benA (beta-tubulin) gen dizisinde yer

alan degisiklikler (polimorfizm) ile P. roqueforti’den ayrilmistir (Houbraken vd.,
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2010). Ayrica, Ispanya’da otobur hayvan diskis1 drneklerinden izole edilmis olan P.
mediterraneum, ITS (internal transcribed spacer), benA, cmdA (calmodulin) ve rpb2
(RNA polimeraz Il alt birimi) genleri dizilimleri kullanilarak birlestirilmis filogenetik
analiz ile, farkli bir tiir olarak tanimlanmistir (Guavera-Suarez vd., 2020). Sekil
2.11’de Roquefortorum serisinde yer alan bes tiirtin benA dizilimleri ve maksimum-
likelihood metodu kullanilarak elde edilen filogenetik iliskisi gosterilmistir (Kirtil vd.,
2020).

o AY674383.1 P. roqueforti CBS 221307

a0 LT898291.1 P. mediterraneum FMR 151887

97%

\—[ AY674386.1 P. carneum CBS 1122977

HQ442356.1 P. psychrosexualis CBS 1281377

ng,e.
AYBT74387.1 P. paneum CBS 1010327

JX141042.1 P corylophilum CBS 312.487

—_—

0.050

Sekil 2.11: Roquefortorum serisinin filogenetik iligkisi
Kaynak: Kirtil vd., 2020

Peynir kiiflerinin molekiiler tanimlanmasinda, 18S rRNA ve 28S (D1/D2) rRNA
tiniversal gen bolgeleri, yetersiz kalmakta ve tiirler aras1 ayrimi saglamamaktadir. Bu
nedenle tanimlamada, ITS bdlgesinin yani sira, benA, cmdA ve rpb2 genlerinden
tiiretilen markorler ile MLST analizi (¢coklu bolge dizi tiplemesi) tercih edilmektedir
(Houbraken vd., 2010; Visagie vd., 2014; Houbraken vd., 2016; Guevara-Suarez vd.,
2020).

2.5.3. P. roqueforti’nin Genomu ve Genetik Ozellikleri

Ik dizilenen P. roqueforti genomu (FM164 susu), 2013 yilinda erisime (GenBank
erisim numarast: GCA_000513255.1) agilmistir (Cheeseman vd., 2014). Bu genomun
boyutu 28,4 Mb olup, %48,7 GC igerigine sahiptir ve 12.425 gen icerdigi tahmin
edilmistir. Ayrica bu genlerin, 12.319 proteine ve 106 psddogene karsilik geldigi ifade

edilmistir.
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2.5.4. P. roqueforti’nin Ureme Ozellikleri

Funguslar, ¢ogunlukla eseysiz iireyen tiirlere sahip bir grup olarak kabul edilmistir.
(Taylor vd., 1999b). Ancak popiilasyon genetigi ve genomik karakterizasyon
caligmalar1 sonucunda, eseysiz olarak iiredigi varsayilan tiirlerde, eseyli liremeye 6zgil
ozellikler tespit edilmis ve laboratuvar ¢alismalarinda bir¢ok tiir i¢in eseyli lireme

gosterilmistir (Ropars vd., 2012b).

Cogu oOkaryot, yasam dongiilerinin en az bir noktasinda eseyli lireme ile
rekombinasyon yapabilmektedir (Birky vd., 1999). Eseyli lireme, tiirlerin uzun vadeli
devamliligi igin elzem goriilmektedir. Deneysel ¢alismalar, eseyli liremenin, eseysiz
tiremeye kiyasla zararli mutasyonlarin birikimini azalttigini gostermistir (Bruggeman
vd., 2003). P. roqueforti’nin bazi kosullarda eseyli lireme yapabildigi ve insandaki X
ve Y kromozomlarina benzer sekilde, iki ayr1 esey tipi ile karakterize iki ayr1 esey
genotipi (MAT1-1 ve MAT1-2) belirlenmistir (Ropars vd., 2012b). MAT genleri, eseyli
liremeyi saglayan feromonlar ve feromon reseptorlerinin {iretimini indiikleyen
transkripsiyon faktorlerini kodlar (Ropars vd., 2014). Ancak, peynir iiretiminde starter
olarak kullanilan P. roqueforti suslarinda eseyli tireme, ne dogal ne de kontrollii sartlar
altinda gozlemlenmistir. Ciinkii endiistriyel suslar, iireticileri tarafindan klonal olarak
cogaltilir (Ropars vd., 2014). Ropars vd. (2012b), farkli ortamlardan izole ettikleri P.
roqueforti suslarinin esey tiplerini belirlemisler ve sonraki ¢alismalarinda (Ropars vd.,
2014), bu suslardan farkli esey tiplerine sahip olanlar1 ¢aprazlayarak eseyli liremeyi

indiiklemislerdir.

Eseyli iireme, sus gelistirme ¢alismalarinin ¢aprazlama vasitasiyla zit esey tiplerine
sahip suslar kullanilarak yapilmasina olanak vermektedir (B6hm vd., 2013). Ayrica,
eseyli ilireme, hem rekombinasyonun saglanmasini, endiistriyel suslarin
doniistiiriilmesini ve iyilestirilmesini, yeni fenotiplerin olusturulmasini ve klonal
cogalma sonucu biriken zararli mutasyonlarin ve dejenerasyonun ortadan
kaldirilmasint miimkiin kilabilecegi, hem de daha ekonomik oldugundan 6nem
tagimaktadir (Ropars vd., 2014). Bu sayede, farkli fenotipik ve genotipik 6zelliklere

sahip yeni bireyler gelistirilerek yeni sekonder starterler iiretilebilir.
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2.5.5. P. roqueforti’nin Popiilasyon Yapisi

Funguslarda, mikrosatelitlerin tiire 6zgii tanimlamada gii¢lii bir markor oldugu ifade
edilmistir (Giraud vd., 2010; Gillot vd., 2015; Demers ve Jimenez-Gasco, 2016).
Peynir yapiminda kullanilan funguslar, gidalarda kullanim ile insan seg¢ilimi altinda
cesitlenmis ve spesifik 6zellikler kazanmistir. Ropars vd. (2014), 11 mikrosatelit
markori kullanarak, genetik olarak farkli P. roqueforti popiilasyonlari tespit etmistir.
Bu calismada, popiilasyonlar i¢inde rekombinasyon izleri bulunmasina ragmen,
genetik kiimeler arasinda gen akisinin az oldugu tespit edilmistir. Rekombinasyon,
genetik materyalin yeniden diizenlenmesini saglar (Griffiths vd, 2004). Gen akisi,
alellerin bir popiilasyondan digerine basarili bir sekilde aktarilmasidir. Bu siireg,
popiilasyonlar, tiirler, bireyler arasindaki genetik ¢esitliligi artirabilir, nadiren
azaltabilir ya da bazen adaptasyonlara karsi bir denge unsuru olarak hareket edebilir
(Ellstrand ve Rieseberg, 2016). Gillot vd. (2015), Avrupa tipi kiiflii peynirlerden izole
edilen P. roqueforti suslarinda 8 polimorfik lokus (benA, cmd, cct8, tsrl, mecm?7,
Prog235, Prog631, Prog845) ve 4 mikrosatelit bolgesi (Proql6, Proql7, Prog0l_3,
Prog02_2) tespit etmislerdir. Boylece bu lokuslardan dizayn edilen primerler ile
mikrosatelit bolge uzunlugunu belirleyerek veya dizilim analizleri ile, bu suslarin
genetik ¢esitliligini tespit etmis ve suslari, peynir c¢esidine spesifik olarak farkli

poplilasyonlarda siniflandirmislardir.

Son galigmalarda, P. roqueforti’nin bes farkli popiilasyonu belirlenmistir (Tablo 2.2).
Bu gruplar, Rokfor peyniri, Termignon peyniri ve diger mavi peynir izolatlarinin yer
aldig1 ti¢ peynir popiilasyonundan ve gida kontaminanti olarak degerlendirilen, kereste
ve silaj gibi peynir digi farkli ekolojik ortamlardan gelen iki popiilasyondan
olusmaktadir (Gillot vd., 2015; Coton vd., 2020; Dumas vd., 2020; Crequer vd., 2023)
(Tablo 2.2). Bu popiilasyonlar, fenotipik, genotipik ve metabolik farkliliklar
gostermektedir. Diger mavi peynir izolatlarinin yer aldigi Popiilasyon 4 ve Termignon
izolatlarindan olusan Popiilasyon 5, Wallaby ve CheesyTer gen bolgelerini
barindirmaktadir. Ayrica Popiilasyon 4’te, mikofenolik asit biyosentezinde anahtar
gen olan mpaC’de 174 bp’lik bir delesyon oldugu i¢in, bu toksinin iiretimi tespit
edilememekte ya da oldukga diisiik diizeyde yapilmaktadir (Gillot vd., 2017b; Coton
vd., 2020; Crequer 2024). Rokfor peynirinin izolatlarindan olusan Popiilasyon 3
izolatlarinin genomunda, gida dis1 kaynaklardan izole edilen Popiilasyon 1 ve

Popiilasyon 2’deki gibi, HGT bolgeleri bulunmamakta ve mpaC geni yer almaktadir.
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Rokfor peyniri popiilasyonunun farkli bir kaynaktan (peynir dis1 ortam), magara
ortamindan gelerek peynire yerlesmis olabilecegi one siiriilmiistiir (Ropars vd., 2017).
Ayrica bu popiilasyon, Rokfor peynirinin gelencksel tiretiminde, ¢cavdar ekmeginde
gelistirilip peynire bulastirildigi i¢in de, diger peynir popiilasyonlarindan farkl
ozellikler kazanmis olabilir (Ropars vd., 2017; Dumas vd., 2020). Termignon peyniri
popiilasyonu (Popiilasyon 5) ise, diger iki peynir popiilasyonundan farkli genetik ve
metabolik 6zellikler gostermistir. Bu peynir, Fransiz Alpleri’nde geleneksel yontemle
ve spontan kiiflendirme ile iretilmektedir. Peynir popiilasyonlar1 arasindaki
farkliliklarin, ortam kosullarindaki ve geleneksel peynir tiretimindeki farkliliklardan

kaynaklanabilecegi vurgulanmistir (Crequer vd., 2023; 2024).

Tablo 2.2: izolasyon kaynaklarina gére P. roqueforti popiilasyonlarmin ézellikleri

HGT Bolgeleri Metabolitler
Popiilasyon izolasyon Wallaby | CheesyTer | mpaC Geni | Metabolitler
Cesidi Kaynagi Delesyonu
Popiilasyon 1 | Kereste” - - - 10°dan fazla
Popiilasyon 2 | Silaj” - - - metabolit ve
Popiilasyon 3 | Rokfor peyniri - - - 60°’tan fazla
Popiilasyon 4 | Diger mavi + + + ugucu
peynirler bilesik™™"
Popiilasyon 5 | Termignon + + - uretimi
peyniri

“Gida kontaminanti (gidalarda bozulmaya yol agan) olarak degerlendirilmistir.

“Mikofenolik asit biyosentezinde anahtar gen olan mpaC’de delesyon oldugundan
mikofenolik asit tiretimi diisiik/yok.

““Bu bolge, Popiilasyon 5’e ait 4 izolattan 2’sinde tespit edilmistir.

“Popiilasyon 1, 2, 3 ve 5’teki suslar, ugucu bilesik cesitliligine sahipken; Popiilasyon 4’te
c¢esitlilik oldukega diisiik.

Kaynak: Coton vd., 2020; Dumas vd., 2020; Crequer vd., 2023; 2024

2.5.6. P. roqueforti’nin Fizyolojisi ve Metabolik Ozellikleri

P. roqueforti’nin gelismesi i¢in optimum kosullar, 25 °C’de aerobik bir ortamda 5-7
giindiir. Bu tiir, peynir liretiminde zorlu ¢evresel kosullara yiliksek derecede tolerans
gosterir; peynirin olgunlagma sicakligr 10-12 °C’de, hatta 4-5 °C’de depolama
sicakliginda da gelismeye devam eder. Mikroaerofilik kosullara, yiiksek
konsantrasyonlardaki CO2’ye ve propiyonik asit, sorbik asit, laktik asit, asetik asit gibi
organik asitlere dayaniklidir. P. roqueforti, pH 3-10,5 araliginda gelisebilir ve
optimum gelisme pH’1 6’dir. Ayrica, %5’e kadar NaCl igeren ortamlarda gelismeye
devam eder (Frisvad ve Samson, 2004; Visagie vd., 2014; Coton vd., 2020).

28



P. roqueforti, genis pH toleransi, pentozlari ve heksozlar1 metabolize etme kabiliyeti
gibi ozellikleri ile, uygun fermentasyon kosullari altinda, hem temel metabolik
aktiviteleriyle primer metabolitler, hem de yasamsal faaliyetler i¢in elzem olmayan
sekonder metabolitler iireten potansiyel bir hiicre fabrikasidir (Mioso vd., 2015; Metin,
2023). Bircok P. roqueforti susu, laktoz permeaz ve B-galaktosidaz enzimlerini
kullanarak laktozu metabolize eder (Ropars vd., 2015; Coton vd., 2020). Proteolitik ve
lipolitik aktiviteleri gelismistir ve bu aktiviteler sonucu, biyoaktif peptitler ile 2-
heptanon, 8-nonen-2-on, 2-tridekanon gibi ugucu bilesikler iretir. Ayrica, P.
roqueforti, mavi-yesil renk pigmentlerinin {retiminden sorumlu olan melanin
biyosentezi gen kiimesine sahiptir. Bu mekanizma, spor yiizeyini kaplayan pigment
olusumunu saglar ve kiiflii peynirler kendine has mavi-yesil damarli gériiniimiinii alir
(Bodinaku vd., 2019; Coton vd., 2020; Cleere vd., 2024). P. roqueforti’nin DHN-
melanin biyosentez gen kiimesi tanimlanmis olup, 19 kb biyiikliigiinde 6 geni
icermektedir. UV mutajenez yontemleriyle gen kiimesinde yapilan degisiklikler
sonucunda kahverengi, pembe, yesil, koyu mavi ve beyaz gibi farkli renklerde sporlar
elde edilebilecegi ve bu ¢esitliligin peynir endiistrisinde kullanilabilecegi belirtilmistir

(Cleere vd., 2024).

2.5.7. Penicillium roqueforti’nin Ikincil Metabolitleri

P. roqueforti'nin sekonder metabolitleri arasinda, rokfortin A, C ve D, mikofenolik
asit, PR toksin ve klavin alkaloidleri (izofumigaklavin A ve B, agroklavin, festuklavin)
gibi mikotoksinler 6ne ¢ikarken, antitiimor 6zellikler gosteren andrastin A ve B gibi
biyoaktif bilesikler de yer alir (Nielsen vd., 2006; Hymery vd., 2014; Garcia-Estrada
ve Martin, 2016). P. roqueforti’nin son ¢alismalarda, sekonder metabolitleri arasinda
sitreoizokumarin, eremofortinler (A-E), orsellinik asit, sesterterpenoidler (peniroksin
A-C, 1-7 ve rokfornin A), tetrapeptidler (D-Phe-L-Val-D-Val-L-Phe ve D-Phe-L-Val-
D-Val-L-Tyr), cis-bis(metiltiyo)silvatin, saytalon (scytalone), melanin ve annullatin D
bildirilmistir (Hammerl vd., 2019a, 2019b; Chavez vd., 2023; Metin vd., 2023).

Mikotoksin iiretimini, genetik faktorler, epigenetik diizenleme ve g¢evresel faktorler
etkileyebilir (Brown vd., 2011; Fontaine vd., 2015a). Genetik faktorler arasinda, gen
kiimelerindeki mutasyonlar, delesyonlar sayilabilir. Gen kiimelerindeki genlerin

aktifleserek ifade edilmesi ya da sessizlesmesi olduk¢a karmasik epigenetik
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diizenlemeler ile saglanabilir (Brakhage vd., 2013). Mikotoksin iiretimini etkileyen
cevresel faktorlere pH, sicaklik, tuz konsantrasyonu, oksijen miktari, substrat kosullar
ve ortamdaki mikroorganizmalarin birbirleriyle etkilesimi (interaksiyon) gibi etkenler
ornek verilebilir (Fontaine vd., 2015a). Ornegin, peynir ortaminda PR toksin,
mikroaerofilik kosullar ve peynirdeki amino asit kompozisyonu nedeniyle daha az
kararli bir form ve daha diisiik toksisiteye sahip olan PR imine doniisiir (Hymery vd.,
2014).

Crequer vd. (2024)’e gore, Tablo 2.2°de verilen peynir harici popiilasyonlar
(Popiilasyon 1 ve 2), peynir suslarinda bulunmayan ¢esitli yag asitleri, ugucu bilesikler
ve terpenoidler iiretmistir. Peynir harici ortamdan gelen popiilasyonlarin, bulunduklari
ekolojik nislerdeki zorlu kosullar nedeniyle, yiliksek metabolit cesitliligini korudugu
tespit edilmistir. P. roqueforti’nin evrimsel siiregte peynir iiretimine adaptasyonu
sonucu, belirli metabolitlerin iiretimi azalmustir. Ozellikle peynir popiilasyonlari,
peynir harici popiilasyonlara gore daha diisitk metabolik ¢esitlilige sahiptir. En giiglii
domestikasyon sendromuna sahip olan diger mavi peynirler popiilasyonu (Popiilasyon
4), tespit edilen metabolitler (mikofenolik asit, andrastin A ve PR toksini vb.)
acisindan en diistik tiretim miktarina ve mikofenolik asit {iretiminde anahtar olan mpaC
geninde 174 bp'lik bir delesyona sahiptir ve bu da mikofenolik asit tiretimini 6nemli
Olgiide diistirmekte veya tamamen engellemektedir (Gillot vd., 2017b; Coton vd.,
2020). Yine bu popiilasyonda, PR toksin gen kiimesindeki ORF 11'deki erken
durdurma kodonu, PR toksininin tespit edilememesini ve eremofortin A ve B ara
tirlinlerinin birikimini agiklamaktadir. Rokfor popiilasyonunda (Popiilasyon 3), PR
toksin veya eremofortin A ve B liretimi tespit edilmemis, ancak bir indel veya gergeve
kaymast mutasyonu bulunamamig, bu da asagi regiilasyonu diisiindlirmiistiir.
Termignon peynir popiilasyonu (Popiilasyon 5), peynir ve peynir dist popiilasyonlar

arasinda metabolit profilleri sergilemistir.

Kiiflerin drettigi ikincil metabolitlerden en 6nemlileri olan mikotoksinler, ekonomik
zararlara ve saglik problemlerine (kanserojen, teratojen, mutajen etkiler) neden
olmaktadir (Martin ve Coton, 2017). Ozellikle rokfortin C ve mikofenolik asit, P.
roqueforti’nin irettigi baslica metabolitlerdendir. Rokfortin C, antibakteriyel
Ozelliginin yaninda, diisiik de olsa norotoksik ve sitotoksik etkileri belirlenmis bir

mikotoksindir. Mikofenolik asit ise, antimikrobiyal ve immiinosupresif 6zellikleri
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bulunan bir metabolittir. Mikotoksin olusumunu, ¢evresel faktorlerin yani sira substrat
yapisi da etkilemektedir (Fontaine vd., 2015a; Gillot vd., 2017b; Metin, 2023).

Mikotoksin tespitinde, enzim bagli immunosorbent testi (ELISA) ve lateral akis
cihazlar1 gibi immunoassay tabanli yontemlerin yaninda, ince tabaka kromatografisi
(TLC), farkli dedektorlerle (FLD, UV, DAD ve/veya PDA) kombine edilmis yiliksek
performansl sivi kromatografisi (HPLC), kiitle spektroskopisi ya da kuadrupol ugus
zamanlh kiitle spektroskopisi ile birlestirilmis sivi kromatografisi (LC-MS, LC-
MS/MS, LC-QTOF/MS) siklikla kullanilmaktadir (Gillot vd., 2017a; Agriopoulou vd.,
2020; Janik vd., 2021).

Ulkemizde, kiiflii tulum ve kiiflii civil peynirlerinden izole edilen P. roqueforti’lerin
mikotoksin tiretimlerinin degerlendirildigi az sayida ¢alisma mevcuttur (Erdogan vd.,
2003; Erdogan ve Sert, 2004; Cakmakci vd., 2012a; 2015; Ertas Onmaz vd., 2021;
Ozturkoglu-Budak vd., 2023). Ancak, Erdogan vd. (2003); Erdogan ve Sert (2004) ve
Cakmakci vd. (2012a) c¢alismalarinda, P. roqueforti izolatlarinin bazi mikotoksinleri
arastirilmig, ancak sadece kalitatif analiz yapilmigtir. Cakmakci vd. (2015), kiiflii civil
peynirinden izole ettikleri P. roqueforti izolatlarinin mikofenolik asit ve rokfortin C
tiretimlerini kantitatif olarak incelemisler, ancak sus bazinda detayl bir degerlendirme
yapmamislardir. Ozturkoglu-Budak vd. (2023) ise, bu mikotoksinleri sadece bir P.

roqueforti izolatinda incelemistir.

P. roqueforti’nin trettigi mikotoksinlerden biri olan rokfortin C, indol alkoloidleri
grubundadir (Fontaine vd., 2015a; Kosalkova vd., 2015). Ayrica bu mikotoksini, P.
chrysogenum (P.rubens olarak yeniden adlandirilan) tiiriiniin de tirettigi bilinmektedir
(Garcia-Estrada vd., 2011; Ali vd., 2013; Metin, 2023). Sekil 2.12°de her iki tiiriin
rokfortin C biyosentezi (A) ve ilgili gen kiimeleri (B) verilmistir. Rokfortin C
biyosentezi, bir ribozomal olmayan peptid sentaz olan rokfortin dipeptit sentetaz
(rds/rogA) ile L-triptofanin ve L-histidinin kondenzasyonu ile baglar ve bir
diketopiperazin halkasi olan siklodipeptid olusur (Kosalkova vd., 2015; Metin, 2023).
Siklodipeptid olusumundan sonra, biyosentez iki yola ayrilir. Olusan dipeptid, dnce
prenilasyon (rpt/rogD) ile rokfortin D’ye doniistiiriilebilir ve ardindan hidrojenasyon
(rdh/rogR) ile rokfortin C’ye doniisebilir ya da ikinci yolda dnce dehidrojenasyon
(rdh/rogR) ve sonra prenilasyon (rpt/rogD) ile rokfortin C’ye ¢evrilir. P.
chrysogenum, rokfortin C’yi rokfortin L ve glandikolin B iizerinden meleagrine
doniistiirebilir (Garcia-Estrada vd., 2011; Ali vd., 2013). P. roqueforti’de rokfortin C
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gen kiimesinde 3 gen bulunurken, P. chrysogenum’da 7 gen bulunur (Metin, 2023). P.

roqueforti rokfortin C biyosentezi gen kiimesinde bir ribozomal olmayan peptid

sentetazi kodlayan rds (rogA), bir dehidrogenazi kodlayan rdh (rogR) ve bir rokfortin

preniltransferazi kodlayan rpt (roqD) genleri bulunmaktadir (Sekil 2.12). Gen

kiimesinin bir pargasi oldugu oOne siiriilmiis (Garcia-Estrada ve Martin, 2016) gmt

(rogN) geninin ise, yeni ¢alismalarda (Metin, 2023) gen kiimesine ait olmadigi

degerlendirilmistir. P.

roqueforti’nin rokfortin C biyosentezi gen kiimesinde

bulunmayan nox (rogM), sro (roqO) ve gmt (rogN) genlerinin P. chrysogenum’da

rokfortin C’den meleagrin olusumunda rol oynadigi belirtilmistir (Garcia-Estrada vd.,

2011; Ali vd., 2013).

A L-triptofan + L-histidin

o ! Penicillium IMelesgan
Penicillium B R rvsogenum
roqueforti Rokfortin =0
dipeptit Dimetilalilpirofosfat
sentetaz (DMAPP) gmt (rogN)
rds (rogA)
Preniltransferaz
. . . rpt (rogD)
Siklodipeptit Rokfortin D Glandikolin B
(HTD)
Rokfortin Rokfortin
dehidrogenaz dehidrogenaz sro (rogo)
rdh (roqR) rdh (rogR)
Preniltransferaz ! |
rpt (rogD) i nox (rogM) ;
Dehidrosiklodipeptit Rokfortin C — RokfortinL |
DHTD ; oH, (S :
( ) N oy P
N NH
Dimetilalilpirofosfat N N
(DMAPP) <
N
L
H
B
PROQFM164
S01g003515  rpt(rogD)  rdh (rogR) rds (rogA)
I:’ R Penicillium
V roqueforti FM164
sro nox
rogT (roqo)  (rogM)
Penicillium
ml chrysogenum

rpt (rogD)  gmt
(rogN)

(P. rubens)
Wisconsin 54-1255

rdh (rogR) rds (rogA)

Sekil 2.12: Penicillium roqueforti (FM164) ve P. chrysogenum (Wisconsin 54-1255)

tirlerinde (A) rokfortin C biyosentezi ve (B) ilgili gen kiimeleri
Kaynak: Fontaine vd., 2015a; Kosalkova vd., 2015; Garcia-Estrada vd., 2011; Ali vd.,
2013; Garcia-Estrada ve Martin, 2016; Metin, 2023)
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ROKC’nin, ndrotoksik ve antimikrobiyel etkileri raporlanmistir. Bu mikotoksinin
kopeklerde ve farelerde toksik etkileri bulunmaktadir (Chavez vd., 2023; Metin,
2023). Farelerde yapilan bir ¢alismada LDso degeri (denek hayvanlarinin %50’sinin
Oliimiine neden olan doz), 15-20 mg/kg iken, bagka bir calismada fareler lizerinde LDsg
degeri, 169-189 mg/kg olarak bildirilmistir (Scott vd., 1976; Arnold vd., 1978).
Fontaine vd. (2016) ve Hymery vd. (2018), ROKC’nin insan bagirsak hiicreleri (Caco-
2) ve monositik hiicreler (THP-1 ve CD14+) {izerinde sitotoksisitesini incelemistir.
Hiicrelerin ROKC’ye 48 saat maruziyeti sonucu, monositik hiicrelerin Caco-2
hiicrelerine gére ROKC’ye daha duyarli oldugu tespit edilmistir. Monositik hiicrelerin
(THP-1 ve CDI14+) ROKC’ye maruziyeti sonrasi ICsp degeri (%50 inhibisyon
konsantrasyonu), sirasiyla, 55 uM ve 45 uM olarak belirlenmistir (Fontaine vd., 2016).
Bu calismada, Caco-2 hiicrelerinin ROKC’ye maruziyeti sonrasi ICso degeri ise, >100
uM olarak raporlanmistir. Perez-Fuentes vd. (2024), insan ndroblastoma hiicrelerinin
ROKC’ye 24 saat maruziyeti sonrasi ICsp degerini, 49,5 uM olarak tespit etmis ve
kaspaz-8 aracili apoptoz indiiklenmistir. ROKC’nin toksisite mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte, bu bilesigin sican ve insan sitokrom P450 enzimlerini inhibe

ettigi bildirilmistir (Aninat vd., 2001; Metin vd., 2023).

P.roqueforti’nin trettigi bir diger mikotoksin olan mikofenolik asit, meroterpenoid
yapida ve poliketid sentaz (PKS) ile iiretilen poliketid-terpenoid bir bilesiktir (Del-Cid
vd., 2016; Chavez vd., 2023; Metin, 2023). Bu bilesik, bir fitalid g¢ekirdegine
baglanmis bir terpenoid yan zincirden olusur. Bu yapi, MPA’ya fonksiyonel 6zellikler
kazandirmistir (Garcia-Estrada ve Martin, 2016). MPA’nin antimikrobiyel ve
antipsoriatik (sedef hastaligina kars1 etkili) etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Gillot
vd., 2017b; Metin, 2023). Ayrica immiinosupresif etkisi de oldugu i¢in, organ nakli
hastalarinda organ reddini Onlemek ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde
immiinosupresan (bagisiklik baskilayici) olarak kullanilmaktadir. MPA’nin bu etkilere
sahip ilaclari, mikofenolat mofetil ve mikofenolik asit sodyum tuzu olarak iki formda
tiretilmektedir (Allison ve Eugui, 2005; Siebert vd., 2020). Bu ilaglar, DNA sentezinde
piirin monofosfat olusumunda rol oynayan inosin 5’-monofosfat dehidrogenaz
(IMPDH) enziminin inhibitorii olarak iglev goriir ve B ve T lenfositlerinin ¢ogalmasini
engeller (Gillot vd., 2017b). P. roqueforti disinda, P. glabrum, P. brevicompactum ve
P. rubens tarafindan da iiretilmektedir (Requeira vd., 2011; Mahmoudian vd., 2021).

P. roqueforti’de MPA’nin biyosentezi, 24,4 kb uzunlugunda ve 7 gen bulunduran bir
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gen kiimesi tarafindan gergeklestirilir ve bu gen kiimesi, P. brevicompactum’daki gen
kiimesine benzerlik gostermektedir (Del-Cid vd., 2016; Metin, 2023). Bu biyosentez
Sekil 2.13’te verildigi gibi, bir asetil-CoA, ii¢ malonil-CoA ve bir S-adenozil-L-
metiyonin ile, mpaC geninin kodladig1 poliketid sentaz tarafindan 5-metilorsellinik
asit (5-MOA) olusumu ile baslar (Regueira vd., 2011; Hymery vd., 2014; Del-Cid vd.,
2016; Gillot vd., 2017b). Bu bilesik (5-MOA), mpaDE geni tarafindan kodlanan
sitokrom P450 monooksijenaz ve hidrolaz enzimleriyle hidroksillenir ve sirasiyla,
4,6-dihidroksi-3(hidroksimetil)-3-metilbenzoik asit (DHMB) ve 5,7-dihidroksi-4-
metilfitalid (DHMP) olusur (Chavez vd., 2023). Sonrasinda, mpaA geni tarafindan
kodlanan preniltransferaz ile 6-farnesil-5,7-dihidroksi-4-metil fitalid (FDHMP)
katalizlenir ve bu bilesik, mpaB geninin kodladigi oksijenaz enzimiyle {i¢ karbon
atomu daha az bir bilesik olan 6-farnesil-5,7-dihidroksi-4-metil fitalid-3C (FDHMP-
3C) formuna doniisiir (Zhang vd., 2019). Bu bilesik de, mpaG geni tarafindan kodlanan
O-metiltransferaz ile metillenir (MFDHMP-3C) (Zhang vd., 2015). MPA sentezinin
MFDHMP-3C’ye kadar olan kismi, sitoplazmada gerceklesir ve bu bilesik
peroksizoma girerek CoA ile baglanir (Zhang vd., 2019; You vd., 2021). Sonrasinda,
-oksidasyon ile zincir kisaltma yapilir ve demetil mikofenolik asit-CoA ((DM)MPA.-
CoA) olusur. En son bu bilesik, mpaH tarafindan kodlanan bir agil-CoA hidrolaz
tarafindan hidrolize edilerek mikofenolik asit (MPA) tiretilir (Zhang vd., 2019; Metin
vd., 2023). MPA gen kiimesinin iginde, IMPDH enzimini kodlayan mpaF geni de
tespit edilmistir. Bu bulgu, MPA’y1 ireten kiifiin gelistirdigi 6z savunma
mekanizmasini gostermektedir. Bu enzim sayesinde kiif, tirettigi MPA’dan etkilenmez

ve kendi metabolik siire¢lerini devam ettirir (Hansen vd., 2011; Del-Cid vd., 2016).

Son caligmalarda, P. roqueforti’nin mikofenolik asit iiretiminin susa bagli oldugu
bildirilmistir (Fontaine vd., 2015a; Coton vd., 2020). Tablo 2.2’de verilen P.
roqueforti popiilasyonlarindan, Rokfor ve Termignon peynirleri disindaki diger mavi
peynirlerden izole edilen suslardan olusan Popiilasyon 4’te, mpaC geninin 3’-ucunda
174 baz ¢ifti uzunlugunda bir delesyon belirlenmis ve bunun sentezlenen protein
uzunlugunda 14 aminoasitlik bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (Fontaine
vd., 2015a). Boylece, daha kisa mpaC genine sahip olan susglarin diisiik miktarda ya da
hi¢ MPA tiretmedigi gozlemlenmistir. Ancak, mpaC geninde herhangi bir delesyon
olmayan suslar arasinda da, MPA firetiminde 6nemli farkliliklar tespit edilmistir.

Buna, ilgili gen kiimelerinde veya regiilator genlerde, dizi varyasyonlari gibi
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faktorlerin etki edebilecegi vurgulanmistir. P. roqueforti’nin ROKC, MPA ve
andrastin A gibi metabolitlerinin iiretiminde, regiilator pczl geninin 6nemi
belirlenmistir (Fontaine vd., 2015; Rojas-Aedo vd., 2018).
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+
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+ Metillenmis 6-farnesil-5,7- i i isaltma o en mpaH . .
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Sekil 2.13: Penicillium roqueforti (FM164 ve CECT 2905)’nin (A) mikofenolik asit
biyosentezi ve (B) ilgili gen kiimesi

Kaynak: Garcia-Estrada ve Martin, 2016; Zhang vd., 2019; Metin, 2023
Hayvanlarda yapilan deneylerde, MPA’nin akut toksisite olusturmasi icin yiiksek
konsantrasyonlara (LDso degeri igin 450-2500 mg/kg) ihtiya¢ duyulmustur (Schneweis
vd., 2000; Malekinejad vd., 2015). Fontaine vd. (2016)’nin yaptig1 ¢caligmada, 48 saat
maruziyet sonrast MPA’nin 780 uM’nin iizeri (ICsp degeri) konsantrasyonda,
monositleri ve Caco-2 hiicrelerini etkiledigi bildirilmistir. Ayrica, bu ¢aligmada
kullanilan hiicrelerin ROKC’ye (ICso degerleri 45-100 uM), MPA’dan daha duyarh
oldugu tespit edilmistir. Ayni ¢aligmada, ROKC ve MPA nin birlikte sitotoksik etkisi
de degerlendirilmistir. Buna gore, yiiksek konsantrasyonlarda ROKC/MPA’ya es
zamanli maruz birakilan Caco-2 hiicrelerinin canliligi 6nemli 6l¢lide azalmistir.
Monositik hiicrelerde ise, ROKC/MPA’ya 3-6 saatlik maruziyet sonrasi apoptoz orani

doza bagli olarak artmistir. Ancak, Caco-2 hiicrelerinde apoptoz gézlenmemistir
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE METOT

Bu boliimde arastirmada kullanilan materyaller ve metotlar ele alinmistir. Peynir
ornekleri, Ekim 2019-Ocak 2021 tarihleri arasinda toplanmistir. Metot kisminda
orneklerden kiif izolasyonu, DNA ekstraksiyonu, izolatlarin tanimlanmasi, genetik
analizleri, teknolojik ve metabolik oOzelliklerinin analizleri, peynir iretimi ve

analizleri ve istatistiksel metotlar detayl bir sekilde anlatilmistir.
3.1. Materyal
3.1.1. Peynir Ornekleri

Calisma kapsaminda 5 Konya Kiiflii Tulum peyniri, 1 Divle Obrugu Kiiflii Tulum
peyniri, 19 adet Erzurum Kiiflii Civil peyniri, 3 adet Kars Kiiflii Civil peyniri, 1 adet
Karaman’dan ve 1 adet Sivas Zara’dan Tulum peyniri olmak iizere, 30 adet kiiflii
peynir, yerel pazarlardan ve kdylerden temin edilmis (Sekil 3.1) ve laboratuvarda en

cok bir hafta iginde analiz edilmek iizere +4 °C’de depolanmustir.

Sekil 3.1: Kiiflii peynir 6rnekleri. (A) Erzurum Kiiflii Civil Peyniri, (B) Kars Kiiflii
Cegil Peyniri, (C) Divle Obruk Peyniri, (D) Sivas-Zara Kiiflii Peyniri, (E) Karaman
Kiiflii peyniri, (F) Konya Kiiflii Peyniri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Konya Kiiflii Tulum (KP kodlu) (Seri ve Metin, 2021) ve Rize-Ardesen Golot (Metin,
2020) peynirlerinden 6nceden izole edilmis ve tanimlanmis 54 P. roqueforti izolat1 da
calisma kapsaminda kullanilmistir. Ayrica, teknolojik ve metabolik 6zellikler igin
yapilan analizlerde, rokfor peyniri izolat1 olan P. roqueforti CECT 2905 neotip susu

referans olarak kullanilmstir.

3.1.2. Besiyerleri, Kimyasallar ve Diger Sarf Malzemeler

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasallarin, besiyerlerinin ve sarf malzemelerin

listesi EK1°de, besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi1 EK2’de verilmistir.

3.1.3. Peynir Uretiminde Kullanilan Malzemeler

Peynir tiretiminde kullanilan tam yagl ¢ig inek siitii, Tarim Kredi Hayvancilik A.S.
(Liileburgaz, Kirklareli)’den temin edilmistir. Cig siite ait enerji ve besin 6geleri,
Tablo 3.1°de verilmistir. Peynir mayast (1/10.000 MCU/mL  Kkuvvetinde;
mikrobiyel enzim ¢ozeltisi olarak (Mucor miehei’den iiretilen proteaz), MAYASAN
Gida San. ve Tic. A.S.’den; starter kiiltiir olarak ise, Lactococcus lactis subsp.
cremoris ve Lactococcus lactis subsp. lactis (Dairyecol CM 102 10U, liyofilize beyaz
peynir kiiltiirii), Maysa Gida San. ve Tic. A.S.’den temin edilmistir. Peynir iiretiminde,

yerel marketlerden temin edilen kaya tuzu kullanilmigtir.

Tablo 3.1: Peynir iiretiminde kullanilan ¢ig siite ait enerji ve besin 6geleri

Enerji ve Besin Ogeleri 100 g
Enerji (kj/kcal) 287/68
Yag (g) 3.8
-Doymus yag (g) 2,6
Karbonhidrat (g) 4,5
-Sekerler (g) 3,5
Protein (g) 3,4
Tuz (9) 0,1

Kaynak: Etiket bilgileri
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3.2. Metot
3.2.1. Peynirlerden Kiif izolasyonu ve Stok Kiiltiir Hazirlama

Kiif izolasyonunda, 10 g peynir 6rnegi ve %2 sodyum sitrat ¢ozeltisinden 90 mL
alinarak, 2 dk homojenize edilmis (Bagmixer 400 Stomacher, Interscience, Saint Nom,
Fransa) ve Y4 giiciindeki ringer ¢dzeltisi ile seri diliisyonlar hazirlanarak 10®’ya kadar
seyreltilmistir. Diliisyonlardan 0,1 mL 6rnek alinarak, yayma metodu ile patates
dekstroz agara (PDA) 2 paralel olacak sekilde ekim yapilmis ve petriler 25 °C’de 5
giin inkiibe edilmistir (Ergiin vd., 1992; Seri ve Metin, 2021). inkiibasyon sonrasi
PDA’da gelisen kiiflerden farkli morfolojik 6zellik (koloni rengi ve tekstiirii vb.)
gosteren suslar secilerek, iki kez PDA besiyerine li¢ ¢izgi ekimle saflagtirilmistir.
Saflagtirilmig izolatlar, %20 gliserol igeren maya ekstrakti pepton dekstroz (YPD) sivi
besiyeri iceren kriyotiiplerde gelistirilerek -80 °C’de saklanmistir (Metin, 2020). Daha
once Konya Kiiflii (Seri ve Metin, 2021) ve Rize-Ardesen Golot (Metin, 2020)
peynirlerinden izole edilmis ve tanimlanmus izolatlar (n=78) da ¢alisma kapsaminda

kullanilmistir.

3.2.2. Kiiflerden DNA izolasyonu

Kiiflerin molekiiler diizeyde tanimlanmasi i¢in DNA izolasyonu, Seri ve Metin (2021)
metoduna gore yapilmistir. Kiifler, 20 mL YPD siv1 besiyerinde 115 rpm’de 48 saat
gelistirilmistir. Steril mikrosantifijj tiiplerine 0,1 mm ¢apinda 200 mg (1,5 spatiil) cam
boncuk eklenmistir. Kii¢iik toplar seklinde gelisen kiif miselleri filtrelenerek steril
mikrosantrifiij tiiplerine iki 6ze miktar1 alinmigtir. Tiplere, liziz soliisyonu 1X TEN
(Tris-HCI-EDTA-NaCl, EK2) tamponundan 400 pL eklenmis ve hiicreler siispanse
edilmistir. Tipler 1 dk yiiksek devirde vortekslendikten sonra, Tissue Lyser (Qiagen,
Hilden, Almanya) cihazinda homojen bir goriintii olugsana dek 50 Hz’de toplamda 8-
10 dk karnstirilmistir. Tipler her 2 dk’da bir 2’ser dk olacak sekilde buzda
bekletilmistir. Hiicreler par¢alandiktan sonra DNA izolasyonuna, Invitrogen PureLink
Genomic DNA Mini Kit’in (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD)
prosediirii ile devam edilmistir. Buna gore, tiiplere 10 uL proteinaz K ilavesinden
sonra 100 uL %10’luk SDS eklenmis ve karisim vortekslenmistir. Tipler, 55 °C’de
60 dk inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi, tiiplere 20 uL RNase A
eklenerek iyice karistirilmis ve oda sicakliginda 20 dk bekletilmistir. Ardindan, tiipler
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maksimum hizda santrifiijlenmistir. Stipernatantin tamami (yaklasik 500 pL) pipetle
cekilerek, yeni tiiplere aktarilmistir. Ayni miktarda (500 pL) binding buffer ve %96’lik
etanolden 500 pL eklendikten sonra, tiipler karistirilmistir. Bu karisim, spin
kolonlarma aktarilmistir. Spin kolonlari, 10.000xg’de 1 dk santrifiijlenmistir. Bu
islem, 2 defa tekrarlanmistir. Kolonlarin filtre kisimlari, yeni toplama tiiplerine
alinmistir. Kolonlarn filtre kisimlarina 500 pL wash buffer 1 eklenmis ve kolonlar,
10.000xg’de 1 dk santrifiijlenmistir. Toplama tiiplerinde filtrelenen kisim atilmistir.
Spin kolonlarinda filtre iizerine 500 pL wash buffer 2 eklenmis ve Kkolonlar,
maksimum hizda 3 dk santrifiijlenmistir. Filtreli kisim, yeni toplama tiiplerine
aktarilmis ve tizerine 70 pL elution buffer eklenerek oda sicakliginda 1 dk inkiibe
edilmistir. Bu tlipler, maksimum hizda 1 dk santrifiijlenerek genomik DNA elde
edilmistir. Izole edilen DNA’larm kalitesi BioSpec Nanospektrofotometre (Shimadzu,
Kyoto, Japonya) ile ol¢lilmiistiir. DNA’larin en az 50 ng/uL konsantrasyonda ve
A260/A280 oraninin 1,7-2,0 arasinda olmasina dikkat edilmistir.

3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

3.2.3.1. Tekrarlayan Element Dizilimi Temelli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Rep-PCR) ve Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RAPD-PCR) ile Parmak izi Analizleri

[zolatlarin molekiiler tanimlanmas1 dncesinde, tiirler arasi farkliliklar1 belirlemek ve
birbirine benzeyen bant goriiniiglerine sahip izolatlar1 gruplandirmak ve 6n tanimlama
icin bir parmak izi analizi olan rep-PCR (Tekrarlayan element dizilimi temelli
polimeraz zincir reaksiyonu) kullanilmigtir. Bu analiz (GTG)5 primeri (Tablo 3.2) ile
gerceklestirilmistir (Redondo vd., 2009). PCR miksi son hacim 25 pL olacak sekilde,
Tablo 3.3’te verilen oranlara gore hazirlanmistir. PCR reaksiyonu ise, T100 Thermal
Cycler (Biorad, California, ABD) cihazinda Tablo 3.4’te verilen kosullara gore
gerceklestirilmistir. P. roqueforti izolatlar1 arasindaki farkliliklar1 belirlemek ve
gruplandirma yapmak ig¢in, bir diger parmak izi analizi olan RAPD-PCR (Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA-Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’da da, Tablo 3.3’teki
oranlar ve Tablo 3.4’teki kosullar kullanilmistir. RAPD-PCR, M13F primeri (Tablo
3.2) ile gergeklestirilmistir (Miot-Sertier ve Lonvaud-Funel, 2007).
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Tablo 3.2: PCR amplifikasyonlari i¢in kullanilan primerler

Bolge Primer adi Primer dizilimi Kaynaklar
- (GTG)5 5'-GTGGTGGTGGTGGTG Versalovic
vd., 1994
- M13F 5’-GTAAAACGACGGCCAGT Miot-Sertier
ve Lonvaud-
Funel, 2007
ITS ITS1 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC White vd.,
ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC 1990
benA Bt2a 5’- Glass ve
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC | Donaldson,
Bt2b 5’- 1995
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC
cmd Cmd5 5’-CCGAGTACAAGGAGGCCTTC Hong vd.,
Cmd6 5’-CCGATAGAGGTCATAACGTGG | 2005
Proq01_3 | PROQO1 3-F | 5>-TGTGTACTCCACAGCGGCTA
PROQO01 3-R | 5>-TTGTCTTTCGGGTGTCCAAT
Prog02_2 | PROQO02 2-F | 5>-CCACTGTTAGAATCGCTGGG
PROQ02 2-R | 5’-CGTGAACGTGGAGTTGACTG
Proql6 PROQ16-F 5’-TTGAGGATTTCCGGAGACAA
PROQ16-R 5’-ATGCGCAATAAGACCCAAGA
Proq235 | Prog235F 5’-CAACAACCTCGGGTGCTTTG
Prog235R 5’-TTGTGTGTCAAGACCCGGAC Gillot vd.
Prog631 | Prog631F 5’-GGGGATGTCAGGTGGGTTTT 2015 ’
Prog631R 5’-GGGCTCAAAGATGCGAAACG
Prog845 | Proq845F 5’-AACTTGCTTACCACTCGGCG
Prog845R 5’-CTCGTTGGCAATACTGCTGG
Wallaby | Wallaby1F 5’-GGCTCCTGCAGTAGACCAAG
WallabylR 5’-TTTGCCTTGGCTGAGTCTTT
Wallaby2F 5’-CGCTATAACGGAAGCAGGAG
Wallaby2R 5’-CCCGTCCTTTTTAGACACCA
Wallaby3F 5’-GCAACAGATCCAGCAGTTCA
Wallaby3R 5’-CGTTTCTCCTGAGTCCTTGC
WallabyOF 5’-AATGATCCAGTGTACGGGCT
WallabyOR 5’-AAGAGACAAGCAAAGGAGGC
CheesyTer | CheesyTerlF: | 5>-ATCTCGACGACATAGGCAGG
CheesyTerlR | 5’-GGAGCGTGCAGATGAGAAAG
CheesyTer2F | 5’-CGTACGTCAAGCCTGGAATG
CheesyTer2R | 5>-AAGGCCATCATCATCGACCT
CheesyTer3F | 5>-CCCAAAGCCATGACCAACAA
CheesyTer3R | 5’-ACGTCTTCCTGTCCGACAAT
MAT1-1 MAT1-1F 5’-CTCACCCTGTCTGGTTGGAT
MATI1-1R 5’-TGCTTGTGCCACTCTTCATC Bu ¢alisma
MAT1-2 MAT1-2F 5’-ACTTGGTCAAGGATGCCAAC
MAT1-2R 5’-ACGACGAGGAGCGTACTGAT
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Tablo 3.3: Rep-PCR ve RAPD-PCR’da kullanilan bilesenler ve oranlari

Bilesenler Miktarlar
ddH.0O (Ultra Saf Su) 16,875 uL
10X Dream Buffer (20 mM MgCl, Thermo Fisher 2,5 uL
Scientific)

dNTP (2,5 mM, son hacimde 0,2 Mm, Invitrogen) 2 ul
(GTG)5 Primeri (Rep-PCR) / M13F (RAPD-PCR) 2 ulL
(10 uM, Invitrogen)

Dream Taq polimeraz (5 U/uL, 0,125
Thermo Fisher Scientific)

Sablon DNA (~ 50 ng) 15ul
Toplam PCR Miksi 25 pL

Kaynak: Seri ve Metin, 2021

Tablo 3.4: Rep-PCR ve RAPD-PCR’da kullanilan dongii sartlart

PCR asamasi Sicakhik | Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 °C 7 dk
Denatiirasyon 90 °C 30 sn
Baglanma 40 °C 60 sn
Uzama 65 °C 8 dk
Son uzama 65 °C 16 dk
Dongii sayisi 30x

Kaynak: Redondo vd., 2009

3.2.3.2. Internal Transribed Spacer (ITS) Bolgesi ve p-tubulin (benA) Geninin
Amplifikasyonu

Kif izolatlari, internal transribed spacer (ITS) bolgesinin ve B-tubulin geninin
amplifikasyonu ile tanimlanmugtir. ITS bolgesi ile amplifikasyonda, ileri primer ITS1
ve geri primer 1TS4 (Tablo 3.2) kullanmilmistir (White vd., 1990). B-tubulin geni
amplifikasyonu ise ileri primer Bt2a ve geri primer Bt2b ile (Tablo 3.2)
gerceklestirilmistir (Glass ve Donaldson, 1995). PCR (polimeraz zincir reaksiyonu)
miksi, Tablo 3.5’te verildigi gibi hazirlanmistir. PCR ise, Tablo 3.6’daki sartlar
kullanilarak gerceklestirilmistir. Negatif kontrol olarak (DNA kontaminasyonunu

kontrol amagli), DNA yerine steril saf su kullanilmistir.
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Tablo 3.5: ITS ve benA PCR’inda kullanilan bilesenler ve oranlari
Bilesenler Miktarlar
ddH.0 (Ultra Saf Su) 16,875 uL
10X Dream Buffer (20 mM MgCl,, Thermo Fisher 2,5uL
Scientific)
dNTP (2,5 mM, son hacimde 0,2 mM, Invitrogen) 2 uL
Ileri Primer (10 uM, Invitrogen) 1ul
Geri Primer (10 uM, Invitrogen) 1uL
Dream Taq polimeraz (5 U/uL, 0,125
Thermo FisherScientific)

Sablon DNA (~ 50 ng) 1,5uL
Toplam PCR Miksi 25 uLL
Kaynak: Metin 2020; Seri ve Metin, 2021
Tablo 3.6: ITS ve benA PCR’inda kullanilan dongii sartlar
PCR asamasi Sicakhik Siire
Ik denatiirasyon 94 °C 1 dk
Denatiirasyon 94 °C 30 sn
Baglanma 48-52 °C 30sn
Uzama 72 °C 1dk
Son uzama 72 °C 10 dk
Dongii sayisi 34x

Kaynak: Metin, 2020

3.2.3.3. Penicillium roqueforti izolatlarimin Genetik Ozelliklerinin Belirlenmesi:

Yatay Gen Transfer Bolgelerinin (Wallaby ve CheesyTer) PCR ile Taranmasi

Izole edilen kiiflerden Penicillium spp. olarak tanimlananlarin genetik dzellikleri,
Wallaby ve CheesyTer genomik bdlgelerinin PCR ile var/yok analizi yapilarak
incelenmistir (Ropars vd., 2015). PCR amplifikasyonunda kullanilan primerler, Tablo

3.2’de verilmistir.

Wallaby ve CheesyTer bolgeleri igin kullanilan PCR sartlar1 Tablo 3.7°de verilmistir.
PCR sonuglarinda, WallabyO primerleri, Wallaby bolgesinin olmadigini belirlemek
icin; Wallabyl, Wallaby2 ve Wallaby3 primerleri ise, Wallaby bolgesinin farkli
kisimlarini ¢ogaltmak tizere kullanilmistir. CheeyTer’de ise 3 primer ¢iftinin herhangi
birinden sonu¢ alinmasi, bu bolgenin izolatlarin genomunda var oldugunu

gostermistir. Higbirinden sonug¢ alinmamigsa, bu bolgelerin genomda yer almadigi

seklinde yorumlanmistir. Bu bdlgelerin PCR iiriinlerinin boyutlari:
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e Wallaby bolgesi PCR iiriinleri (WallabyO, Wallabyl, Wallaby2, Wallaby3):
800-900 bp arast,

e CheesyTer bolgesi PCR iiriinleri:

- CheesyTer1; 400-500 bp arasi

- CheesyTer2; 500 bp civari

- CheesyTer3 ise, 400 bp civari olarak agaroz jelde bulunmustur.

PCR miksi ise Tablo 3.4’te verilen oranlar ile hazirlanmistir. Agaroz jel

elektroforezinde goriintiileme, 1.2.2.4’te ifade edildigi gibi yapilmistir.

Tablo 3.7: Wallaby ve CheesyTer bolgeleri i¢in yapilan PCR’da kullanilan dongii

sartlari

PCR asamasi

Wallaby0O

Wallabyl/Wallaby2/

CheesyTerl/CheesyTer2/

Wallaby3 CheesyTer3*

Sicaklik | Siire Sicakhik Siire Sicaklik Siire
[k denatiirasyon | 94 °C 5 dk 94 °C 5 dk 94 °C 5 dk
Denatiirasyon 95 °C 30 sn 95 °C 30 sn 94 °C 30 sn
Baglanma 60 °C 30 sn 58 °C 30 sn 60-50 °C 30 sn
Uzama 72 °C 30 sn 72 °C 2 dk 72 °C 30 sn
Dongii sayist 35X 35X 1.step 20x, 2.step 35x
Son uzama 72°C | 10dk 72°C | 10dk 72°C_ | 104k

*Touchdown PCR yontemi kullanilmigtir

Kaynak: Ropars vd., 2015

3.2.3.4. Penicillium

Belirlenmesi

roqueforti izolatlarmin Esey Genotipinin PCR ile

Tablo 3.2°de belirtilen MAT1-1 ve MAT1-2 primerleri kullanilarak, Tablo 3.5’teki
sartlar ve Tablo 3.6’daki miks kullanilarak PCR yapilmis ve jel elektroforezinde

primerlere ait gozlenen bantlar degerlendirilerek esey tipinin o oldugu sonucuna

varilmistir. Primer tasarimi, Primer 3 yazilimi (Untergasser vd., 2012) kullanilarak

yapilmistir.
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3.2.3.5. Penicillium roqueforti izolatlarmin Tiir I¢i Cesitliliginin Belirlenmesi
Amaciyla Mikrosatelit Bolgelerinin ve Polimorfik Lokuslarin PCR ile
Amplifikasyonu

Gillot vd. (2015) tarafindan, P. roqueforti suslari i¢in polimorfik oldugu tespit edilmis
5 lokusun (S-tubulin, cmd, prog235, proq631 ve prog845) ve 3 mikrosatelit bolgesinin
(progl6, prog0l1_3 ve prog02_2) PCR’da amplifikasyonuyla, 120 P. roqueforti izolati
kullanilarak, Tirkiye peynirleri kaynakli P. roqueforti izolatlarinin g¢esitliligi
belirlenmistir. PCR amplifikasyonunda kullanilan primerler, Tablo 3.2’de verilmistir.
PCR miksi, Tablo 3.8’de verildigi gibi hazirlanmistir. Negatif kontrol olarak (DNA
kontaminasyonunu kontrol amagli), DNA yerine steril saf su kullanilmistir. Polimorfik
lokuslar ve mikrosatelitlerin PCR miksi Tablo 3.8’de ve dongii sartlar1 ise, Tablo

3.9’da verilmistir.

Tablo 3.8: Mikrosatelitler ve polimorfik lokuslar i¢in PCR’da kullanilan bilesenler ve

oranlar1
Bilesenler Miktarlar
ddH20 (Ultra Saf Su) 16,15 uL
10X Taq Buffer (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) 2,5 ulL
50 mM MgCl: (son hacimde 2,5 mM, Invitrogen, Thermo Fisher 1,25 uL
Scientific)

dNTP (2,5 mM, son hacimde 0,2 mM, Invitrogen, Thermo Fisher 2 uL
Scientific)

Ileri primer (10 uM, Oligomer) 1uL
Ileri primer (10 uM, Oligomer) 1puL
Taq polimeraz (5 U/uL, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) 0,1

Sablon DNA (~ 50 ng) 1ulL
Toplam PCR Miksi 25 pLL

Kaynak: Gillot vd., 2015; Metin, 2020
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Tablo 3.9: Polimorfik lokuslar ve mikrosatelitlerin PCR dongii sartlari

Polimorfik Lokuslar
PCR asamasi prog23s, Mikrosatellitler
cmd progesl, benA (Prog16, Proq0l_3,
prog84s Prog02_2)

Ik den. 94°C,5dk | 95°C,5dk | 94°C, 1dk 96 °C, 2 dk
Den. 94°C,30sn |95°C,30sn| 94°C,30sn 96 °C, 30 sn
Bag. 55°C,30sn [55°C,30sn| 48°C,30sn 59 °C, 25 sn

Uzama 72°C,1dk |72°C,45sn 72 °C, 1dk 72 °C, 25 sn

Dongii sayist 35x 28x 34x 35X
Son uzama 72°C,10dk | 72°C,5dk | 72°C, 10 dk 72 °C, 10 dk

Kaynak: Gillot vd., 2015; Metin, 2020

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Rep-PCR ve RAPD-PCR amplikonlari, Wide Mini-Sub Cell GT yatay elektroforezde
(Biorad), Red Safe (Intron Biotechnology, Gyeonggi, Giiney Kore) niikleik asit
boyama soliisyonu igeren %0,8’lik agaroz jelde, 1X TAE (Tris-Acetate-EDTA, EK2)
tamponu igerisinde, 35 V’ta 5 saat ylriitiilmiistiir (Versalovic vd., 1994). ITS, -
tubulin diger ve PCR amplikonlar1 %1’lik agaroz jelde ve 85 V’ta 45 dk yiirtitilmistir.
Sadece proq02 2 bolgesinin PCR amplikonlarinin daha iyi ayirt edilebilmesi igin,
0,5X TBE (Tris-Borate-EDTA, EK2) tamponu igerisindeki %2’lik agaroz jelde, bant
biiyiikliiklerinin ayrimi i¢in 60 V’ta 3 saat yiiriitiilmiistiir. PCR iiriinleri, DNA yiikleme
boyasi ile karistirilarak jele yliklenmistir. PCR {iriinlerinin boyutlarini belirleyebilmek
icin, rep-PCR ve RAPD-PCR iiriinleri i¢in 1 kbp’lik marker ve A DNA/Hindl11 marker,
diger PCR firiinleri i¢in 100 bp’lik marker kullanilmistir. Jeller, Azure c300 imaging

system (Azure Biosystems, Dublin, USA) kullanilarak goriintiilenmistir.

3.2.5. PCR Uriinlerinin Saflastirimasi, Dizilimlerin Belirlenmesi ve Elde Edilen

Dizilimlerin Analizi

PCR amplikonlari, Invitrogen PureLink PCR purifikasyon kiti (Termo Fisher
Scientific) talimatlarina gore saflastirillmis ve dizi analizine (MedsanTek, Tiirkiye)

gonderilmistir. Dizilimler, Chromas (versiyon 2.6.6) yaziliminda goriintiilenmis ve
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NCBI BLAST programi kullanilarak benzerlik analizine tabi tutulmustur. Boylece,
izolatlarin hangi kiif tiirlerine ait olduklar1 belirlenmistir (Altschul vd., 1990).

3.2.6. Popiilasyon Yapis1 Analizleri

P. roqueforti izolatlarinin ti¢ mikrosatelit bolgesine (proql6, prog01_3, prog02_2) ait
dizilimleri, Mega X (versiyon 10.2.6) yazilimi1 kullanilarak hizalanmigtir (Kumar vd.,
2018). Oncelikle, dizilimlerdeki alellerden yararlanilarak 6n gruplandirma yapilmis ve
sekans tipleri (haplotipler) belirlenmistir. Daha sonra Structure (versiyon 2.3.4)
yaziliminda Bayesian metoduna gore kiimeleme analizi yapilmistir (Pritchard vd.,
2000; Meece vd., 2011; Gillot vd., 2015; Dumas vd., 2020). Bu yazilimda her bir kiime
sayist i¢in on bagimsiz analiz (K=1’den K=10’a kadar), 50.000 adim calismaya
hazirlama siiresi ve 500.000 MCMC tekrar1 ile gerceklestirilmistir (Gillot vd., 2015).
Ayrica en iyi K degeri, sonuglarin Structure Harvester (versiyon v0.6.94,

http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/) ~ web  sitesine  yiiklenerek

belirlenmis ve sonuglar bu degere gore Evanno metodu kullanilarak analiz edilmistir
(Evanno vd., 2005; Earl ve vonHoldt, 2012). Popiilasyon yapisin1 daha detayl
incelemek i¢in mikrosatelit datasetleri, GenAlEx (versiyon 6.502) yazilimina
yiiklenmis ve bir uzaklik matriksi olusturulmustur (Peakall ve Smouse, 2012). Elde
edilen uzaklik matriksi, Neighbor-Net metodu kullanilarak Splitstree (version 4.18.3)
yaziliminda diyagrama donistirilmiistir (Huson ve Bryant, 2006). Bdoylece, P.

roqueforti suslarimin tiir i¢i gesitliligi belirlenmistir.

3.2.7. Filogenetik Analizler

Popiilasyon analizlerine gore segilen 20 P. roqueforti izolatinin, 5 polimorfik lokusu
(cmd, benA, prog235, prog631 ve prog845) kullanilarak filogenetik analizler
yiritiilmistir. Bu analizlerde, Clustal W kullanilarak hizalanan dizilimlerin Mega X
(versiyon 10.2.6) yaziliminda maksimum likelihood metodu ile evrimsel iliskileri
belirlenmistir (Kumar vd., 2018). Ug polimorfik lokus (prog235, proq631 ve prog845s)
kullanilarak, birlestirilmis aga¢ (concatenated tree) olusturulmustur. Uyumsuzluk
uzunluk farki (ILD) testine goére, benA, cmd ve prog235, proq631 ve prog845
arasindaki 6nemli uyumsuzluk nedeniyle benA ve cmd lokuslari birlestirilmis agagta

kullanilmamisgtir (Gillot vd., 2015). Ayrica, NCBI sisteminde bulunan ve farkl
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izolasyon kaynaklarindan (Avrupa, Kanada, ABD, Yeni Zelanda orijinli mavi
peynirler, peynir dis1 izolasyon kaynaklari vs.) elde edilmis P. roqueforti izolatlarinin

dizilimleri de filogenetik analizlerde kullanilmistir.

3.2.8. Izolatlarin Dizilerinin NCBI GenBank’a veri girislerinin yapilmasi

Dizi analizlerine gonderilen izolatlarin ITS, benA, prog235, proq631 ve prog845
bolgelerine gore dizi analizlerine ait, toplam 140 veri, NCBI GenBank sistemine

Banklt arac1 kullanilarak (Sekil 3.2) yiiklenmis ve her bir dizi i¢in erisim numarasi

(accession number) alinmustir.

m National Li Medicine
National G ¢ Information

Bankit

Submit new sequences to GenBank

What type of sequence data do you have? Complete or view existing Banklt submissions

O SARS-Cov-2 @
) Ribasomal RMA [IRNA) of IRMAITS

! Metazoan (multeelular animal) GOX

' Eukaryatic nuslear mikA @ NEW Need to update a GenBank record?

! Influenza virus Request updates 10 accessioned records per the GenBank update page
& Noravirus

' Dengue vins
} Eukaryatic and Prokaryoic Genomes (WGS or Complete)
O Transcriplome Shatgun Assembly (TSA)
' Unassembled sequence reads (SRA)
) Sequence data nol lisled above (thraugh Bankil: genomic DNA. organslie,
NERNA, plasmigs, sier viruses, phages, oher MRNA, synthetic constructs

Submission requirements:

r allgnment format
ere sequence data were Isolated and any

» Sequence fealures (Examples: CDS, gene, IRNA, wilh nucicolide intervals
and product names)

Start |

Sekil 3.2: NCBI GenBank veritabanina girisi ve BanklIt ylikleme aracinin arayiizii
Kaynak: NCBI, 2024

3.2.9. Morfolojik Analizler

P. roqueforti izolatlarimin morfolojik ¢esitlilikleri, farkli besiyerleri kullanilarak
belirlenmistir. Patates dekstroz agar (PDA), maya ekstrakti siikkroz agar (YES), malt
ekstrakti agar (MEA) ve yulaf ezmesi agar (OA) besiyerleri kullanilarak izolatlarin
koloni morfolojileri incelenmistir (Frisvad ve Samson, 2004; Visagie vd., 2014).
[zolatlar, besiyerlerine ii¢ nokta ekimler yapilarak 25 °C’de 7 giin inkiibasyona
birakilmistir. Petrilerin 6n yiiziinde gozlemlenen renkler, Ridgway referans renk

skalas1 kullanilarak tanimlanmistir (Ridgway, 1912).
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3.2.10. Segilen P. roqueforti izolatlarinin Teknolojik ve Metabolik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Cesitli Tiirkiye kiiflii peynirlerinden izole edilip tanimlanan ve popiilasyon genetigi
analizleri sonucu secilen 20 P. roqueforti izolatinin teknolojik 6zellikleri
belirlenmistir. P. roqueforti CECT 2905 referans susu da analizlerde kullanilmistir.
[zolatlarin %20’lik gliserol stoklarindan bir 6ze miktar1 alinarak, PDA besiyerine {i¢
¢izgi yontemiyle ekim yapilmis ve petriler 25 °C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Daha
sonra izolatlar, PDA yatik agarlara inokiile edilip 25 °C’de 5 giin gelistirilmistir.
Inkiibasyon sonrasi yatik agarlara, %0,1 Tween 80 soliisyonundan 5 mL eklenmis ve
steril 6ze yardimiyla agar yiizeyinden kazinarak alinan sporlar, soliisyona aktarilmistir.
Bu islem iki defa tekrarlanmis ve spor siispansiyonu (10 mL) steril bir tiipe aktarilarak
hazirlanmigtir. Spor sayimi, Thoma laminda yapilmis ve her bir siispansiyon, 10°
spor/mL olacak sekilde ayarlanmistir (Gillot vd., 2017a; Crequer vd., 2024). Kiif
izolatlarinin spor siispansiyonlart hazirlanarak, misel gelisimi (12 °C ve 25 °C’de),
tuza dayaniklilik, proteolitik aktivite, lipolitik aktivite, ugucu bilesen ve mikotoksin
(MPA ve ROKC) analizleri yapilmustir.

3.2.10.1. Misel Gelisimi (12°C ve 25°C’de)

[zolatlarin misel gelisimini tespit edebilmek igin, spor siispansiyonlarindan 2 pL
alinarak MEA besiyerinin ortasina spot ekim yapilmustir. Petriler, 12 °C ve 25 °C’de
10 giin inkiibe edilmis ve koloni ¢aplar1 3. giin ve 10. giin mm cinsinden dl¢lilmiistiir

(Lopez-Diaz vd., 1996; Gillot vd., 2017a).

3.2.10.2. Tuza Dayamkhhk

[zolatlarin tuza dayanikliligini tespit edebilmek igin, %1, %3 ve %6 NaCl olmak iizere,
sirastyla, 1 L hazirlanan MEA besiyerlerine 10 g, 30 g, 60 g NaCl eklenmistir. Spor
siispansiyonlarindan 2 pL alinarak, %0, %1, %3 ve %6 NaCl iceren MEA besiyerinin
ortasina spot ekim yapilmistir. Petriler, 25 °C’de 8 giin inkiibe edilmis ve koloni
caplar1 inkiibasyonun 8. giiniinde mm cinsinden 6l¢iilmiistiir (Lopez-Diaz vd., 1996;
Pose vd., 2007).
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3.2.10.3. Proteolitik Aktivite

[zolatlarin proteolitik aktivitelerini tespit edebilmek icin, spor siispansiyonlarindan 2
pL alinarak, %10 yagsiz siit igeren mikolojik agar (10 g/L soya pepton, 10 g/L glikoz,
15 g/L agar) besiyerinin ortasina spot ekim yapilmistir. Petriler, 25 °C’de 7 giin inkiibe
edilmis ve inkiibasyonun sonunda kolonilerin etrafindaki seffaf zon, mm cinsinden

Ol¢iilmiistiir (Lopez-Diaz vd., 1996; Dogan ve Tekiner, 2021).

3.2.10.4. Lipolitik Aktivite

Kiifizolatlarimin lipolitik aktivitesini belirlemek i¢in Tween 80 agar kullanilmistir (Rali
vd., 2014; Dogan ve Tekiner, 2021). Petriler, 25 °C’de 7 giin inkiibe edilmis ve
inkiibasyonun sonunda kolonilerin etrafindaki opak zon (presipite/beyaz zon) mm

cinsinden Ol¢iilmiistiir (Lopez-Diaz vd., 1996; Dogan ve Tekiner, 2021).

3.2.10.5. Ucucu Bilesen Analizi

Izolatlarin ugucu bilesen profilleri, Pogacié¢ vd. (2015), Gillot vd. (2017b) ve Caron
vd. (2021) metotlart modifiye edilerek belirlenmistir. Ugucu bilesen analizi i¢in peynir
agar (CA) kullanilmistir (Bennetot vd., 2023). CA (800 mL), 300 g tuzsuz krem peynir,
16 g agar ve 8 g NaCl ile hazirlanmis ve 110°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir.
[zolatlar, CA’da 25 °C’de 21 giin gelistirilmistir. Inkiibasyon sonrasi, petri {izerinde
10 mm ¢apinda kesitler (6rnek basina 3 g) alinarak, 20 mL’lik headspace viallerine
aktarilmistir (Sekil 3.3). Viallere 5’er mL etanol eklenmis ve drnekler, vorteks ile iyice
karistirilmistir. Ornekler, GCMS-QP2020 kuadrupol kiitle analizdriine bagl GC-2010
Plus sistemi (Shimadzu, Japonya) ve FLEX serisi headspace autosampler (Shimadzu,
Japonya) kullanilarak incelenmistir. Viallerdeki 6rneklerden, autosamplerda 65 °C’de
15 dk 1sitilmis ve tasiyict gaz (helyum) ile 270 kPa basing altinda 1 dk boyunca 35
°C’de ugucu bilesik ekstraksiyonu yapilmistir. Sistem, 250 °C’de 0,1 dk 1sitilmis ve
desorpsiyona neden olan ucucu bilesiklerden 89 kPa basingta temizlenmistir. Ugucu
bilesikler, Stalbilwax MS kapiler kolonda (30 m x 0,25 mm X 0,25 pum, Restek) helyum
mobil fazi ile ayristirilmistir. Firin sicakligi, baslangigta 35 °C’de 10 dk tutulduktan
sonra 5 °C/dk arttirilarak 230 °C’ye ¢ikarilmistir. Kiitle spektrometresi, 29-207 m/z
kiitle araliginda tarama modunda (tarama zamani 0,3 s, taramalar aras1 gecikme 0,03

s) calistirilmistir. Iyonizasyon, 70 eV’de elektron c¢arptirma ile gerceklestirilmistir.
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Ucucu bilesikler olarak bazi metil ketonlar (heptan-2-on, nonan-2-on, non-8-en-2-on,
2-hidroksipentan-3-on, pentan-2-on, undecan-2-one), asitler (asetik asit, propiyonik
asit, biitirik asit, hekzanoik asit, oktanoik asit), sekonder alkoller (biitan-2-ol, oct-1-
en-3-ol, nonan-2-ol), kiikiirtlii bilesikler (metanetiyol, metilsiilfanilmetan, S-metil
biitanetiyoat), aldehitler (biitanal, 3-metilbiitanal) ile baz1 pirazin, alkan, ester, lakton,

fenol, terpen bilesikleri cihaz kiitiiphanesinden taranarak 6rneklerde aranmaistir.

Sekil 3.3: Peynir agarda gelisen kiiflerin ugucu bilesen analizi i¢in hazirlanan

headspace vialleri ve GC-MS sistemi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.2.10.6. Mikotoksin (Rokfortin C ve Mikofenolik Asit) Analizi

P. roqueforti izolatlarinin metabolit ve mikotoksin iiretimleri, Bolon vd. (2004),
Fontaine vd. (2015a), Gillot vd. (2017b), Caron vd. (2021) ve Crequer vd. (2024)
metotlarina gore belirlenmistir. Buna gore izolatlar, fosfat-sitrat tamponu ile pH’14,5’a
ayarlanan YES agarda, 25 °C’de 14 giin gelistirildikten sonra, metabolit ekstraksiyonu
yapilmis ve metabolitler, HPLC sistemi kullanilarak kantitatif olarak tespit edilmistir
(Sekil 3.4). Hedef metabolitler olarak, rokfortin C (ROKC) ve mikofenolik asit (MPA)
mikotoksinleri incelenmistir. Metabolitlerin standart ¢6zeltileri, sirasiyla, 100 ppm ve

200 ppm olacak sekilde metanol ile hazirlanmis ve amber viallere alinmustir.
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Izolatlarin gelistigi YES agardan 4 g olacak sekilde kesitler almarak, 50 mL’lik
santrifiij tiiplerine aktarilmigtir. Tiiplere, %0,1 formik asit igeren asetonitrilden (ACN)
25 mL eklenmis ve karistm, VELP OVS5 (VELP Scientifica, Monza-Brianza, italya)
ile homojenize edilmistir. Sonrasinda tiipler, ultrasonik su banyosunda 2 dk
tutulmustur. Ornekler vorteks ile karistirildiktan sonra, 5000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmistir. Ustte kalan faz (Sekil 3.4), 0,45 pm seliiloz asetat (CA) filtreden gegirilerek
2 mL’lik viallere alinmigs ve HPLC sistemine (Shimadzu, Nexera-i, LC-2040C 3D,
Japonya) verilmistir. Filtrattan 10 uL, HPLC sistemine enjekte edilmistir. Ayirmada,
Agilent ZORBAX C8 (4,6 mm x 250 mm, 5 pm) kolonu ve mikofenolik asit igin 215
nm’de, rokfortin C i¢in ise 305 nm’de PDA (foto diyot dizisi) dedektorii kullanilmustir.
Kolonun baslangig sicakligi 30 °C ve mobil faz akis hiz1 1 mL/dk: Solvent A (EK2),
40 mM H3POq iken; solvent B ise, 40 mM H3PO4/ACN (55/45, viv). Solvent B (EK2),
4 dk boyunca %55’te tutulmustur. Ardindan 4-17 dk aras1 %55-100’liik gradyan bir
akis verilmig, 17-25 dk aras1 %100’de tutulmus ve 25-35 dk arasi tekrar gradyan bir

akis saglanmigtir. Son olarak, post time 5 dk siirdiiriilmiistiir.

Sekil 3.4: YES agarda gelisen kiiflerin metabolit ekstraksiyonunda faz ayrimi ve
HPLC sistemi.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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3.2.11. Peynir Uretiminde Kullamlan Cig Siitin Bazi Fizikokimyasal

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Peynir iretiminde kullanilan ¢ig siitte toplam mezofilik aerobik bakteri (bkz.
3.2.13.1.), toplam maya-kiif (bkz. 3.2.13.2.), toplam Lactobacillus (bkz. 3.2.13.3.) ve
Lactococcus (bkz. 3.2.13.4.) sayimlar yapilmis; pH (bkz. 3.2.13.5.), titre edilebilir
asitlik (TTA) (bkz. 3.2.13.6.), kuru madde (bkz. 3.2.13.7.) ve kiil (bkz. 3.2.13.10.)

tayini gergeklestirilmistir. Cig stitiin yogunlugu, laktodansimetre (Alla France, Anjou,

Fransa) ile dl¢lilmistiir (Herrera-Chavez vd., 2022).
3.2.12. Secilen izolatlarla Model Peynir Uretimi

Besiyerinde gelistirilen 20 P. roqueforti izolatinin ugucu bilesen ve mikotoksin
analizleri sonucu segilen 3 izolat ve neotip sus CECT 2905 ile model peynir {iretimi
Sekil 3.5’e gore yapilmistir. Buna gore, 200’er g’lik tulum peynirleri, 2 paralel olacak
sekilde tretilmistir. Peynirler, secilen izolatlar inokiile edildikten sonra, 10 °C’de 6

hafta olgunlastirilmistir.
Cig inek siitii (65 °C’de 30 dk pastorizasyon)
Starter kiiltiir (Lactococcus lactis subsp. cremoris ve Lactococcus lactis subsp.
lactis) ilavesi (%0,15)
Siite 35 °C’de %1 (v/v) oraninda ve 1/10.000 MCU/mL kuvvetinde peynir mayasi
(rennet, MAYASAN A.S.) ilavesi (60 dk fermantasyon)
Pihtilasma
Pihtinin kirilmasi (60 dk sonra pthtinin par¢alanmasi)
P1htinin bez torbaya basilmasi (peynir alt1 suyunun ayrilmasi i¢in)
Torbadan ¢ikarilan telemenin yogrulmasi/par¢alanmasi
$
Kuru tuzlama (%3 (w/w) NaCl)
Tekrar torbaya dolum ve baskilama

Ambalajlama (250 g’lik numune kaplarina basma)

Ust kistmdan i¢ kisimlara dogru delikler agilan peynire, secilen P. roqueforti
suslarmin inokiilasyonu (10° spor/mL)

Peynirin olgunlastirilmasi (10 °C’de, 5 hafta)

Sekil 3.5: Tulum peynirinin {iretimi
Kaynak: Hayaloglu vd., 2007; Cakir ve Cakmakg1, 2018; Ozturkoglu-Budak, 2023
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Peynir {iretim asamalarina dair 6rnekler, Sekil 3.6’da verilmistir. Peynir 6rnekleri,
kodlar ve iiretimde kullanilan P. roqueforti izolatlarina (genetik &zellikler ve temel

bilesen analizi (PCA) ile elde edilen farkli gruplardan secilmis) ait bilgiler Tablo

3.10°da verilmistir.

V

Sekil 3.6: Tulum peyniri iiretim asamalari: (A) Cig siitiin pastorizasyonu. (B) Pihtinin
kesilmesi. (C) Pihtinin bez torbaya basilmasi. (D-G) Elde edilen telemenin

pargalanmasi. (H-I) Plastik numune kabina basma.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Tablo 3.10: Peynir 6rnekleri ve peynirlerin iiretiminde kullanilan P. roqueforti

izolatlar1
Kod Ozellik P. roqueforti izolat1
Tz 4 °C’de 7 giin dinlendirilmis taze peynir -

TP1 Kontrol, kiif inokiile edilmeden 10 °C’de -
6 hafta olgunlagtirilmis peynir

TP3 Kiif inokiile edildikten sonra 10 °C’de CECT 2905
6 hafta olgunlagtirilmis peynir

TP5 Kiif inokiile edildikten sonra 10 °C’de 4K2
6 hafta olgunlastirilmis peynir

TP7 Kiif inokiile edildikten sonra 10 °C’de KP44
6 hafta olgunlastirilmis peynir

TP9 Kiif inokiile edildikten sonra 10 °C’de 26KK5A

6 hafta olgunlastirilmis peynir

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.2.13. Peynirlerin Mikrobiyolojik ve Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Taze telemenin ve olgunlastirilan peynir 6rneklerinin toplam mezofilik aerobik bakteri
(TMAB), toplam maya-kif (TMK), toplam Lactobacillus (TLB) ve toplam
Lactococcus (TLC) sayimlar1 yapilmis ve pH, titre edilebilir asitlik (TTA), kuru madde

(KM), protein, yag, kiil ve tuz degerleri belirlenmistir.

Mikrobiyolojik analizler i¢in peynir ornekleri, 3.2.1°de verildigi sekilde homojenize
edilmis ve 10®ya kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmistir. Sonuglar, ilgili diliisyon

faktorii kullanilarak log kob/g olarak hesaplanmistir.

3.2.13.1. Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri (TMAB) Sayim

Seri diliisyonlardan, plate count agar (PCA) besiyerlerine 0,1 mL aktarilarak yayma
yontemiyle ekim yapilmigtir (Cakir, 2018). Petriler 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir
(Alwazeer vd., 2020).

3.2.13.2. Toplam Maya-Kiif (TMK) Sayim

Seri diliisyonlardan, PDA besiyerlerine 0,1 mL aktarilarak yayma yontemiyle ekim
yapilmistir. Petriler 25 °C’de 5 giin inkiibe edilmistir (Cakir, 2018).

54



3.2.13.3. Toplam Lactobacillus (TLB) sayim

Seri diliisyonlardan, de Man Rogosa Sharpe (MRS Agar) besiyerlerine 0,1 mL
aktarilarak yayma yontemiyle ekim yapilmistir. Petriler 37 °C’de 48 saat, anaerobik
ortamda inkiibe edilmistir (Turgut vd., 2012).

3.2.13.4. Toplam Lactococcus (TLC) sayimi

Seri diliisyonlardan, M-17 Agar besiyerlerine 0,1 mL aktarilarak yayma yontemiyle
ekim yapilmustir. Petriler 30 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir (Akoglu vd., 2017).

3.2.13.5. pH Degerinin Belirlenmesi

Peynir 6rneklerinden 10 g alinarak, bir beherde 10 mL saf su ile homojenize edilmis
ve peynirlerin pH degerleri, pH metre (HI 2211-02, Hanna Instruments, ABD) ile
Ol¢tilmiistiir (Ozturkoglu-Budak vd., 2016b).

3.2.13.6. Titre Edilebilir Asitligin Belirlenmesi

Peynir 6rneklerinden 10 g tartilarak, porselen havana aktarilmistir. Ornekler, 6nceden
40 °C’ye getirilmis 105 mL saf su ile havanda iyice ezilmis ve filtre kagidindan
stizilmiistiir. Erlenlere, siiziintiiden 25 mL alinmis ve %1 fenolftalein indikatoriinden
2-3 damla eklenerek, 0,1 N NaOH ile titre edilmistir. Sonuglar, % laktik asit cinsinden
asagidaki formiil (3.1) ile hesaplanmistir (Cakir, 2018).

Vs x 0,009
—( ) X1

% Laktik Asit = 00

Vs = Harcanan 0,1 N NaOH miktart (mL) (3.2)

m = Tartilan peynir 6rnegi (g)

3.2.13.7. Kuru Madde Tayini

Desikatorde tutularak sabit tartima getirilen cam petrilere, peynir drneklerinden 5 g

tartilarak, 102 °C’de 4 saat etiivde bekletilmistir. Bu siire sonunda 6rnekler, desikatore
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alinarak sogutulmus ve sabit tartima getirilince tartilmistir. Orneklerin % kuru madde
(KM) miktari, asagidaki formiil (3.2) ile hesaplanmistir (Sahiner ve Yiiceer, 2024).

(m3 —m1l)

0, = "X
%o kM (m2 —m1)

100

m1l = Cam petri kabinin agirligi (g) (3.2
m2 = Ornegin ve cam petri kabmin agirligi (g)

m3 = Kurutulan 6rnegin ve cam petri kabinin agirlig: (g)

3.2.13.8. Protein Tayini

Peynir 6rneklerinde protein tayini, Kjeldahl metoduna gore yapilmistir (Lynch vd.,
2002; Hayaloglu vd., 2011). Homojenize edilmis peynir 6rneklerinden 0,5 g alinarak
Kjeldahl yakma tiiplerine aktarilmistir. Tiiplere 1’er tablet Kjeldahl katalizorii ve
derisik H2SOs’ten 10 mL eklenmis ve tiipler, yakma {initesine yerlestirilmistir.
Ornekler, 430 °C’de yakilmis ve yakma islemi sonucu yesil renk agiga cikmistir.
Tiipler, soguduktan sonra, destilasyon iinitesine alinmigtir. Destilasyon {iinitesinde,
toplama kab1 olarak bir erlen igerisine %4’liik borik asitten 25 mL eklenmis ve 0,2 mL
indikator ¢ozeltisi damlatilmistir. Sistemden tiip icerisine, 10 M NaOH ¢d6zeltisinden
20 mL cekilmis ve tiip siyah renk almistir. Erlen icerisindeki ¢dzelti, acik mavi
oluncaya kadar destilasyona devam edilmistir (yaklasitk 50 mL). Destilasyon
isleminden sonra, erlen sistemden alinarak 0,1 N HCI asit ile giil kurusu rengi olana
kadar titre edilmistir. Peynir orneklerindeki toplam azot, asagidaki formiil (3.3) ile

hesaplanmistir. Protein oran1 hesabinda ise, faktor olarak 6,38 kullanilmistir.

Vs X N X 0,014><

% Azot = 100

% Protein = % Azot X 6,38
Vs = Harcanan HCI ¢6zeltisi miktar1 (mL) (3.3)
N = Harcanan HCI ¢ozeltisi normalitesi

m = Tartilan 6rnek miktari (g)
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3.2.13.9. Yag Tayini

Peynir 6rneklerinde yag tayini, Gerber (Van Gulik) metodu ile yapilmistir (Ardo ve
Polychroniadou, 1999; Hayaloglu vd., 2011). Peynir 6rneklerinden 3 g, biitirometrenin
behercigine tartilmis ve agzi sikica kapatilmistir. Biitirometrenin iist tarafindan,
%9011k H2SO4’ten 10 mL eklenmistir. Biitirometre, 65 °C’de su banyosunda, peynir
tamamen ¢oziinene kadar alt {ist edilerek bekletilmistir. Daha sonra, biitirometrenin
iist tarafindan 1 ml amil alkol eklenmis ve biitirometre hafifce calkalanmistir. Birkag
kez alt iist edildikten sonra, biitirometre tekrar 65 °C’de su banyosunda bekletilmis ve
orneklerin iyice ¢oziinmesi saglanmistir. Biitirometreler, 1200 rpm’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Santifiijlenen biitirometreler, 65 °C’deki su banyosuna tekrar alinmis ve

skaladan direkt % yag oran1 belirlenmistir.

3.2.13.10. Kiil Tayini

Porselen krozelere 3 g tartilan peynir 6rnekleri, 550 °C’de kiil firininda yakilmistir.
Sogutulan Ornekler, desikatdrde sabit tartima getirildikten sonra tartilmistir. Kiil
miktar1, asagidaki formiil (3.4) kullanilarak, % olarak belirlenmistir (Cakir, 2018;
Hayaloglu vd., 2011).

) m3 —m2
% Kiil :TX 100

m1 = Ornek miktari (g) (3.4)
m2 = Krozenin agirhig (g)

m3 = Yakma islemi sonrasi 6rnegin ve krozenin agirlig: (g)

3.2.13.11. Mohr Yontemi ile Tuz Tayini

Porselen havanda, 5’er g peynir 6rnegi, kaynatilmis saf su ile iyice ezilmistir. Bu islem,
suyun yavas yavas eklenmesiyle birka¢ kez tekrarlanmistir. Sivi1 kisim, 500 mL’lik bir
balon jojeye aktarilmistir. S1vi kisim oda sicakligina gelince, balon jojenin hacmi 500
mL’ye saf su ile tamamlanmistir. Bu kisimdan 25 mL alinarak erlene aktarilmis ve
lizerine %5’lik K2CrOs ¢ozeltisinden 1-2 damla eklenmistir. Ornek, kiremit rengi olana
kadar 0,1 N AgNO: ile titre edilmistir. Tuz miktari, % olarak asagidaki formiil (3.5)
ile hesaplanmistir (Hayaloglu vd., 2011).
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Vs x 0,0585
—X

% Tuz = 100

Vs = Harcanan 0,1 N AgNOg ¢ozeltisi miktart (mL) (3.5)

m = Tartilan 6rnek miktari (g)

3.2.14. Peynirlerde Ucucu Bilesen Analizi

Peynir orneklerinden 3’er g alinarak, 20 mL’lik headspace viallerine aktarilmistir.
Analiz oncesi Ornekler, -80 °C’de saklanmis ve analizden 16 saat once 4 °C’ye
almmustir (Caron vd., 2021). Peynirlerin ugucu bilesen analizleri, 3.2.10.5’°¢ gore

yapilmistir.

3.2.15. Peynirlerde Rokfortin C ve Mikofenolik Asit Analizi

Peynir drneklerinden 4’er g alinarak, tizerine %0,1 formik asit iceren ACN’den 25 mL
eklenmis ve drnekler homojenize edilmistir (Fontaine vd., 2015b). Orneklere 10 mL
hekzan eklenmis ve karisim, 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi,
Sekil 3.7°de verilen lst faz (hekzan fazi) atilarak, alt faz (ACN fazi), 0,45 uM CA
filtreden gegirilmistir. Filtrelenen ACN fazindan 5’er mL cam tiiplere alinmig, azot
gaz1 altinda 50 °C’de evapore edilmistir. Kalan kisim, 2’ser mL metanol ile
¢ozlindiiriilmiis ve bu kisim viallere alinmistir. Peynir ekstraktlarinda mikotoksinlerin

belirlenmesi, 3.2.10.6’da belirtildigi gibi yapilmistir.
r y
——» Hekzan faz

ACN faz1

Sekil 3.7: Peynir ekstraktlarinda santrifiij sonrasi faz ayrimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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3.2.16. istatistiksel Analizler

Analizler ii¢ paralel ile gerceklestirilmistir ve elde edilen veriler, varyans analizi
(ANOVA) ve temel bilesen analizi (PCA) ile Minitab 18 (versiyon 18.1) programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Ortalamalar arasindaki onem dereceleri ise Tukey

coklu karsilastirma ile %95 giiven araliginda belirlenmistir.
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DORDUNCU BOLUM
BULGULAR VE TARTISMA

Geleneksel Tiirk kiiflii peynirlerinden elde edilen izolatlarin tanimlanmasi, P.
roqueforti izolatlarinin genetik, teknolojik ve metabolit iiretme o6zelliklerinin

belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarin sonuglari, asagida verilmistir.

4.1. Kiif izolatlarmin Tanimlanmasi

Peynir orneklerinden (n = 30), her bir peynirden en az iki izolat olmak iizere, 82 kiif

ve 4 maya, PDA {izerinde koloni morfolojilerine gore segilerek izole edilmistir.

4.1.1. izolatlarin rep-PCR ile Analizi

Saflastirilan 86 izolat, 6n tanimlama igin rep-PCR ile analiz edilmistir. Izolatlar, daha
once Konya Kiifli (KP kodlu) (Seri ve Metin, 2021) ve Rize-Ardesen Golot (Metin,
2020) peynirlerinden izole edilmis ve tanimlanmis 67 kiif ve 11 maya izolat1 ile agaroz
jelde yiiriitiilmiis ve band paternleri arasindaki farkliliklar incelenmistir (EK3). Sekil
4.1°de baz1 peynir izolatlarinin rep-PCR jel goriintiisii verilmistir. Buna gore, 86 izolat
arasinda 13 farkli band paterni tespit edilmistir. Rep-PCR’a gore farkli band paternleri

sergileyen izolatlar ile, tanimlama igin ITS ve benA PCR analizlerine gegilmistir.
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P, roqueforti
P, roqueforti

|
lx
I} || P, solitum
|

- Talaromyces sp.

 Alternaria sp.
4. P. roqueforti

‘ P. roqueforti
P, biforme

3000 bp

1500 bp

1000 bp

Sekil 4.1: Bazi kiiflii peynir izolatlarinin (GTG)s rep-PCR jel goriintiisii. NK: Negatif
kontrol; bp: baz ¢ifti; kb: kilobaz. Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini

ifade etmektedir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.1.2. ITS ve benA PCR ile Dizi Analizi Sonuglar:

Izolatlar, ITS ve benA bélgelerinin amplifikasyonuyla tanimlanmistir. Sekil 4.2°de
bazi izolatlarin ITS ve benA amplikonlarmin jelde goriintiisii verilmistir. ITS

amplikonlar1 500-600 bp arasi, benA amplikonlari ise, 400-500 bp boyutlarindadir.
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Sekil 4.2: Bazi izolatlarin ITS ve benA amplikonlarinin agaroz jel goriintiisii. NK:
Negatif kontrol; bp: baz cifti; kb: kilobaz. Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat

isimlerini ifade etmektedir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Izole edilen 82 kiif izolatindan 66°s1 P. roqueforti (%76,6), 3’ii P. biforme (%3,5), 3’ii
P. crustosum (%3,5), 2’si P. paneum (%2,3), 2’si P. nordicum (%2,3), 1’1 P.
brevicompactum (%1,2), 1’i P. roseomaculatum (%1,2), 1’i Alternaria sp. (%1,2), 1’i
Albifimbria verrucaria (%1,2), 1’1 Cladosporium sphaerospermum (%1,2) ve 1’i
Talaromyces sp. (%1,2) olarak belirlenmis ve caligmada toplam 11 kiif tiirii tespit
edilmigtir. Dort maya izolatindan ise, 2’ser Geotrichum silvicola (%2,3) ve
Kluyveromyces lactis (%2,3) tanimlanmistir. Calisma kapsaminda tanimlanan 86

izolat, Tablo 4.1’de verilmistir.
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Tablo 4.1: Peynir izolatlar1 (n = 86) ve Tanimlama Y dntemi

Tanimlama Yontemi

Say1 | lzolat Izolasyon Tiir ITS benA Parmak iz NCBI ID
Kaynagi Analizi
1 1KC3A Alternaria sp. MK649970 (%99,62) 0Q194077
2 1KC4B | Kiifli Civil-1 | Talaromyces sp. LT559088 (%94,22) 0Q565152
3 1KC5H | (Erzurum) Penicillium roqueforti KM503650 (%100) 00Q565165
4 1KC5F Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
5 2KC5B | Kiifli Civil-2 | Penicillium roqueforti KM503650 (%99,04) 00Q565192
6 2KC5H | (Erzurum) Penicillium rogueforti KM503650 (%100) 00Q565166
7 2KC5I Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
8 3KC5A | Kiifli Civil-3 | Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
9 3KC5L | (Erzurum) Penicillium roqueforti KM503650 (%100) 0Q565167
10 [ 4KC5G | Kiifli Civil-4 | Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
11 | 4KC5L | (Erzurum) Penicillium roqueforti KM503650 (%99,28) 00565191
12 | 5KC5A | Kiifli Civil-5 | Penicillium roqueforti KM503650 (%99,28) 00Q565188
13 | 5KC5B | (Kars) Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
14 | 5KC5D Penicillium rogueforti (GTG)5 & M13F
15 | 6S15A | Kifli Civil-6 | Penicillium biforme MN969373 (%99,28) 0Q565158
16 | 6S15B | (Erzurum) Penicillium roqueforti KM503650 (%99,26) 00565189
17 | 6S15C Penicillium rogueforti (GTG)5 & M13F
18 | 7S45A Kluyveromyces lactis | NR 166044 (%99,53) 00194078
19 | 7S45B Kiifli Civil-7 | Geotrichum silvicola | NR 077071 (%98,46) 00194079
20 | 7S45C (Erzurum) Penicillium roqueforti KM503650 (%99) 00565190
21 | 7S45D Penicillium rogueforti (GTG)5 & M13F
22 | 7S45E Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
23 | 8CO5A Penicillium roqueforti KM503650 (9%100) 00565168
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGSH4V72016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGSTJ4W9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGSX8ND1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VGT3K0KV013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGT92SKP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGTCY1ZX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN969373.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGTJ75PD016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VGTTMHY201N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_166044.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGNBVR9F013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_077071.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGNTHNZE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VGU8C0D3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VGUDBAG1016

24 | 8CO5B | Kiifli Civil-8 | Penicillium roqueforti KM503650 (%99,28) 0Q565186
(Erzurum)
25 | 9CA4A Geotrichum silvicola | NR 077071 (%98,46) 0Q194080
26 | 9CALB Penicillium roqueforti KM503650 (%699,26) 0Q565187
27 | 9CA5C | Kifli Civil-9 | Penicillium paneum AY674387 (%99,76) 0Q565163
28 | 9CA5D | (Erzurum) Kluyveromyces lactis | NR_166044 (%99,55) 00194081
29 | 9CA5SE Penicillium roqueforti KM503650 (%99,27) 00Q565184
30 | 10F5A | Kifli Civil-10 | Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
31 | 10F5B (Erzurum) Penicillium roqueforti KM503650 (%99,27) 00Q565185
32 | 11KD5A | Kiifli Civil-11 | Penicillium roqueforti KM503650 (%99,26) 00565183
33 | 11KD5B | (Erzurum) Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
34 | 12KS5A | Kiifli Civil-12 | Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
35 | 12KS5B | (Erzurum) Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
36 | 13NGA Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
37 | 13N6B | Kiifli Civil-13 | Penicillium KF499573 (%99) 0Q565153
(Erzurum) brevicompactum
38 | 13N5C Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
39 | 13N5D Penicillium roqueforti KM503650 (%99,23) 00Q565182
40 | 14S5A Kiifli Civil-14 | Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
41 | 14S5B | (Erzurum) Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
42 | 14S5C Penicillium rogueforti KM503650 (%99,26) 0Q565169
43 | 15YASA | Kiifli Civil-15 | Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
44 | 15YA5B | (Erzurum) Penicillium rogueforti MN969396 (%99,25) 0Q565170
45 | 16KC5A | Kiifli Civil-16 | Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
46 | 16KC6B | (Kars) Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
47 | 17TECAA | Kiifli Civil-17 | Penicillium paneum AY674387 (%100) 0Q565164
48 | 17EC4B | (Erzurum) Penicillium roqueforti KM503650 (%99,50) 00Q565180
49 | 17EC5C Penicillium roqueforti KM503650 (%99,50) 00565181
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VGUK3Z13013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_077071.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGRH3VE3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VGUPXE4Y013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY674387.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGUWJMD1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_166044.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGRRCJXD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VGV3TNRC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VGV6VJWP01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VGVA8HNN01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF499573.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGVP76BB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VGVXP34T013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VGW2WP8H013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN969396.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGW60J3J013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY674387.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGW9USWR016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGX5N408016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGX751Y9013

50 | 18KC5A | Kiifli Civil-18 | Penicillium roqueforti KM503650 (%99,50) 0Q565178
51 | 18K(C5B | (Kars) Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
52 18KC6C Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
53 | 19S8Z5A Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
54 | 19SZ5B | Kiifli Tulum- | Penicillium roqueforti KM503650 (%699,50) 0Q565179
55 | 19Sz6D | 19 (Sivas- Albifimbria KU845969 (%99,39) 0Q565151
Zara) verrucaria
56 | 19SZ6E Cladosporium AY361958 (%100) 0Q194082
sphaerospermum
57 | 20CE5A | Kifli Civil-20 | Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
58 | 20CE5B | (Erzurum) Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
59 | 21LE6A | Kifli Civil-21 | Penicillium roqueforti KM503650 (%99,50) 0Q565177
60 | 21LE6B | (Erzurum) Penicillium roqueforti KM503650 (%99,50) 0Q565175
61 | 22EE5A | Kiifli Civil-22 | Penicillium roqueforti KM503650 (%99,50) 0Q565174
62 | 22EE6B | (Erzurum) Penicillium roqueforti KM503650 (%99,50) 0Q565176
63 | 23SE5A | Kiifli Civil-23 | Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
64 | 23SE5B | (Erzurum) Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
65 | 24CK6A | Kiifli Tulum- | Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
66 | 24CK6B | 24 (Konya) Penicillium rogueforti (GTG)5 & M13F
67 | 25SK5A | Kiifli Tulum- | Penicillium crustosum MN969379 (%99,76) 00Q565156
68 | 25SK6B | 25 (Konya) Penicillium rogueforti (GTG)5 & M13F
69 | 25SK6C Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
70 | 26KK5A Penicillium rogueforti MN969396 (%99,51) 0Q565173
71 | 26KK5B | Kiifli Tulum- | Penicillium roqueforti MN969396 (%100) 0Q565172
72 | 26KK6C | 26 (Karaman) | Penicillium KT588913 (%99,75) 0Q565154
roseomaculatum
73 | 27LK6A | Kiifli Tulum- | Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
74 | 27LK6B | 27 (Konya) Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGXDP55X013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGXMW30G016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU845969.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGYAV53E016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY361958.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGRTUH6S013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGYJA2HK01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGYR31T701N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGYUBHJ701N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM503650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGYXTPXD016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN969379.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGZ77E6001N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN969396.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGZCDC2R01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN969396.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VGZJKS9F016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT588913.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VGZXK9AZ013

75 | 27LK6C Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
76 | 28DK2A | Obruk Tulum- | Penicillium biforme MN969373 (%100) 0Q565159
77 28DK2B | 28 (Divle) Penicillium nordicum MK675758 (%99,50) 00565161
78 | 28DK3C Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
79 | 28DK3D Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
80 | 28DK4E Penicillium nordicum MK675758 (%99,52) 00Q565162
81 | 29EK4A | Kiifli Tulum- | Penicillium biforme MN969373 (%99,51) 0Q565160
82 | 29EK5B | 29 (Konya) Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F
83 | 29EK5C Penicillium roqueforti MN96939 (%100) 0Q565171
84 | 30DB5A | Kiifli Tulum- | Penicillium crustosum MN969379 (%99,75) 0Q565155
85 | 30DB5B | 30 (Konya) Penicillium crustosum MN969379 (%99,26) 0Q565157
86 | 30DB5C Penicillium roqueforti (GTG)5 & M13F

Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN969373.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VH02MN6X016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK675758.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VH0CF65B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK675758.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VH0J7H0Z016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN969373.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VH0UC38P013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN969396.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VH0XNGYW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN969379.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VH12ZSAM016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN969379.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VH16KH37013

Calisma kapsaminda tanimlanan 82 kiifiin izole edildigi peynirlere gore dagilim,
Tablo 4.2°de verilmistir. Tiirkiye’de kiiflii peynirler, genellikle sekonder starter kiiltiir
kullanilmadan tiretilmektedir. Bu nedenle kiifler, mikrobiyotada siitten ya da peynirin
olgunlastigi ¢evreden bulagsmakta ve spontan gelismektedir. Tirkiye kifli
peynirlerinde, P. roqueforti baskin tiir olarak oOne ¢ikarken, P. biforme, P.
brevicompactum, P. chrysogenum, P. corylophilum, P. crustosum, P. expansum, P.
polonicum, P. rubens, P. spinulosum, P. solitum ve P. verrucosum gibi diger
Penicillium tiirleri de tanimlanmistir (Hayaloglu ve Kirbag, 2007; Sagdig vd., 2008;
Cakmake1 vd., 2012; Ozturkoglu-Budak vd., 2016a; Metin, 2020; Ertas-Onmaz vd.,
2021; Kirtil vd., 2021; Seri ve Metin, 2021). Penicillium cinsi disinda, peynirlerden
Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Mucor, Rhizopus, Scopulariopsis ve
Trichoderma cinsi kiifler de izole edilmistir (Hayaloglu ve Kirbag, 2007; Ozturkoglu-
Budak vd., 2016a; Seri ve Metin 2021).

Konya kiiflii peynirinden izole edilen P. crustosum ve Erzurum Kifli Civil
peynirinden izole edilen P. brevicompactum, Italyan ve Fransiz peynirlerinden de izole
edilmis olup, peynir kontaminanti olarak degerlendirilmistir (Garnier vd., 2017; Kure
ve Skaar, 2019). Karaman Kiiflii Tulum peynirinden izole edilen P. roseomaculatum
ise onceki ¢aligmalarda toprak, kereste, kuru iiziim gibi ortamlardan izole edilmistir
(Houbraken vd., 2014). Erzurum Kiiflii Civil peynirinden izole edilen P. paneum ise
P. roqueforti’ye oldukga yakin bir tiirdiir ve izolasyon kaynagi daha ¢ok toprak, silaj,
cavdar ekmegi gibi ortamlardir (Houbraken vd., 2010; Ogawa vd., 2014). Divle Obruk
peynirinden izole edilen P. nordicum suslarinin okratoksin {ireticisi oldugu ifade
edilmis olup, yine peynir kontaminanti olarak degerlendirilmistir (Hymery vd., 2014;
Leggieri vd., 2020). Sivas Zara kiiflii peynirinden izole edilen Albifimbria verrucaria,
Talaromyces sp. ve Alternaria sp. Tiirlerinin ise bitki patojeni oldugu bildirilmis olup
(Gullino vd., 2019; Houbraken vd., 2020; DeMers, 2022), peynire depolandigi

ortamdan gelen bir kontaminant olabilecegi diistiniilm{istiir.
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Tablo 4.2: Kiif izolatlarinin (n = 82) peynirlere gore dagilimi

Peynir Bolge Ornek | Kiif Tiirii
Cesidi Sayisi
Kiifli Civil | Erzurum 19 Penicillium roqueforti (n=42)

Penicillium paneum (n=2)
Penicillium biforme (n=1)
Penicillium brevicompactum (n=1)
Alternaria sp. (n=1)

Talaromyces sp. (n=1)

Kars 3 Penicillium roqueforti (n=8)

KifliTulum | Sivas-Zara 1 Penicillium roqueforti (n=2)
Albifimbria verrucaria (n=1)
Cladosporium sphaerospermum (n=1)
Konya 5 Penicillium roqueforti (n=10)
Penicillium crustosum (n=3)
Penicillium biforme (n=1)

Karaman 1 Penicillium roqueforti (n=2)
Penicillium roseomaculatum (n=1)
Divle 1 Penicillium roqueforti (n=2)

Penicillium nordicum (n=2)
Penicillium biforme (n=1)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
Calisma kapsaminda tanimlanan (n=66) ve onceki ¢alismalarda (Metin, 2020; Seri ve
Metin, 2021) izole edilen (n=54), toplam 120 P. roqueforti’nin izole edildikleri

peynirlere gore Tiirkiye haritasinda dagilimi Sekil 4.3’te verilmistir.

Sekil 4.3: P. roqueforti izolatlarinin (n=120) Tiirkiye haritasinda dagilimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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4.2. izole Edilen Peynir Kiiflerinin Genetik Ozellikleri

Bu galismada (Tablo 4.1) ve onceki ¢alismalarda (Metin, 2020; Seri ve Metin, 2021)
elde edilmis 120 P. roqueforti, 13 P. biforme, 3 P. crustosum, 2 P. nordicum, 2 P.
paneum, 1 P. brevicompactum, 1 P. roseomaculatum, 1 Alternariasp., 1 A. verrucaria,
1 C. cladosporioides, 1 C. macrocarpum, 1 C. sphaerospermum ve 1 Talaromyces sp.
olmak {iizere, 148 kiif izolatinin CheesyTer ve Wallaby bolgelerine sahip olup
olmadiklart PCR’da incelenmistir. Baz1 izolatlarin Wallaby (800-900 bp) ve
CheesyTer (400-500 bp) amplikonlarinin jel goriintiileri, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5te

verilmistir.

’ Negatif 12
Marker Kontrol KPIIE P14 kP15 KPI6  KPS3  3KCSL Marker Negatif kP12 KP13 KP4 Kp1s

Marker
Kontrol

Wa,llaby’ 1 Wallaby 2

1000 bp —
900 bp
800 bp

300 bp —
200 bp
100 bp

Negatif
cgoil KP12 KP13 KP14

Marker
KP16 KPS3 SKGL  Marker o ntrol KP15 KP16 KP53 3KC51

© Wallaby 2 Wallaby 3

Sekil 4.4: Baz kiif izolatlarinin Wallaby PCR amplikonlarinin jel goriintiisii. bp: baz
cifti. Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Negatif 5
Kontrol KP6 kpa kps KP10 4K2  KP7 KP4 Kp11 :"B:“'“l KPS KP10 KP9 KP6 KP7 KP4 pMarker
OoOnNtro!

CheesyTerl CheesyTer2

‘|‘ |
300-400 bp arasi 300 bp civan

aK2 KP11 Negatif  KP9

* Kontrol Marker KP11l KPS KP7 KP10 4K2 KP4

CheesyTer2 CheesyTer3 CheesyTer3

| \

| )
300 bp civan 200-300 bp civar )"

200-300 bp civari

Sekil 4.5: Baz1 kiif izolatlarinin CheesyTer PCR amplikonlarinin jel gériintiisii. bp:

baz ¢ifti. Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir.
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Taranan 120 P. roqueforti izolatinin hepsinde Wallaby ve CheesyTer bolgeleri tespit
edilmistir. Diger Penicillium tiirlerinden P. biforme’nin 11 izolatinda her iki bolge
tespit edilirken, iki izolatta (1K3 ve 28DK2A) sadece Cheesyter bolgesi tespit
edilmistir. Ug tiire ait izolatlarda, P. solitum (1K4)’da, P. paneum’un 1 izolatinda
(9CA5C) ve P. roseomaculatum (26KK6C)’da, sadece CheesyTer bolgesi
belirlenmigtir. P. crustosum’un iki izolatinda (25SK5A ve 30DB5B) ise, her iki bolge
tespit edilmistir. Dort izolattan (17EC4A, 28DK2B, 28DK4E ve 30DB5A) bu bolgeler
icin sonu¢ almamamis ve bu izolatlarin genomunda, bu boélgelerin bulunmadig:
sonucuna varilmistir. P. brevicompactum (13N6B)’da Wallaby0 primeri pozitif sonug
verdigi i¢in Wallaby bolgesi bulunmamaktadir ve CheesyTer bolgesi de tespit

edilememistir.

Dumas vd. (2020), 4 ayr1 P. roqueforti popiilasyonundan (agaglik alan, silaj, rokfor
peyniri ve diger kiifli peynirler) sadece rokfor olmayan diger kiiflii peynirlerde

Wallaby ve CheesyTer bolgelerinin var oldugunu gostermistir. Wallaby ve CheesyTer
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bolgelerinin varliginin, peynir ortaminda bazi tiirler i¢in adaptasyon avantaji sagladigi
diistiniilmektedir (Ropars vd., 2020a). Bulgular, P. roqueforti’nin, domestikasyon
siirecinde bu bdlgeleri, etkilesimde olduklar1 diger tiirlerden, genomuna yatay gen
transferiyle alarak peynir ortamina adaptasyon sagladigina isaret etmektedir. P.
roqueforti’de tespit edilen bazi yatay gen transfer bolgelerinin P. camemberti ve P.
biforme’den DNA transpozonlari ya da retrotranspozonlar ile aktarilmis olabilecegi ya
da bu tiirlerin paylastig1 ayni1 ekolojik niste ortak bir atadan gelmis olabilecegi ifade
edilmistir (Cheeseman vd., 2014; Ropars vd., 2015; Ropars vd., 2020b). Cheeseman
vd. (2014), diger Penicillium tiirlerinden P. solitum ve P. nordicum’da da Wallaby

bolgesini tespit etmislerdir.

4.3. P. roqueforti Peynir izolatlarinin Morfolojik ve Genetik Cesitliligi

Calisma kapsaminda (n=66) ve 6nceki ¢alismalarda izole edilerek tanimlanmis (Metin,
2020; Seri ve Metin, 2021) (n=54) toplam 120 P. roqueforti izolatinin morfolojik ve

genetik ¢esitlilikleri incelenmistir.

4.3.1. Izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

P. roqueforti izolatlarinin morfolojik ozellikleri PDA, MEA, YES ve OA
besiyerlerinde incelenmis ve izolatlar ¢ogunlukla birbirlerine benzer bulunmustur. P.
roqueforti 4K2 izolat1 ve ¢alisma kapsaminda tanimlanan 66 P. roqueforti izolatinin
dort besiyerinde koloni morfolojileri, EK4’te verilmistir. izolatlar arasinda morfolojik
farkliliklar, PDA besiyerinde ayirt edilebildiginden bu besiyeri iizerinden

degerlendirme yapilmistir.

Izolatlarin PDA {izerinde 6n yiizeyleri incelenmis ve kolonilerin renkleri, Ridgway
(1912) skalasindan goz ile kiyaslanarak gruplanmistir (Tablo 4.3). Daha 6nce Seri ve
Metin (2021)’in inceledigi Tulum peyniri 6rneklerinden elde edilen 53 P. roqueforti
izolati, pelin otu yesili, karaagag yesili ve krom yesili olarak 3 grupta toplanmistir. Bu
izolatlardan her bir grubu temsil eden KP14, KP19 ve KP52 izolatlar1 referans olarak
secilerek diger 67 P. roqueforti izolati gruplandirilmistir. izolatlar, PDA iizerinde
referans renk skalasinda pelin otu yesili (absinthe green), karaagag yesili (elm green),
krom yesili (chromium green), imparatorluk yesili (empire green), orman yesili (forest

green), kobalt yesili (Rinnemans’s green) ve Prusya yesili (Prussian green) olarak 7
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gruba ayrilmustir. izolatlar ayrica, PDA iizerinde koloni kenarlari toplu, dagimik sekilli,
pamuklu, sinirlandirilmis gelisme, Kenarlarinda tirtikli/ipliksi yapt ve dagilan yapi
gostermistir. KP14 ve 26KK5A, digerlerinden farkli olarak diizensiz sinirl bir tireme
paterni sergilemistir. 17EC4B ve 27LK6A kolonileri, PDA iizerinde dagilan bir yap1
gostermistir. 9CASE ve 13N5C izolatlari ise, PDA {izerinde eksiidat iiretmistir. Bu
izolatlar, farkli zamanlarda tekrar inokiile edilerek morfolojik 6zellikleri incelenmis,

yine ayn1 bulgular gézlenmistir.

Gillot vd. (2015), mavi damarli peynirlerden ve peynir dist ortamlardan izole ettikleri
P. roqueforti izolatlarinin morfolojik 6zelliklerini Czapek maya 6ziitii agar1 (CYA),
gliserol nitrat agar (G25N), MEA, PDA, YES ve kreatin sukroz agar (CREA)
kullanarak incelemis ve izolatlar arasinda en yiiksek cesitlilik gozlenen besiyerini
PDA olarak raporlamistir. Bu ¢alismaya gore, koloniler PDA’da acik yesil, gri, soluk
sar1, zeytin yesili ve koyu yesil tonlarinda; koloni dokusu ise kadifemsi, demet halinde
ve hafif pamuksu ozellikler goéstermistir. Tiirkiye peynirlerinden elde edilen P.
roqueforti izolatlarinin koloni morfolojileri, Gillot vd. (2015)’nin sonuglarina benzer

ozellikler sergilemistir.

Tablo 4.3: P. roqueforti izolatlarinin PDA besiyerinde gruplandirilmasi

Renk PDA (On)

Pelin otu yesili o, A 5
(Absinthe green) KP14 20CESA

QI

15YA5A 15YA5B 17ECS5C

.

21LE6A

18KC5C
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Karaagag yesili

(Elm green)

Krom yesili
(Chromium
green)

21LE6GB

7S45C
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22EE6B

19S75B

24CK6A

18KC5A

8CO5A

14S5A

16KC5A

19SZ5A

26KK6B

27LK6A

.

11KD5A

12KS5B

73




‘\

Imparatorluk n
yesili 25SK6B
(Empire green)

\
|
- l

Orman yesili — —— S N— - -
(Forest green) 7S45D 9CASE 13N5C 13N5D 14S5C

Kobalt yesili -
(Rinnemann’s 29EK5C
green)

Prusya yesili -
(Prussian green) 22EE5A

Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir.

4

29EK5B

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.3.2. izolatlarin Esey Tipleri

P. roqueforti izolatlar1 (n=120) i¢erisinde sadece 6 tanesinin MAT1-1 genotipine, yani
MAT1-1 esey tipine sahip oldugu, dolayisiyla MAT1-2 esey tipine sahip izolatlarin

Tiirkiye P. roqueforti izolatlarinin %95’ini olusturdugu saptanmistir.

Ropars vd. (2014), peynir ortamindan ve peynir dis1 ortamdan izole ettikleri 114 P.
roqueforti izolatini cluster A (sadece peynir suslari) ve cluster B (silaj, kereste, odun,
peynir, meyve ylizeyi, buzdolab1 i¢i vb.) seklinde kiimelendirerek esey tipini
belirlemiglerdir. Buna gore, Wallaby bolgesini bulunduran ve sadece peynir
izolatlarindan olusan cluster A’daki P. roqueforti izolatlarinin %91’inin esey tipi
MAT1-2, baz1 peynir ve diger ortamlardan gelen P. roqueforti suslarinin olusturdugu
cluster B’de ise suslarin %82’sinin esey tipini MAT1-1 olarak belirlemislerdir. Son
calismalarla, bu kiimelendirme gelistirilerek P. roqueforti’nin ii¢ii peynir ortamindan
gelen (Rokfor, Termignon ve mavi peynirler) ve ikisi peynir dig1 ortamdan gelen (silaj,

kereste, agaclik alan vb.) suslarindan olusan bes ayri popiilasyonu tanimlanmistir
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(Dumas vd., 2020; Crequer vd., 2023). Ropars vd. (2015), Wallaby ve CheesyTer
bolgelerini bulunduran ve daha sonra Rokfor olmayan mavi peynir popiilasyonunda
degerlendirilen, 141 P. roqueforti izolatindan 134’{inlin (%95) esey tipini MAT1-2;
Wallaby ve CheesyTer bolgelerini bulundurmayan Rokfor peyniri popiilasyonuna
dahil edilen 49 susun 40’1nin (%81,6) ise esey tipini MAT1-1 olarak tespit etmislerdir.
Buna gore, Tirkiye kiiflii peynir izolatlar1 (Tablo 4.4), Rokfor harici mavi peynir

izolatlar1 grubundakine benzer bir dagilim géstermistir.

Z1t esey tiplerine sahip, MAT1-1 ve MAT1-2 izolatlarinin, Erz. Kiif. Civil-13 (Nursem),
Sivas-Zara Kiiflii Peyniri-19, Konya Kiif. Tulum-29 (Eregli) peynirlerinde bir arada
bulundugu goézlenmistir. Benzer olarak Ropars vd. (2012b), ¢esitli tilkelerden gelen ti¢
peynir drneginde her iki esey tipinden izolatin bir arada bulundugunu belirtmislerdir.
Peynirlerde zit esey tipine sahip izolatlarin varligi, P. roqueforti’nin peynir ortaminda
eseyli iireme potansiyelini gostermektedir. Bu ¢alismada ve Ropars vd. (2012b)’de
eseyli lireme yapilari gézlenmemis olsa da; Ropars vd. (2014) calismalarinda, P.
roqueforti’nin eseyli iireme yetenegine sahip oldugunu belirtmislerdir. Peynirde zit
esey tiplerine sahip izolatlarin bir arada bulunmasi, Tiirkiye kiiflii peynirlerinin tiretimi

sirasinda bu izolatlari bir araya getiren uygun kosullarin olustugunu gostermektedir.

Tablo 4.4: Calismada kullanilan P. roqueforti izolatlarinin genetik 6zellikleri

Mikrosatelit
alel

: Wallaby/ | mpaC . |kombinasyonu .
No |izolat {(ZOlas}fon RAPD 2750| CheesyTer |delesyonu MAT aleli (Proq 01_3- Haplotip Kaynaklar

aynaglt bp Prog16-Proq

02_2)

1 KP1 - +/+ 2 2-6-10 HT1
2 KP2 - ++ 2 2-6-9 HT2
3 KP3 + ++ 2 2-6-2 HT3
4 KP4 - +/+ 2 2-6-9 HT2
5 KP5 - ++ 2 2-2-8 HT4
6 KP6 - +/+ 2 2-6-9 HT2
7 KP7 - ++ 2 2-6-9 HT2
8 KP9 - ++ 2 2-6-1 HTS5
9 KP10 - ++ 2 2-6-9 HT2
10 KP11 - ++ 2 2-6-9 HT2
11 KP12* - ++ 2 2-6-3 HT6
12 KP13 N - ++ 2 2-6-3 HT6 .

Konya Kiiflii Seri ve
13 [Kp1ar | - e 2 3-2-1 HT7 _ |Metin, 2021
14 KP15 - ++ 2 3-2-1 HT7
15 KP16 - +/+ 2 2-6-9 HT2
16 KP17 - ++ 2 2-6-9 HT2
17 KP18 - +/+ 2 2-6-9 HT2
18 KP19 - +/+ 2 2-2-7 HT8
19 KP20* - ++ 2 2-4-12 HT9
20 KP22 - +/+ 2 3-2-1 HT7
21 KP25* - ++ 2 2-2-2 HT10
22 |KP26 - +/+ 2 2-6-9 HT2
23 KP27* - ++ 2 2-6-9 HT2
24 KP28 - +/+ 2 2-2-2 HT10
25 KP30 - +/+ 2 2-4-11 HT11
26 KP31* + +/+ 2 2-4-11 HT11
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27 |KP32 n i+ - 2 2411 HT11
28 |KP33 ; +r - 2 2311 HT12
29 |KP34 } ++ N 2 2-69 HT2
30 |KP37 ; +r - 2 222 HT10
31 |KP38 + ++ N 2 2-69 HT2
32 |KP39 n +r - 2 269 HT2
33 |KP40 } ++ N 2 2-69 HT2
34 |KP4L } i+ N 2 2-6-10 HT1
35 |KP42 ; +r - 2 2416 HT13
36 |KP43 } ++ N 2 2-2-1 HT14
37 |KP44* ; +r - 2 2-113 HT15
38 |KP45 } ++ N 2 2-2-1 HT14
39 |KP47* ; +r - 1 249 HT16
40 |KP48 ; it - 2 222 HT10
41 |KP49 } ++ N 2 222 HT10
42 |KP50 ; +r - 2 222 HT10
43 |KP51 + ++ N 2 2-69 HT2
44 |KP52 ; +r - 2 1-42 HT17
45  |KP53 } ++ N 2 227 HTS
46 |KP54 } i+ N 2 222 HT10
47 |KP55 ; +r - 2 222 HT10
48 |KP56 } ++ - 2 222 HT10
49 |KP58* - ++ TE 2 6-6-12 HT18
50  |KP59* } +/+ N 2 6-6-12 HT18
51 |KP6L - ++ - 2 6-2-1 HT19
52 |KP62 - ++ - 2 4-2-1 HT20
53 |KP63 : ++ - 2 4-2-1 HT20
54 |aKk2* RizesArdesen - ++ TE 2 6-6-11 HT21  |Metin, 2020
Golot Peyniri
55 |1KC5H Erzurum - +/+ - 2 2-2-8 HT4
s6 |ikcsF |ufldCivild ; ++ - 2 3-6-2 HT22
57 |2KC5B Erzurum i +/+ - 2 2-6-9 HT?2
58 |2KC5H* |Kiiflii Civil-2 : +t 2 2 2-2-8 HT4
59 |2KC5I } ++ - 2 2-69 HT2
60 |3KCHA Erzurum + +/+ - 2 2-6-9 HT2
61 |akcsLx [KuMaCivil3 ++ - 2 142 HT17
62 4KC5G Erzurum - +/+ - 2 2-6-9 HT2
63 |akcsL [KumaCvil-4 |- 4+ - 2 2-6:9 HT2
64 |5KCBA __ |Kars Kifli - ++ - 2 2-6-1 HT5
65 |5KCSB _ |Civil-5 } ++ - 2 269 HT2
66 |5KC5D n ++ - 2 269 HT2
67 |6S15B Erzurum +/+ - 2 2-6-9 HT2
68 |esisc | UMl Civile ; 4 - 2 2-6-9 HT2
69 |7S45C Erzurum - ++ - 2 6-5-4 HT23
70 |7S45D*  |Kiiflii Civil-7 - ++ - 2 2-6-1 HT5
71 |7S45E ; ++ - 2 269 HT2 Bu calisma
72 |8COSA __ |Erzurum - ++ - 2 222 HT10
73 |scoss  |KUMICMIEE )+ + - 2 2-6-9 HT2
74 |9CASB* _|Erzurum - ++ - 2 6-5-4 HT23
Kiifli Civil-9 ;
75 |9CASE ++ - 2 2-6-1 HT5
76 |10F5A Erzurum - ++ - 2 222 HT10
Kiifli Civil- +
77 |10F5B 10 ++ - 2 2-69 HT2
78 |11KD5A  |Erzurum - +/+ - 2 2-6-9 HT2
Kiifli Civil- :
79  |11KDsB* |11 ++ . 2 2-6-10 HT1
80 12KS5A Erzurum - +/+ - 2 2-6-10 HT1
Kiifli Civil- -
81 |12kssB |12 ++ . 2 2-69 HT2
82 |13NSA _ |Erzurum } ++ - 1 6-5-4 HT23
83 |13NSC  |Kiiflii Civil- : ++ - 2 2-6-1 HT5
g4 |1ansD | - ++ . 2 2-6-9 HT2
85 |14S5A } ++ TE 2 269 HT2
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86 [14S5B Erzurum ++ : 2 2-2-3 HT24
Kiiflii Civil-

87 |14s5C 14 ++ - 2 2-6-10 HT1

88 |15YASA _|Erzurum ++ B 2 2-6-9 HT2
Kiiflii Civil-

89 |15YASB* |15 ++ - 2 2-6-9 HT2

90 [16KC5A _|Kars Kiiflii ++ TE 2 6-6-11 HT21

o1 |1ekces |CVVIlFI6 + - 2 5-4-19 HT25

92 |17EC4B* |Erzurum ++ B 2 5-5-18 HT26
Kiifli Civil-

93 |17EC5C |17 ++ - 2 2-6-7 HT27

94 |18KC5A _ |Kars Kifli ++ - 2 2-6-1 HT5

95 [18KC5B__ |Civil -18 ++ - 2 2-6-1 HT5

96 |18KC6C ++ TE 2 6-6-11 HT21

97 [19SZ5A _ |Sivas-Zara ++ - 1 6-55 HT28
Kiifli Tulum-

98 [195z5B |19 ++ - 2 2-6-9 HT2

99 |20CE5A Erzurum ++ - 2 2-6-1 HT5
Kiifli Civil-

100 |20CE5B |20 ++ - 2 2-6-9 HT2

101 [21LE6A _ |Erzurum ++ - 2 2-69 HT2
Kiiflii Civil-

102 |21LE6B |21 ++ . 2 2-6-9 HT2

103 |22EE5A* |Erzurum +/+ - 2 2-6-9 HT2
Kiiflii Civil-

104 |22EE6B |22 ++ - 2 2-6-9 HT2

105 [23SE5A__|Erzurum ++ £ 1 2-4-15 HT29
Kiiflii Civil-

106 |23SE5B |23 ++ - 1 2-4-12 HT9

107 |24CK6A  |Konya Kiifli ++ - 2 2-7-1 HT30
Tulum-24

108 |24CK6B  |(kdyler) ++ - 2 2-4-2 HT31

109 |25SK6B__ |Konya Kiiflii i+ - 2 2-6-10 HT1

110 |255K6C | TUUM-25 +1+ - 2 2-4-12 HTO
(kdyler)

111 [26KK5A* |Kiifli ++ - 2 1-2-17 HT32
Karaman

112 |26KK5B  |Tulum-26 +/+ - 2 2-4-8 HT33

113 |27LK6A  |Konya Kiifli ++ - 2 5-5-18 HT26

114 [27LK6B__|Tulum-27 ++ TE 2 6-6-11 HT21

115 |27ikec  |(KOVIeD +H+ - 2 2-6-9 HT2

116 |28DK3C  |Divle Obruk +/+ - 2 2-2-2 HT10

117 |28Dk3p | TUMuMu-28 + - 2 2-6-9 HT2

118 |29EK5B Konya Kiiflii ++ - 2 2-6-13 HT34

119 |29EK5C [1Ulumu-29 ++ - 1 2-5:6 HT35
(kdyler)
Konya Kiiflii

120 |30DB5C  |Tulum-30 ++ - 2 2-6-14 HT36
(kdyler)

Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir.

* Filogenetik analizler i¢in segilen izolatlar

bp: baz cifti; TE: Tespit edilemedi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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4.3.3. izolatlarin Yatay Gen Transfer Bolgeleri (Wallaby ve CheesyTer)

Yatay gen transfer bolgeleri, Wallaby ve CheesyTer, tiim P. roqueforti izolatlarinda (n
= 120) tespit edilmistir (Tablo 4.4). Bu a¢idan Tiirkiye kiiflii peynirlerine has P.
roqueforti izolatlari, W+C+ olan P. roqueforti popiilasyonuna (Rokfor harici mavi
peynir izolatlar1) yakinlik gostermektedir (Ropars vd., 2014; Dumas vd., 2020;
Crequer vd., 2023).

4.3.4. izolatlarin mpaC Gen Bolgesi

P. roqueforti izolatlariin mikofenolik asit biyosentezinde 6nemli rol oynayan mpaC
genindeki delesyonun varligi, Dog. Dr. Banu Metin’in danismanliginda “Tiirkiye kiiflii
peynirlerinden elde edilen P. roqueforti izolatlarinin mikofenolik asit biyosentez geni
mpaC'deki delesyon varlig1 yoniinden incelenmesi” baslikli TUBITAK 2209-A projesi
kapsaminda yapilmis ve calisma sonuglar1 Tablo 4.4’¢ ve filogenetik agaglara
eklenmistir (Kirtil vd., 2024). Bu projede, Rokfor harici mavi peynir izolatlarinin
(Gllot vd., 2017; Crequer vd., 2023) aksine ¢ogu Tiirkiye izolati (114/120), Wallaby
ve CheesyTer varligi ile iligkili mpaC gen delesyonunu gostermemistir. S6z konusu
projede, sonu¢ alinamayan 6 izolatin primer baglanma yerlerindeki polimorfizmler
veya mpaC geninin yoklugu nedeniyle, PCR {iriinii vermedigi 6ngdriilmiistiir. Tiirkiye
izolatlarinin Wallaby ve CheesyTer bdlgesini tasimasina ragmen, mpaC geninde 174
bp’lik delesyonun olmamasi, Gillot vd. (2017a)’nin ¢alismasindaki izolat gruplarindan
ayirmaktadir. Ancak, bu izolatlar Crequer vd. (2023)’iin ¢alismasindaki Termignon

izolatlarina benzemektedir.

4.3.5. izolatlarm RAPD-PCR ile Parmak izi Analizi

Izolatlarn RAPD-PCR ile parmak izi analizinde tiir bazinda ayrimin yan sira bazi P.
roqueforti izolatlarinin sus bazinda ayrimi saglanmistir. Sekil 4.6’te baz1 P. roqueforti
izolatlarinda g6zlenen 2750 bp civari bant, ok ile gosterilmistir. Bu bantin goriildigi
13 izolat Tablo 4.4’te verilmistir. M 13 primerinin farkl kiif/maya tiirlerini birbirinden
gayet net bir sekilde ayirdigi da goriilmektedir (Sekil 4.6). Tim kif ve maya
izolatlarinin RAPD-PCR jel goriintiileri EKS5’te verilmistir.
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P. roqueforti
P. roqueforti
T. kabodanensis
P. roqueforti
P. roqueforti
P. roqueforti
P. roqueforti
P. roqueforti
P. roqueforti
P. roqueforti

=<
-
©
=
T

. cladosporioides
P. membranifaciens

AP. roqueforti
P. roqueforti
P. roqueforti
P. roqueforti
P. roqueforti
P. roqueforti
P. roqueforti

P. paneum

P. roqueforti

P. roqueforti

P. roqueforti

P. roqueforti

P. roqueforti

P. roqueforti

G. candidum

P. roqueforti

i
v

CETTHCIE
FETRELE

(B) (C) (D)
Sekil 4.6: Bazi izolatlarin RAPD-PCR amplikonlarinin agaroz jelde goriintiisii. bp:

baz c¢ifti; kb: kilobaz. Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade

etmektedir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.3.6. izolatlarin Mikrosatelit Analizleri ile Gruplandirilmasi

Calisma kapsaminda, P. roqueforti suslari igin polimorfik oldugu tespit edilmis 3
mikrosatelit bolgesi (Progl6, Prog01_3 ve Proq02_2) kullanilarak popiilasyon yapisi
degerlendirilmistir. Progl6 ve Prog01_3 bolgeleri ile 120 izolatta PCR’da sonug
alinmis ve bu izolatlar dizi analizi sonrasi hizalanmig ve ayni dizilimi verenler kendi
icinde gruplandirilmistir. Proq02_2 boélgesinde ise, tekrarli diziler oldukga fazla
oldugundan, dizi analizinde iyi sonu¢ alinamamistir. Bu bolgede suslarin

gruplandirilmasi, dizi analizi sonucu belirlenen referans suslarin PCR iiriinleriyle
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beraber (bant biiyiikliikleri karsilastirilarak) %2’lik jelde yiiriitiilmesiyle yapilmistir
(Sekil 4.7).

o
L
.
w
&
~

Sekil 4.7: Baz1 P. roqueforti izolatlarinin Prog02_2 boélgesine ait PCR {irlinlerinin
%?2’lik agaroz jelde goriintiisii. Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade

etmektedir.
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Progl6, Proq01_3 ve Progq02_2 bolgelerindeki tekrar sayilarinin izolatlar arasinda
farklilik gostermesi (degisik alellere sahip olmalar1) sebebiyle, farkli gruplar
olugsmustur. P. roqueforti izolatlarinin mikrosatelit bolgelerinde yer alan tekrar dizileri
ve her bir lokusta gozlenen alel (grup) sayisi, Tablo 4.5’te verilmistir. Proq01_3 ve
Progl6 lokuslarinin hizalanmasi sonrasi alellerin gdsterimi, sirasiyla, Sekil 4.8 ve

Sekil 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.5: P. roqueforti izolatlarinin mikrosatelit dizilimine gore alel gruplari

Mikrosatelit Lokusu Tekrar Dizilimi Alel (Grup) Sayisi
Prog01_3 (AGGAAGQG), ve (AAGA), 6
Progl6 (CTT)n 7
Prog02_2 (AGAGCC), 19

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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m M11: Alignment Explorer (PROQ01_3 120 izolatDEM.mas)
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
08 mE»e|r:t «0XKBxQ+H|ar @& 32

— Alel 2

T Alel 1

Sekil 4.8: P. roqueforti izolatlarinin Prog01 3 lokusundaki alellerinin goésterimi.

Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

81



[0 1411 Alignement Explarer (Proq16 sequences ras)

Data  Edt  Seach  Algnment  Web  Sequencer  Display  Help
fe@B=EBwBA YLl rt «0xXBxa+fHar @3 aag
DNA Sequences Translated Protein Sequences

— Alel 6

43 6515CPRDQYE
44 TS FROE
45 B0OS8.PROGIE)
45 9CASE PROGIE

| s : L Alel 5

— Alel 4

""""" Alel 3

Sris G e sy L Alel 2

------------------------ > Alel1l
Sekil 4.9: P. roqueforti izolatlarinin Proq16 lokusundaki alellerinin gosterimi. Rakam

ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Tablo 4.4’te her bir mikrosatelit alel kombinasyonu, bir haplotipi (HT) temsil
etmektedir. Mikrosatelit analizi sonucu, 120 P. roqueforti izolat1 arasinda 36 HT tespit
edilmistir (Tablo 4.4). HT2, 42 izolat ile popiilasyonun %35’ini temsil etmis ve bunu
strastyla, HT10 (%10), HTS (%7), HT1 (%5) ve HT21 (%3) takip etmistir. Bu 5 HT,

izolatlarin %60’ 1n1 olusturmus ve 19 HT, yalnizca bir izolat i¢ermistir.

Gillot vd. (2015), farkli mavi peynirlerden ve peynir dis1 ortamlardan elde edilen 164
P. roqueforti izolat1 arasinda, dort mikrosatelit bolgesine gore (progl6, progl?,
proq01_3 ve proq02_2), 28 HT belirlemislerdir. Ayni ¢alismada, 140 mavi peynir
izolatinda 13 HT, 24 peynir dis1 ortamdan gelen izolatta ise 15 HT tespit etmislerdir.
Tiirkiye kiflii peynir izolatlarindaki HT sayisinin, Gillot vd. (2015)’in

calismasindakinden fazla olmasinin nedeni, sekonder starter kullanilmamasi olabilir.

Bazi peynirlerde (n = 19), P. roqueforti’nin birden fazla HTye sahip susu bir arada
tespit edilmistir. Ornegin Tablo 4.4’e gore, Erzurum Kiiflii Civil-1 peynirinde HT4 ve
HT22 olmak {izere, iki farkli HT ye sahip suslar bulunmustur. Erzurum Kiiflii Civil
(7,13 ve 24) ve Konya Kiiflii-27 peynirlerinde, ti¢ farkli HT ye sahip suslar bir arada
belirlenmistir. Bu ¢esitlilik, Tiirkiye kiiflii peynirlerinde genellikle sekonder starter
kullanilmayip, peynirin olgunlagma siirecinde ortamdan gelen kiiflerin peynirde
spontan gelismesinden kaynaklanmis olabilir. Bdylece, c¢esitli suslar peynirde

gelismis, hatta baz1 6rneklerde zit esey tipine sahip suslar da bir arada geligmistir.

Popiilasyonda farkli kiimeler varsa belirlemek tizere, her bir P. roqueforti izolatinin
alel gruplar1 Structure yazilimina girilmistir. Yazilim parametrelerinde, 1 ile 10
arasinda degisen kiimelenme sayilari (K) kullanilarak on bagimsiz analiz yapilmistir.
Structure Harvester yaziliminda ise, optimal K degeri (K = 2) belirlenmistir (Sekil
4.10A). Boylece alel profillerine gore, peynirlerden izole edilen P. roqueforti
izolatlarinin 2 kiimede toplandig: tespit edilmistir (Sekil 4.10B). MAT1-1 esey tipine
sahip 6 izolat, 1.grupta toplanirken, Kiiflii Civil peyniri izolatlarinin %66’s1, Kiifli
Tulum peyniri izolatlarinin %66,7’si ve 1 Golot peyniri izolati da 1. grupta yer almistir.
Boylece, peynir tiiriine dayali bir kiimelenme goézlenmemistir. Civil ve Tulum
peynirlerinin tiretiminde farkl teknikler ve siit kaynaklar1 kullanilsa da, bu peynirlerde
izole edilen P. roqueforti gesitliliginde ve HT dagiliminda net bir ayrim tespit
edilmemistir. Bu duruma, suslarin siit ya da olgunlagma yerleri gibi ortak kaynaklardan
gelmesi neden olabilir. Ayrica, nem ve sicaklik gibi benzer ¢evresel kosullar, benzer

suslarin peynirde gelismesini saglayabilir. Bazi peynir {ireticileri, daha dnce ellerinde
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olan kiiflii bir peyniri, geri besleme (back-slopping) tekniginde oldugu gibi, iirettikleri
peynire bulastirabilir.

A DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
120

100

Delta K

20

4
K

1.00
0.80
0.60
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Sekil 4.10: P. roqueforti izolatlarinin (n =120) popiilasyon yapisi. (A) Evanno
metoduna gore, Structure Harvester yaziliminda belirlenen optimal K degeri (K=2).
(B) Izolatlarin, Bayesian metodu kullanilarak Structure yaziliminda kiimelenmesi.

Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir.
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Izolatlarin popiilasyon yapisin1 daha detayli incelemek igin, mikrosatelit datasetleri
GenAlEx yazilimina aktarilmig ve bir uzaklik matriksi olusturulmustur. Bu matriks,
Neighbor-Net metodu kullanilarak Splitstree yaziliminda Sekil 4.11°de verilen
diyagrama doniistiirillmiistiir. Her haplotipin bir dali olusturdugu bu diyagram, sinirl
rekombinasyona (6riimcek agina benzeyen bolgeler) ve belirli dallarda toplanan
izolatlar oldugunu gostermektedir. HT2 ve HT10 gibi yaygin HT lerin olusturdugu
dallarda, belirgin bir klonal yap1 gézlemlenmistir. Ozellikle endiistri agisindan nemli
funguslarda, funguslar mitoz bolinme ile eseysiz iireyebildikleri i¢in, dogal
popiilasyonlarda klonal bir yapinin olmasi beklenmektedir (Xu, 2006). Bu diyagrama
gore, izolatlar Structure yaziliminda oldugu gibi iki ayr1 gruba ayrilmistir. Farkli

yorelerin peynirlerine (Erzurum, Kars, Konya, Sivas-Zara, Karaman, Divle Obruk) ait
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izolatlarin, burada da iki grup arasinda rastgele dagildiklar1 gorilmektedir. MAT1-1
esey tipine sahip alt1 izolat (mavi ile gosterilmistir) da 1. grupta yer alirken, 2. gruptaki
izolatlarin hepsi MAT1-2 esey tipine sahiptir. En sik rastlanan haplotipleri temsilen

secilen 20 izolat (sar1 renkli) ile filogenetik analizler yapilmustir.
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9CASB, 13N5A

HT19 Kp61

HT4 VIAT1-
1KC5H 195Z5A | HT28
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KP27 KP34, KP38, KP39, KP40, KP51 Grup 2

Sekil 4.11: P. roqueforti izolatlarinin (n = 120) Splitstree diyagrami. HT: haplotip.

Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Ropars vd. (2014), P. roqueforti FM164'in yayimlanan genom dizisini kullanarak
tespit ettikleri mikrosatelit bolgelerinden primer dizayn etmisler ve cesitli
kaynaklardan (peynir, silaj, agaclik alan, insan ile ilgili cevreden vb.) izole ettikleri P.
roqueforti suslarinda rekombinasyon izlerini ve popiilasyon yapisini aragtirmiglardir.

Buna gore, P. roqueforti suslar1 arasinda farkliliklar tespit etmisler ve bu suslar1 alti
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grupta kiimelendirmislerdir. Gillot vd. (2015) ise, Penicillium roqueforti FM164
susunun genomunda farklt mikrosatelit bolgelerinden primer dizayn etmigler ve
peynirden izole ettikleri P. roqueforti’leri popiilasyon genetigi analizleri ile ti¢ gruba
ayrrarak tir i¢i ¢esitliligi belirlemislerdir. Dumas vd. (2020) ise, P. roqueforti’nin ikisi
peynir ortamindan gelen (Rokfor ve Rokfor olmayan peynirler) ve ikisi peynir disi
ortamdan gelen (silaj, kereste, agaglik alan vb.) suslardan olusan dort ayr1 popiilasyonu
tanimlamiglardir. Crequer vd. (2023) ise bu dort popiilasyona, Termignon peyniri

izolatlarin1 da ekleyerek 5. P. roqueforti popiilasyonunu belirlemistir.

4.3.7. Filogenetik Analizler

Tiirkiye peynir popiilasyonu P. roqueforti izolatlarini, global popiilasyonla
karsilagtirmak icin Oncelikle, Splitstree diyagraminda (Sekil 4.11), en yaygin goriilen
HT’ler arasinda sar1 renkle belirtilen 20 izolat se¢ilmistir. Ardindan, funguslarin
tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan benA ve cmd markérleri ile P. roqueforti
icin tanimlanmis ¢ polimorfik markor seti (prog235, proq631 ve prog845)
kullanilarak filogenetik analizler gerceklestirilmistir. ilk olarak, segilen 20 izolatin ve
NCBI veritabaninda yer alan tim P. roqueforti izolatlarinin benA ve cmd dizileri
kullanilarak filogenetik agaclar olugturulmustur. Sonraki analizlerde kullanilmayacak
ve ayni dizilere sahip izolatlar, sadece sayi ile ifade edilmistir (Sekil 4.12). Wallaby ve
CheesyTer bolgelerinin varligi, esey genotipi ve mpaC delesyon durumu da,
filogenetik agaclarda verilmistir. Filogenetik analizlerde kullanilan global izolatlarin
NCBI kimlikleri EK6’da ve Tiirkiye peynirlerinden elde edilen izolatlarin NCBI’e
yiiklenen dizi kimlikleri (NCBI ID), EK7’de verilmistir.
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A KP12 1 W+C+ MAT1-2 MpaC del-
KP20 W+C+ MAT1-2 MpaC del-

KP31 W+C+ MAT1-2 MpaC del-

KPa7 +167 P. roquefortiizolan  W+C+ MAT7-1  MpaC del-
2KC5H W+C+ MAT1-2 MpaC del-
3KC5L W+C+ MAT1-2 MpaC del-
MUCL35036 Acik havada kuruyan kereste W-C- MpaC del-

100% ) MUCL 18048 Mantar tipa W-C- MpaC del-
IHEM3196 Balgam &érnegi W+C+ MpaC del+
UBOCC-A-11052 Zeytin salamurasi W-C- MpaC del-
CBS221.30NT Rokfor peyniri ABD W-C- MpaC del-
PTX.PR.19.1 Mavi peynir Fransa W+C+ MAT1-2 MpaC del+

100% F43-1 Rokfor peyniri W-C- MpaC del-
. F40-4 Bleu des Causses peyniri Fransa W-C- MpaC del-
CBS479.84 Kuflu ekmek mayasi W-C- MpaC del-
CBS112579 Siiffit likéra W-C- MpaC del-
26KK5A 2 W+C+ MAT1-2 MpaC del-
UBOCC-A-111170 Yuzey (Sut isletmesi) W-C- MpaC del-
DSMZ1999 Sigir eti + 2 P. roquefortiizolai W-C- MpaC del-
KP14 W+C+ MAT7-2 MpaC del-
KP25 3 W+C+ MAT1-2 MpaC dek
KP27 W+C+ MAT1-2 MpaC del-
KP44 W+C+ MAT171-2 MpaC del-
KP58 W+C+ MAT1-2 MpaC del-
KP59 W+C+ MAT1-2 MpaC del-
4K2 W+C+ MAT1-2 MpaC del-
100%) 745D W+C+ MAT1-2 MpaC del-
9CAS5B W+C+ MAT1-2 MpaC del-
11KD5B W+C+ MAT1-2 MpaC del-
15YA5B +43 P. roquefortiizola  W+C+ MAT1-2 MpaC del-
17EC4B W+C+ MAT1-2 MpaC del-
22EE5A W+C+ MAT1-2 MpaC del-
UBOCC-A-101449 Meyve W-C- MpaC del-
UBOCC-A-109090 Kayisi W-C- MpaC del-
UBOCC-A-111172 Ortam havasi (Sut isletmesi) W-C- MpaC del-
F65 Mavi peynir Arjantin W-C- MpaC del-
CBS498.73 Elma W-C- MpaC del-
F20-1 Cabrales ispanya W+C+ MAT7-2 MpaC del+
F36-1 Mavi peynir Aimanya W+C+ MAT7-2 MpaC del-
FM164 Gorgonzola peyniri W+C+ MAT1-2 MpaC del+
F53 Mavi peynir Yeni Zelanda W+C+ MpaC del+

CBS101032 Penicillium paneum
—
0.0050
B

KP12 W+C+ MAT1-2 MpaC del-

KP14 1 W+C+ MAT7-2 MpaC del-

KP20 W+C+ MAT1-2 MpaC del-

KP25 W+C+ MAT7-2 MpaC del-

KP27 W+C+ MAT7-2 MpaC del-

KP31 W+C+ MAT1-2 MpaC del-

KP47 W+C+ MAT7-1 MpaC del-

100% | 2KC5H W+C+ MAT1-2 MpaC del-
3KC5L W+C+ MAT7-2 MpaC del-

745D i W+C+ MAT7-2 MpaC del-

11KD5B + 22 P. roquefortiizolati W+C+ MAT1-2 MpaC del-

15YA5B W+C+ MAT7-2 MpaC del-

22EE5A W+C+ MAT7-2 MpaC del-
PTX.PR.19.1 Mavi peynir Fransa W+C+ MAT1-2 MpaC del+

IHEM3196 Balgam o&rnegdi W+C+ MpaC del+
UBOCC-A-11052 Zeytin salamurasi W-C- MpaC del-

F20-1 Cabrales peyniri ispanya 2 W+C+ MAT1-2 MpaC del+

100% | UBOCC-A-109090 Kayisi W-C- MpaC del-
UBOCC-A-101449 Meyve W-C- MpaC del-
FM164 Gorgonzola peyniri W+C+ MAT1-2 MpaC del+

F53 Mavi peynir Yeni Zelanda W+C+ MpaC del+

F51 Blue du Vercors-Sassenage peyniri Fransa W+C+ MpaC del+
KP58 W+C+ MAT1-2 MpaC del-
KP59 W+C+ MAT7-2 MpaC del-

4K2 W+C+ MAT7-2 MpaC del-
9CA5B i W+C+ MAT7-2 MpaC del-
17EC4B +76 P. roquefortiizolatt  \n,c+ MAT1-2 MpaC del-
————— 26KK5A W+C+ MAT1-2 MpaC del-
100% KRS W+C+ MAT1-2 MpaC del-
CBS479.84 Kuflu ekmek mayasi 3 W-C- MpaC del-

|| CBS112579 Silffit likéra +1 P. roquefortiizolai  W-C- MpaC del-
#o% | MUCL35036 Acik havada kuruyan kereste W-C- MpaC del-
UBOCC-A-111172 Ortam havasi (Sut isletmesi) W-C- MpaC del-
CBS498.73 Elma a4 W-C- MpaC del-
F43-1 Rokfor peyniri W-C- MpaC del-
F40-4 Bleu des Causses peyniri Fransa W-C- MpaC del-
F65 Mavi peynir Arjantin W-C- MpaC del-
DSMZ1999 Sigir eti +27 P. roquefortiizolan ~ YW-C- MpaC del-
MUCL18048 Mantar tipa W-C- MpaC del-
UBOCC-A-111170 Yuzey (Sut isletmesi) W-C- MpaC del-
CBS221.30NT Rokfor peyniri ABD W-C- MpaC del-

CBS465.95 Penicillium paneum

0.0050

Sekil 4.12: Penicillium roqueforti izolatlarinin benA (A) ve cmd (B) dizilerini
kullanarak maksimum likelihood metoduna gore filogenetik analizi. (A) BenA analizi

icin en yiiksek log olasiligina (- 673.52) sahip aga¢ gosterilmistir ve son veri setinde
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393 pozisyonu kapsamaktadir. Root izolat olarak Penicillium paneum CBS101032
(KM503670.1) kullanilmistir. (B) Cmd dizileri igin en yiiksek log olasiligma (-
791.75) sahip agac olusturulmus olup, son veri setinde 465 pozisyon igermektedir.
Kok olarak Penicillium paneum CBS465.95 (HQ442334.1) kullanilmigtir. W + C+/W-
C-: Wallaby ve CheesyTer lokuslar1 var/yok. MAT1-1/MAT1-2: Esey genotipi. MpaC
del+/MpaC del-: MpaC geninde delesyon var/yok. Rakam ve harf ile verilen kodlar,

izolat isimlerini ifade etmektedir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Segilen 20 P. roqueforti izolatinin benA dizilerini (393 bp) ve NCBI veritabanindaki
dizileri (n = 275) kullanilarak olusturulan filogenetik agag, P. roqueforti izolatlarini
ic ana gruba ayirmaktadir (Sekil 4.12A). Bir grup (yesil ile isaretlenmis 2. klad),
26KKS5A izolat1 disinda, peynir harici ortamdan gelen izolatlardan olusmaktadir.
26KKS5A izolat1 ise, peynir dis1 bir ortamdan Karaman Tulum peynirine bulagmis
olabilir. Mavi ile isaretlenmis 1. klad ve sar1 ile isaretlenmis 3.klad, hem peynir hem
de peynir dig1 ortamdan gelen izolatlar1 igermektedir (Sekil 4.12A). 26KK5A izolati
disindaki Tiirkiye peynir izolatlar1, 1. ve 3. kladda yer almistir. Izolatlar arasinda en
yaygin iki HT olan HT2 ve HT10, 3. kladda bulunmustur. Cmd dizileri (465 bp)
kullanilarak olusturulan filogenetik agacta, NCBI veritabanindan alinan izolatlar (n =
196), dort gruba ayrilmustir (Sekil 4.12B). Ug grup (1., 2. ve 4. klad), hem peynir hem
de peynir dis1 ortamlardan gelen izolatlar1 igerirken, 3. kladda yalnizca peynir harici
ortamdan gelen izolatlar yer almistir. Ozellikle 26KK5A, 2. klad icerisinde, ancak

uzun bir dal ile digerlerinden farklilasmis bir konumda bulunmustur.

Prog235, proq631 ve proq845 markorleri, benA ve cmd’ye kiyasla daha yiiksek
polimorfizm gostermistir ve peynir harici ortamdan gelen izolatlar1 belirgin sekilde
ayrrmistir. Birlesmis dizilerin (2947 bp) filogenetik analizinde, her biri alt gruplara
sahip iki ana grup olusmustur (Sekil 4.13). Tiirkiye peynir izolatlar1, peynir ¢esidiyle
(Tulum veya Civil) bir iligki olmaksizin, ii¢ klada (1A, 1C ve 2A) ayrilmistir. Crequer
vd. (2023) tarafindan yapilan tiim genom analizi, P. roqueforti izolatlarin1 5
popiilasyona ayirmistir: Rokfor harici mavi peynir izolatlarr, Termignon peyniri
izolatlari, Rokfor peyniri izolatlar1 ve peynir harici ortamdan gelen iki popiilasyon
(silaj ve kereste, gidalarda bozulmaya neden olan). Sekil 4.13teki yildiz ile isaretlenen

gruplar, Crequer vd. (2023) tarafindan tanimlanan gruplar ile ortiismektedir. Fakat,
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Termignon izolatlar1 ayr1 bir klad olusturmamistir. Analiz edilen 4 Termignon
izolatindan 3’ii Rokfor harici peynir izolatlar1 grubunda (1A) yer almistir. Bu durum,
kullanilan yontemler arasindaki farkla (mikrosatelitler, tim genom tek niikleotid
polimorfizmi vb.) agiklanabilir. Tiim 1A kladinda yer alan izolatlarin, yatay gen
transfer bolgelerini (Wallaby ve CheesyTer) tasidigi ve MAT1-2 esey genotipine sahip
oldugu belirlenmistir. Bu izolatlar, mpaC delesyonunu tagimayan Termignon
izolatlarina benzerlik géstermis ve bu delesyonun mevcut oldugu, neredeyse (F36-1

hari¢) tiim Rokfor harici mavi peynir izolatlarindan ayrilmistir.

Ug Tiirkiye peynir izolati, Sekil 4.13’te bir Termignon peynir izolatiyla birlikte 1C
kladinda yer alirken, yakin kladi olan 1B kladi, diger 1. klad alt gruplarindan farkl
izolasyon kaynagina sahip iki W—C— peynir olmayan izolat1 igermektedir. 1A ve 1C
kladlarindaki Tiirk izolatlarinin Termignon peynir grubuna mu karsilik geldigi, yoksa
farklt gruplar m1 olusturdugu yiiriitiilen analizle belirlenememistir, bunun icin daha
kapsamli bir karsilastirma ile daha fazla incelenme yapilmasi gerekmektedir. Sekil
4.13’teki ikinci ana grupta, 2B ve 2C kladlari, Rokfor grubunu olustururken, 3. ve 4.
Kladlar peynir harici gruplara, yani silaj/gidalarda bozulmaya neden olan ve
kereste/gidalarda bozulmaya neden olan gruplarina karsilik gelmistir. 9CASB ve KP44
izolatlar1, Rokfor ve gidalarda bozulmaya neden olan izolat gruplarindan farkl olarak
(W+ C+) ayri bir klad (2A) olusturmustur. Rokfor izolatlari ise W-C-"dir. Bu izolatlar,
diger gruplardan farkli olarak ayri bir kladda yer almistir.
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Sekil 4.13: Prog235, prog631 ve prog845 lokuslarinin birlestirilmis veri setini

kullanarak Penicillium roqueforti izolatlarinin maksimum likelihood metodu

kullanilarak gergeklestirilen filogenetik analizi. En yiiksek log olasiligina (- 4829.14)

sahip aga¢ gosterilmis olup, son veri setinde toplam 2947 pozisyon i¢cermektedir. W +
C+/W-C-: Wallaby ve CheesyTer lokuslar1 var/yok. MAT1-1/MAT1-2: Esey genotipi.
MpaC del+/MpaC del-: MpaC geninde delesyon var/yok. Yildizlar, Crequer vd. (2023)

tarafindan tanimlanan gruplar gostermektedir. Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat

isimlerini ifade etmektedir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Onceki

analizlerde

belirlenmistir.

segilen 20

izolatin teknolojik ve metabolik ozellikleri

4.4. Secilen P. roqueforti izolatlarinin Teknolojik ve Metabolik Ozellikleri

4.4.1. izolatlarin Misel Gelisimi

Onceki analizlerde secilen 20 P. roqueforti izolatinin MEA besiyerinde ii¢ paralel

ekim yapilmis ve 12 °C ve 25 °C’de inkiibe edilen izolatlarin koloni ¢aplar1 3. giinde

ve 10.giinde mm cinsinden 8l¢iilmiistiir. Izolatlarin MEA besiyerinde koloni ¢aplarmin

dlciimleri Tablo 4.6°da verilmistir. izolatlarm besiyerlerinde gelisimlerine &rnek

olarak, CECT 2905 susunun 12 °C ve 25 °C’de gelisimi gosterilmistir.

Tablo 4.6: Izolatlarin 12 °C ve 25 °C’de MEA’da koloni caplari

Koloni ¢ap1 (mm)

izolat 12 °C 25 °C
3. giin 10.giin 3. giin 10.giin
CECT _ g— —
2905 .
- \\ e /
9,4-+(,48abc 59+1,842 29,441,782 79,7-+4,8Ab¢
2KC5H 9,3+(,48abcd 49,241 ,2A 22-+0,38¢ 82,7+1,2A%
3KC5L 9,740,482 56,8+2,3A% 22,1+0,28¢ 76,3+1,8°%
4K2 8,7+0,3Bcdef 41,7+0,8A1 1940,589" 79,5+0,54¢
7S45D 8,8-+(),3Bbcde 44,8+(0,87¢ 21,7+0,48% 72,7+0,87%
9CA5B 7,8+0,45h 37,8+0,879" 18,3+0,48" 80,3+0,54%
11KD5B 8,1+0,38¢f 55,8+1,2A¢ 20,8-+0,480f 79,52, 4Ab¢
15YA5SB | 9,340,483 58,8+1,8" 20+0,85¢f 80,7+3,3A®
17EC4B 10,2+0,452 48,8+1,6” 24,9+0,85P 83+1,4"2
22EE5A |  8,7+0,5Bcdf 56,7+2A%® 21+0,35¢0 82,3+0,5°%®
26KK5A | 8,440,480 33,8+ 1A 17,3+0,4°' 35,5+2,3A"
KP12 8,7+0,68¢0¢f 4541 4he 19+0,489 70,3+1,8"¢
KP14 6,3+0,58 35,3+0,8A" 14,6+0,65 53+2,1A9
KP20 70BN 39,7+1A1 17,7+0,8 65+0,9°f
KP25 8,7+0,3Bcdef 46+0,9°¢ 19,9:+0,28¢f 81+0,6"%®
KP27 7,6+0,489" 57+0,94% 19,540,589 79:+1,3A0c
KP31 8,4+0,4B0%f0 46+0,9° 20,1+0,28¢7 61,5+1AF
KP44 9,740,482 54+0,9°¢ 24,240,380 83,341,472
KP47 9,2+(),78bcd 55,5+0,8A¢ 19,140,489 80:1,3Aabc
KP58 8,440,580 40,240,447 19,40, 789 81+1,14%
KP59 7,6+0,889" 41,2+1,2A1 19,5+0,651" 80,8+1,3A
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Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir. Koloni ¢aplari, ortalama
cap (mm) £ standart sapma olarak ol¢iilmiistiir. A-B: ayni1 satirdaki farkli biiyiik harfler, a-h:
Ayni siitundaki farkli kii¢iik harfler, sonuglar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
oldugunu (p<0,05) gostermektedir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Izolatlarin 12 °C’de ve 25 °C’de gelisimleri ayr1 ayr1 degerlendirildiginde, izolatlar
arasinda istatistiksel olarak onemli farkliliklar (p<0,05) bulunmustur (Tablo 4.6).
Koloni ¢aplar1 12 °C’de 3. giinde, 6,3-10,2 mm, 10. giin sonunda ise 33,8-57 mm
olarak belirlenmistir. 25 °C’de ise, koloni ¢aplar1 3. giin 17,3-24,9 mm ve 10. giiniin
sonunda 35,5-83,3 mm araliklarinda ol¢iilmistir. KP44 ve 17EC4B izolatlari, 12
°C’de digerlerinden daha iyi gelismis, 26KKSA izolat1 ise sinirli bir {ireme paterni
sergilemistir. 17EC4B ve KP44 izolatlarinin 25 °C’de gelisimleri birbirlerine yakin
olurken, 26KK5A izolat1 digerlerine gore daha kiigiik koloni olusturmustur. Ozellikle
KP44, CECT 2905 susuna yakin bir gelisme profili gostermistir. Lopez-Diaz vd.
(1996), 11 P. roqueforti susunun MEA besiyerinde 10 giin inkiibasyon sonrasi koloni
caplarmi, 10 °C’de 25-53 mm ve 25 °C’de 77-100 mm araliginda tespit etmislerdir.
Pose vd. (2007), 21 P. roqueforti izolatinin MEA’da 10 °C’de inkiibasyonun 6.
giiniinde koloni ¢aplarin1 20-30 mm, 25 °C’de ise 50-60 mm araliklarinda
Olgmiislerdir. Peynirin olgunlagsma asamasinda P. roqueforti izolatlarinin, 6zellikle
olgunlagma sicakligi olan 10-12 °C’de gelisme hizlar1 olduk¢a 6nemlidir. Tablo 4.6’ya
gore, olgunlagma sicakliginda gelisimleri yiiksek olarak degerlendirilen suslar, KP27,

KP44, KP47, 3KC5L, 11KD5B, 15YASB ve 22EES5A d1r.

4.4.2. izolatlarin Tuza Dayamkhihig

[zolatlarin tuza dayaniklilhigi, %0, %1, %3 ve %6 NaCl igeren MEA besiyerinde tespit
edilmistir. Petriler, 25 °C’de 8 giin inkiibe edilmis ve koloni ¢aplar1 inkiibasyonun 8.
giiniinde mm cinsinden dlgiilmiistiir. Izolatlarin besiyerlerinde gelisimlerine drnek
olarak, Tablo 4.7°de CECT 2905 izolatinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda geligimi
gosterilmistir. Besiyerinde degisen NaCl konsantrasyonlarinda, izolatlarin gelisimleri
arasinda istatistiksel olarak dnemli farkliliklar (p<0,05) bulunmustur (Tablo 4.7). NaCl
icermeyen ve %1 NaCl igeren besiyerlerinde benzer gelisme paterni gozlenmistir
(swrastyla koloni ¢aplari, 29-77,2 mm ve 36-68,5 mm araliklarinda). Hatta %1
NaCl’nin, bazi izolatlarda (KP12, KP14, KP31, KP44, 3KC5L, 7S45D, 9CAS5B ve
26KK5A) gelismeyi destekledigi tespit edilmistir. NaCl orani arttikca koloni ¢aplari
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azalmistir (%3 te 34-68,5 mm ve %6°da 19,5-49,7 mm). Peynirdeki tuz oranini temsil
eden, %3 ve %6 NaCl ilaveli besiyerlerinde KP25, KP44, KP47, 2KC5H, 3KC5L,
11KD5B, 15YAS5SB ve 22EES5A izolatlar, diger izolatlara gore daha iyi bir gelisme
profili sergilemistir. 26KKS5A izolati, diger izolatlara kiyasla olduk¢a smirli bir
gelisme paterni gostermistir (%6 NaCl iceren besiyerinde koloni ¢api, 19,5 mm).
Tiirkiye mavi peynir izolatlart genel olarak, NaCl orani arttikca, CECT 2905 referans
susundan daha smirl1 bir gelisme sergilemistir. CECT 2905 izolati, rokfor peynirinden

izole edilmis yabani (wild type) bir sustur (Fernandez-Bodega vd., 2009).

Lopez-Diaz vd. (1996), %1 NaCl igeren besiyerinin, Valdeon peyniri (Ispanya)’dan
elde ettikleri P. roqueforti izolatlarinin ve ticari suslarin gelisimlerini sittimiile ettigini
bildirmislerdir. Ayn1 calismada besiyerine %3 ve 6zellikle %6 NaCl ilavesiyle, koloni
caplart 0-53 mm arahi§ina kadar kiiclilmistiir. Pose vd. (2007), ¢esitli mavi
peynirlerden izole ettikleri P. roqueforti suslarmin gelisimini, %1 NaCl ilavesinin
destekledigini ve %6 NaCl igeren ortamda izolatlarin koloni ¢aplarinin %350

kiigiildiigiinti tespit etmislerdir.

Tablo 4.7: Izolatlarin %0, %1, %3 ve %6 NaCl iceren MEA’da gelisimi

Koloni ¢cap1 (mm)
izolat %0 %1 %3 %6
CECT = e P
2905 A
77+5,4M 74.7+4 972 68,5+152 31,5+2,4¢9h
2KC5H 75+0,6"2 66,241,545 59,840,450 43,3+0,5°
3KC5L 66,3+1,9° 68,5+0,54 68,2+1,2B2 49,3+0,82
4K2 51,2+0,8Af 520,647 43,7418 28,3+0,5C1k
7S45D 460,979 48 5+1,5A1 46,5+259 30,2-+0,4CN
9CA5B 49-+0,9A9 51,541,941 480,65 33,740,519
11KD5B 68,242 64,52, 74 52+1,95¢ 43+0,9¢P
15YA5B 69,3+1,8A¢% 65,8+0,8°¢ 56,3+1,48 41,3+0,8°¢
17EC4B 58,8+1,24¢ 51+0,947 44,2+0,85" 25,2+0,4°!
22EE5A 72+0,64P° 66,2-+1A0c 55,8+0,85¢ 39,7+1,5¢¢
26KK5A 290,64 36+1,1A 37,5+1,88 19,5+0,5¢Mm
KP12 58,7+1,24¢ 61+0,9/% 54,3+0,65¢ 39,8+0,4¢
KP14 30,8+0,8A 42 8+1 5 38,3+0,58 27 241,2CK
KP20 43 5+1,94" 38,8+0,8M 34+1,18% 27,5+0,5K
KP25 69,7+0,8° 67,5£1A0C 66,7+0,582 49,7+0,5¢2
KP27 68,2+2Ad 57,5+3,14¢ 55,740,584 38+0,6°%
KP31 39,7+0,57 45,5+0,5°9" 41,5+0,55 30,5:+0,5CN
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KP44 77,240,472 67,2+2,1A0¢ 50+0,95¢f 35,8+0,8¢¢
KP47 67+1,1°9 65,7+1,4°5C 58+0,65" 43+2 5CP
KP58 51+0,94f 51,5+1Af 42 24(),88N 27+0,6%K
KP59 51,2+0,8Af 51,740,847 42 240,48 28,2-+0,8CKk

Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir. Koloni ¢aplari, ortalama
¢ap (mm) + standart sapma olarak olgiilmiistiir. A-B: aymi satirdaki farkli biiytik harfler, a-I:
Ayni siitundaki farkli kiigiik harfler, sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugunu (p<0,05) gostermektedir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.4.3. izolatlarin Proteolitik ve Lipolitik Ozellikleri

Proteolitik aktivite analizi igin, izolatlarin %10 yagsiz siit igeren mikolojik agarda 25
°C’de 7 giin inkiibasyonu sonunda kolonilerin etrafindaki seffaf zon mm cinsinden
dleiilmiistiir. Ornek olarak, Tablo 4.8°de 3 izolatin goriintiisii verilmistir. Sonug alinan
izolatlar arasinda istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar (p<0,05) bulunmustur. Tablo
4.8’e gore, 11 izolat seffaf zon olustururken, 10 izolatta (KP12, KP25, KP27, KP44,
KP47, KP58, 2KC5H, 3KC5L, 9CAS5B ve 17EC4B) ve referans sus CECT 2905°te bu
zon gdzlenmemistir. Izolatlar arasinda seffaf zon kalinhigi, 0-4,7 mm araliginda
degismistir. En kalin seffaf zon olusturan KP59, agarda 4,7 mm ile en yiiksek
proteolitik aktiviteye sahip izolattir. Seffaf zon gozlemlenmeyen izolatlarda,
proteolitik aktivite intraselliiler enzimlerle gerceklesmis ya da ¢ok diisiik olabilir.
Ayrica Larsen vd. (1998), Fernandez-Bodega vd. (2009) ve Ferreira vd. (2012),
caligsma kapsaminda kullanilan agar difiizyon testlerinin diisiik oranlardaki proteolitik
aktiviteyi tespit etmek i¢in, yetersiz kaldigini belirtmisler ve daha hassas 6l¢timler i¢in
azokazein testi, kapiler elektroforez ve SDS-PAGE gibi teknikleri 6nermislerdir.
Larsen vd. (1998) agar difiizyon testine gore kazein agarda, 30 P. roqueforti izolatlari
arasindan 26’sinin 6-14 mm arasinda seffaf zon olusturdugunu, 4 izolatin ise seffaf
zon olusturmadigin tespit etmislerdir. Fernandez-Bodega vd. (2009), P. roqueforti
CECT 2905 referans susunun, proteolitik aktivitesinin olduke¢a diisiik oldugunu ve
kazein agarda seffaf zon olusumunun gézlemlenmedigini vurgulamiglardir. Ayni
calismada, Valdeon peynirinden izole edilen 3 P. roqueforti susunun yiiksek
proteolitik aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Ozturkoglu-Budak vd.
(2016c¢), Divle Tulum peynirinden izole edilen P. roqueforti susunun yagsiz siitlii
agarda, proteolitik aktivitesinin diisiik oldugunu belirtmislerdir. Dogan ve Tekiner

2021) ise, 17 P.roqueforti izolatindan 14’tiniin %10 yagsiz siit iceren MEA
yag
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besiyerinde 1-8,2 mm araliginda seffaf zon olusturdugunu, 3’liniin ise olugturmadigini
tespit etmislerdir. Dumas vd. (2020), tanimladiklar1 4 P. roqueforti popiilasyonuna ait
izolatlarin proteolitik aktivitelerini yarim yagli siitlii agarda tespit etmisler ve
popiilasyonlar arasi farkliliklar belirlemislerdir. Bu ¢alismada izolatlarin agarda 25
°C’de 7 giin inkiibasyon sonucu olusturdugu seffaf zon ¢aplari, sirasiyla, Rokfor harici
mavi peynir izolatlarinda (n = 15) 0-10 mm, Rokfor izolatlarinda (n = 17) 0-12 mm,
peynir dis1 ortam izolatlarinda (silaj, n = 10) 0-8 mm ve diger peynir dis1 ortam
izolatlarinda (kereste, n = 7) 4-10 mm olarak Sl¢iilmiistiir. Bu degerler, 28 giin boyunca
Olgiilmeye devam edilmis ve P. roqueforti popiilasyonlari arasinda anlamli farklilik
bulunmustur. Ozellikle proteolitik aktivitenin 6l¢iildiigii 7., 14. ve 21. giinlerde, peynir
poplilasyonlarindaki izolatlar, peynir dis1 ortamdan gelen izolatlara gére daha hizl
proteolitik aktivite gostermistir. Rokfor peyniri izolatlarinin, diger mavi peynir
izolatlarindan daha yiiksek proteolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Proteolitik aktivite, kiiltlir iireticileri tarafindan peynir tiretiminde bir se¢im kriteri
olarak vurgulanmaktadir (Dumas vd., 2020; Anonim, 2024b). Ornegin, Rokfor ve
Auvergne peynirlerinde yiiksek proteolitik aktiviteye sahip P. roqueforti suslari
kullanilirken, diger mavi peynirlerin liretiminde diisiik proteolitik aktiviteye sahip

suglar tercih edilmektedir (Anonim, 2024b).

Kiif izolatlariin lipolitik aktivitesini belirlemek i¢in Tween 80 agarda 25 °C’de 7 giin
inkiibasyonun sonunda kolonilerin etrafindaki opak zon (presipite/beyaz zon) kalinlig
mm cinsinden ol¢iilmiistiir. Ornek olarak, Tablo 4.8°de 3 izolatin goriintiisii
verilmistir. Sonug¢ alinan izolatlar arasinda istatistiksel olarak onemli farkliliklar
(p<0,05) bulunmustur. Tablo 4.8’e gore, 16 izolat ve referans sus CECT 2905 opak
zon olustururken, 5 izolatta (KP12, KP25, 2KC5H, 3KC5L ve 26KK5A) bu zon
gozlenmemistir. Tablo 4.8’de, izolatlar arasinda opak zon kalinhigi 0-5,7 mm
araliginda degismistir. Olusturdugu en kalin opak zon (5,7 mm) ile 7S45D, en yiiksek
lipolitik aktiviteye sahip izolattir. Larsen ve Jensen (1999), zeytinyag1 agarda 30 P.
roqueforti izolatindan 20’sinde lipaz aktivitesi tespit etmisler, tribiitirin agarda ise tim
izolatlarin esteraz aktivitesini Ol¢miislerdir (5-13,8 mm). Fernandez-Bodega vd.
(2009), P. roqueforti CECT 2905 referans susunun, ticari suslarin ve Valdeon peynir
izolatlarinin, 1 izolat disinda lipolitik aktivitelerinin belirgin sekilde yiiksek oldugunu
ve zeytinyagi agarda opak zon olusturduklarini tespit etmislerdir. Ferreira vd. (2012),

Cabrales peynirinden izole ettikleri 13 P. roqueforti izolatinin yiiksek lipolitik aktivite

95



gosterdigini  belirlemislerdir. Ozturkoglu-Budak vd. (2016¢), Divle Tulum
peynirinden izole edilen P. roqueforti susunun lipaz agarda yiiksek lipolitik aktivite
gosterdigini belirtmislerdir. Dogan ve Tekiner (2021), 10 P. roqueforti izolatinin
Tween 80 agarda opak zon olusturmadigini ve 7 izolatin agarda olusturdugu opak
zonun ise 0,5-7 mm araliginda degistigini tespit etmislerdir. Dumas vd. (2020),
tanimladiklar1 4 P. roqueforti popiilasyonuna ait izolatlarin lipolitik aktivitelerini
triblitirin agarda tespit etmisler ve popiilasyonlar arasi farkliliklar belirlemislerdir. Bu
calismada izolatlarin agarda olusturdugu opak zon caplari, sirasiyla, Rokfor harici
mavi peynir izolatlarinda (n = 15) 3,5-11 mm, Rokfor izolatlarinda (n = 17) 0-6 mm,
peynir dis1 ortamdan izolatlarda (silaj, n = 10) 3-4,5 mm ve diger peynir dis1 ortamdan
izolatlarda (kereste, n = 7) 3,5-5,5 mm olarak tespit etmislerdir. Bu ¢alismada,
proteolitik aktivitede oldugu gibi 7., 14. ve 21. giinlerde, peynir popiilasyonlarindaki
izolatlar, peynir disi1 ortamdan gelen izolatlara gore daha hizli lipolitik aktivite
gostermistir. Diger mavi peynir izolatlarinin, Rokfor peyniri izolatlarindan daha
yiiksek lipolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. P. roqueforti izolatlarinin
lipolitik aktivitesi de, peynir iiretiminde kullanilacak kiiltiir se¢iminde 6nemlidir
(Dumas vd., 2020; Anonim, 2024b). Vercors ve Auvergne peynirlerinde, yiiksek
lipolitik aktiviteye sahip P. roqueforti suslar1 kullanilirken, diger mavi peynirlerin
tiretiminde diisiik lipolitik aktiviteye sahip suslar kullanilmaktadir. Rokfor {iretiminde,
hem yiiksek hem de diisiik lipolitik aktiviteye sahip suslar starter kiiltiir olarak
satilmaktadir (Anonim, 2024b).

Ferahat vd. (1990), mavi peynir liretimi i¢in en uygun sekonder starter kiiltiiriin, orta
proteolitik aktivite ve yiiksek lipolitik aktiviteye sahip P. roqueforti izolatlarindan
secilmesi gerektigini vurgulamistir. Bir P. roqueforti izolatinin proteolitik aktivitesi,
kazeinin kullanimi, peynirin proteoliz derecesi, su baglama kapasitesi, tekstiirii ve
lezzeti, lipolitik aktivitesi ise serbest yag asitleri ve aroma bilesikleri hakkinda fikir
verir (Larsen vd., 1998; Larsen ve Jensen, 1999; Ferreira vd., 2012). Ayrica, P.
roqueforti izolatlar1 arasinda farkli proteolitik ve lipolitik aktiviteler, mavi peynirlerin
olgunlagmasini ve kalitesini etkileyerek farkliliklara neden olabilir (Ferahat vd., 1990;
Fernandez-Bodega, 2009). Izolatlarm yiiksek proteolitik aktivitesi, peynir tekstiiriinde
yumusamaya neden olabilir (Pose vd., 2007). Ancak, iiretilecek peynir ¢esidine gore
farkli proteolitik ve lipolitik O6zelliklere sahip suslar, starter kiiltiir olarak satisa

sunulmaktadir (Anonim, 2024b).
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Tablo 4.8: Secilen izolatlarin proteolitik ve lipolitik aktiviteleri sonucu olusturdugu

zonlar
Zon (mm)
Izolat Proteolitik aktivite Lipolitik aktivite
Mikolojik agar + % 10 yagsiz siit) _ Tween 80 agar
CECT (
2905 \
KP59
26KK5A
2,5+0,5°
2KC5H TE
3KC5L TE TE
4K2 2,2+0,4% 3,5+0,5%%
7S45D 2,2+0,4% 5,7+1,42
9CA5B TE 3,2+0,4%
11KD5B 3,70,5 3,3+£0,5%
15YA5B 4,5+0,5° 40,60
17EC4B TE 3,8+0,8"«d
22EE5A 1,5+0,5 3,8+0,8°
KP12 TE TE
KP14 1,9+0,2 4,2+(,4°
KP20 2,2+0,4% 2,5+0,5°
KP25 TE TE
KP27 TE 5+0,6%
KP31 2,3+0,5° 4,7+0,5%¢
KP44 TE 1,7+0,8™
KP47 TE 0,8+0,3%"
KP58 TE 5+0,6%

Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir. Zonlar, ortalama ¢ap (mm)
+ standart sapma olarak ol¢iilmiistiir.
TE: Tespit edilemedi; a-h: Ayni siitundaki farkl kiigiik harfler, sonuglar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugunu (p<0,05) gostermektedir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

97




Dogan ve Tekiner (2021), P. roqueforti’nin proteolizi ve lipolizi arasinda negatif bir
korelasyon oldugunu belirtmislerdir. Tiirkiye P. roqueforti izolatlarinin lipolitik ve
proteolitik aktiviteleri arasinda korelasyon tespit edilmemistir. izolatlar arasinda, hem
proteolitik ve lipolitik aktiviteleri yiiksek (15YASB gibi), hem de her iki aktivitesi de
diisiik (KP12, KP25, 2KC5H ve 3KC5L) olanlar bulunmaktadir. Tiirkiye izolatlari
genel olarak, misel gelisimi, tuza dayaniklilik, lipolitik ve proteolitik aktiviteleri

acisindan peynirden izole edilen global izolatlara yakin bulunmustur.

4.4.4. P. roqueforti izolatlariin Teknolojik Ozelliklerine Gore Gruplandirilmasi

Teknolojik ozellikleri (misel gelisimi, tuza dayaniklilik, lipolitik ve proteolitik
aktivite) belirlenen 20 izolati1 gruplandirmak ve dagilimlarin1 degerlendirebilmek i¢in
temel bilesen analizi (PCA) yapilmustir. P. roqueforti izolatlar, izole edildikleri peynir
cesidine gore gruplandirilamamistir. Bu nedenle izolatlar, dort teknolojik 6zelligin
sonuglarina gore K-ortalama kiimeleme analizi ile gruplandirilmis ve elde edilen skor
grafigi Sekil 4.14°te verilmistir. izolatlar, Sekil 4.14’te teknolojik dzelliklere gore 4
gruba ayrilmistir. Buna gore, 1. grupta CECT 2905 referans susu ile KP27, KP44,
11KD5B, 15YAS5B, 17EC4B ve 22EES5A izolatlari yer almistir. KP31, KP58, KP59,
4K2, 7S45D ve 9CAGS5B izolatlar1 2.grupta; KP14, KP20 ve 26KKS5A izolatlar
3.grupta; KP12, KP25, KP47, 2KC5H ve 3KC5L izolatlari ise 4. grupta toplanmustir.
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Teknolojik Ozelliklere Gére Skor Grafigi

g  CECT2905 Grup
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Sekil 4.14: Teknolojik 6zelliklerine gore peynir izolatlarinin (n=20) ve CECT 2905
neotip susunun temel bilesen analizinin (PCA) bir ¢iktist olan skor grafiginde

gruplandirilmasi. Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Calisma kapsaminda tespit edilen genetik farkliliklarin yani sira, P. roqueforti
izolatlar1 arasinda, teknolojik 6zellikler de degismektedir. Bu 6zelliklerden 12 °C ve
25 °C’de misel gelisimi ile, izolatlarin iki farkli gelisme sicakligina adaptasyonu
incelenmis ve farkli dzellik gosteren izolatlar tespit edilmistir. Ozellikle 12 °C,
olgunlasma siirecinde peynirlerin bekletildigi mahzen, iklimlendirme kabini vb.
ortamlarin sicakligini temsil etmektedir. Peynir ¢esidine gore bu sicaklik 4-15 °C arasi
degismektedir (Lopez-Diaz vd., 1996; Cantor vd., 2017). Peynir iiretiminde tuzlama
asamasl, hem peynire lezzet kazandirmak hem de raf 6mriinii artirmak i¢in dnemli bir
yer tutar ve kuru tuzlama ya da salamura seklinde yapilir (Pose vd., 2007; Lopez
Gonzélez vd., 2024). Bu nedenle, olgunlasma siirecinde P. roqueforti suslarinin
peynirde gelisebilmesi ic¢in, belli konsantrasyonlarda tuza dayanikli olmasi
gerekmektedir. Calisma kapsaminda, izolatlarin %1, %3 ve %35 oranlarinda tuza
dayanikliligr da tespit edilmis ve izolatlar arasinda farkliliklar bulunmustur. P.
roqueforti, proteolitik ve lipolitik aktiviteleriyle kiiflii peynire 6zel duyusal 6zellikleri

(koku, lezzet, tekstiir ve mavi-yesil bir gorlinlim) kazandirir. Boylece tiiketicilerin
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peynirde duyusal tercihlerini karsilamak i¢in, farkli teknolojik 6zelliklere sahip suslar
kullanilarak farkli kiiflii peynirler iiretilebilir (Lopez-Diaz vd., 2023; Martin ve Cotter,
2023).

Hem teknolojik 6zellikler, hem de genetik analizler sonucu farkli gruplarda yer alan
KP44 (1. grup), 4K2 (2. grup) ve 26KK5A (3. grup) izolatlari, sonraki analizler i¢in
secilmistir. Bu izolatlar, farkli metabolik dzellikler de gdstermistir. Ornegin; KP44
izolat1 12 °C’de 3. ve 10. giinde besiyerinde yiiksek ve hizli gelisme kabiliyetine, tuza
dayanikliliga, disiik proteolitik ve disiik lipolitik aktiviteye sahiptir. 4K2 izolati,
KP44’¢ gore besiyerinde daha diisiik gelisme kabiliyeti ve diislik tuza dayaniklilik,
orta proteolitik aktivite ve yiiksek lipolitik aktivite gostermektedir. 26KK5A ise
besiyerinde oldukca diisiik ve yavas gelisme kabiliyeti gostermekte iken, KP44 ve
4K2’ye gore yiiksek proteolitik aktiviteye sahiptir.

4.4.5. izolatlarin Ucucu Bilesen Profili

Teknolojik o6zellikleri incelenen 20 P. roqueforti izolati ve CECT 2905 referans
susunun GC-MS analizi sonucunda elde edilen pikler, cihaz kiitiiphanesinden toplam
27 bilesik ile eslesmistir (%70’in iizerinde benzerlik oranina sahip potansiyel
eslesmeler baz alinmistir). Analiz sonucu tespit edilen bilesiklerin formiilleri,
benzerlik oranlari, molekiil agirliklar: ve alikonma zamanlari, Tablo 4.9°da verilmistir.
Buna gore ekstraktlarda, ugucu bilesikler arasinda asitler, kiikiirtli bilesikler, alkoller,
aldehitler, alkanlar, esterler ve diger bilesikler (eter vb.) gibi farkli kimyasal gruplar
tespit edilmistir. Sekil 4.15°te, P. roqueforti CECT 2905, KP44, 4K2 ve 26KK5A
izolatlarina ait peynir agar ekstraktlarinin toplam iyon kromatogrami (TIC) verilmistir.
P. roqueforti CECT 2905 referans susu, diger 20 peynir izolatindan farkl bir ugucu
bilesen profili sergilemistir. Bu susun CA ekstraktinda, 1-metoksi-3-metil-biitan, 3-
etiliden-2-metil-1-hekzen-4-in, 3-metilen-4-vinil-siklohekzen ve vinil nortrisiklen
tespit edilmistir (Tablo 4.9, Sekil 4.15). Diger 20 P. roqueforti izolatinin CA
ekstraktlarinda, ugucu bilesen profili olduk¢a birbirine yakin bulunmus ve kiigiik
farkliliklar belirlenmistir. Uc izolatin ekstraktinda (KP31, KP47 ve 4K2),
digerlerinden daha fazla ugucu bilesik tespit edilmistir. Diger izolatlardan farkli
olarak, KP44 ve 15YAS5SB izolatlar1 asetik asit tiretirken, KP47 izolat1 4-metil

pentanoik asit, 4K2 izolati 1,1-dietoksi hekzan tiretmistir.
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Tablo 4.9:

Peynir agarda (CA) negatif kontrol ve P. roqueforti izolatlar1 ekstraktlarinda tespit edilen ugucu bilesikler

izolatlar
(=]
Kimyasal Ma S RT 10
grup Bilesik Adive | (g/mol) | £ | (9 X&’sgﬁﬁgﬁgzﬁaﬁmzmﬁégggﬁ
P g 2| 5|g gl g|g s el u|e|d|ele|¥ |E|g|ela|elE
5 i Jd| 3 Q > 9 NS .
m O
Hidroksi-asetik asit
(Glikolik asit) 76 82 | 2,205 +
(C2H405)
Asetik asit, hidrazit
(C2HsN20) 74 81 | 3,073 +
N-amino32-
Asitler hidroksipropanamid 104 83 | 4,436 + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
at,propanoik asit
(C3HsN202)
4-metil pentanoik
asit 116 78 | 4,454 +
(CsH1202)
2-Piridinpropanoik
asit (C11H13sNO) 207 85 | 7,672 + + + +
1-Propiltiyo-2- 134 66 1,736 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
propanol (CeH140S)
Hidrazinkarbotiyoa
Kikiirtli | mid, 91 74 | 4,318 + + + + + +
bilesikler | Tiyosemikarbazit
(CHsNsS)
Metil-benzen 92 80 4,328 + + + + + + + + + + + + + + + +
(Toluen) (C7Hs)
Alkoller 2-Propil-1-heptanol 158 86 | 5,020 + |+ |+ + + + + + + + +
(C10H220)
Aldehitler | Nonanal (n- 142 85 5,015 +
Nonanal) (CeH150)
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Alkanlar

1-Metoksi-3-metil-
biitan (CeH140)

102

83

3,084

1,1-dietoksi-hekzan
(C10H2202)

174

73

5,899

5-Metil-oktadekan
(C19Ha40)

268

88

10,739

Dekan (n-Dekan)
(C1oH22)

142

89

10,742

Dodekan (n-
Dodekan) (Ci2H2g)

170

93

17,017

Esterler

Hidrazinkarboksilik
asit, etil ester (Etil
karbazat)
(C3HsN202)

104

84

3,648

Diger
bilesikler

1,2-Dietildiboran-
D10 (C4H4D10B2)

84

72

1,501

3-Etoksi-propanal
(CsH1002)

102

82

2,190

n-propil karbitol
(C7H1603)

148

84

2,204

2-hidroksimetil-3-
metil-oksiran
(C4Hs02)

88

84

2,336

Dietilenglikol
mono-n-propil eter
(C7H1503)

148

85

2,341

Vinil 2-(etoksi)etil
eter (CsH1202)

116

82

3,657

Karbonik dihidrazit
(CHsN40O)

90

78

4,317

3-Etiliden-2-metil-
1-hekzen-4-in
(CoH12)

120

85

8,136

3-Metilen-4-vinil-
siklohekzen (CoH12)

120

82

9,185

Vinil nortrisiklen
(CoH12)

120

85

10,070

102




Oksiran, hekzil-
oktan, 1,2-epoksi 128 85 | 10,732 | + + + + + + +
(CsH150)

Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir. Ma: Bilesigin molekiil agirligi (g/mol); RT: Alikonma zamani (s); NK: Negatif kontrol

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 4.15: Peynir agarda gelisen P. roqueforti CECT 2905, 4K2, KP44 ve 26 KK5A
izolatlariin ugucu bilesenlerinin toplam iyon kromatogrami (TIC). NK: Negatif

Kontrol
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Gillot vd. (2017b), peynirden ve peynir dis1 ortamdan izole ettikleri ve peynir agarda
gelistirdikleri 55 P. roqueforti susunda, GC-MS analizi sonucu 52 ugucu bilesen (16
keton, 8 asit (yag asitleri de dahil), 7 kiikiirtlii bilesik, 6 alkol, 5 aldehit, 4 pirazin, 2
alkan, 1 ester, 1 lakton, 1 fenol ve 1 terpen) tespit etmislerdir. Bu ¢alismada, peynir
dis1 ortamdan izole edilen P. roqueforti suslarimin, peynir izolatlarina gére daha genis
bir ugucu bilesen profiline sahip oldugu belirtilmistir. Peynirden izole edilen F51 susu,
propiyonik asit, 2-metil propanoik asit ve 3-metilbiitanoik asit ile karakterize edilirken,
peynirden izole edilen FM164 ve peynir dis1 ortamdan izole edilen suslarda ise
(LCP00148 ve LCP02492) metil ketonlar (heptan-2-on, nonan-2-on, non-8-en-2-on,
pentan-2-on), sekonder alkoller (biitan-2-ol) ve 2,3-dimetil-5-pirazin bilesikleri 6ne
cikmisgtir. Ayrica, peynir dist ortamdan izole edilen diger suglarin (CBS 479.84 ve CBS
498.73) ugucu bilesen profilinde, biitan-2-on, -mirsen, 4-metil-2,3-dihidropiran-6-on,
p-krezol, 4-metilpentan-2-on, 2,5-dimetilpirazin, 2,3,5-trimetilpirazin ve benzaldehit
de yer almistir. Tablo 2.2°ye (bkz. 2.2.5) gore, P. roqueforti popiilasyonlarindan
Popiilasyon 4’te (Rokfor ve Termignon harici diger peynirler) ugucu bilesen ¢esitliligi

oldukca diisiik iken, diger 4 popiilasyondaki suslar, yiiksek ugucu bilesik cesitliligine
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sahiptir (Coton vd., 2020; Dumas vd., 2020; Crequer vd., 2023; 2024). Crequer vd.
(2024), mavi peynirlerden izole edilen suslarin, diger popiilasyonlardan izole edilen
suglara gore, domestikasyon prosesinden dolayi, metabolik cesitliliklerini zamanla
kaybettiklerini ve daha diisiik metabolit profillerine sahip olduklarini vurgulamistir.
Tiirkiye peynirlerinden izole edilen 20 izolatta ise daha az ugucu bilesen tespit
edilmistir. izolatlarda birbirlerinden farkli olarak; KP44’te asetik asit hidrazit,
15YA5B’de hidroksi-asetik asit, KP47°de 4-metil pentanoik asit ve 4K2’de 1,1-
dietoksi-hekzan belirlenmistir. Bu izolatlarin ugucu bilesen profilinde, Popiilasyon 4
izolatlarinda oldugu gibi, az sayida ugucu bilesik tespit edilmistir. Ayrica, bu analizde
kullanilan metot, tespit edilen ugucu bilesen sayisini sinirlandirmis olabilir. Ayrica
daha iyi sonuglar i¢in, analiz parametreleri degistirilerek, kullanilan GC-MS metodu

gelistirilebilir.

4.4.5. Tzolatlarin Rokfortin C (ROKC) ve Mikofenolik Asit (MPA) Uretimi

P. roqueforti izolatlarinin YES agarda ROKC ve MPA iiretimlerini belirlemek igin,
mikotoksin standartlar1 kullanilarak oncelikle, analiz metodu kurulmus ve bu metodun
performans: degerlendirilmistir. Iki mikotoksin i¢in hesaplanan lineerite (dogrusallik)
verileri; lineerite araligi ve esitligi ve kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilari
(R?) Tablo 4.10°da verilmistir. Ayrica, bu mikotoksinlerin tespit limiti (LOD) ve 6l¢iim
limiti (LOQ) de belirlenmistir (Tablo 4.10). Her iki standart da alt1 farklh
konsantrasyonda hazirlanarak cihaza verilmis ve iki mikotoksin i¢in de alti farkl
noktadan olusan kalibrasyon egrisi c¢izilmistir. Kalibrasyon egrilerinin korelasyon
katsayilar1, metot validasyonu icin kabul edilebilir bulunmustur (R?>= 0,999). LOD ve
LOQ degerleri ise, standartlarin cihaza on tekrarli verilmesi sonucu Excel’de

hesaplanmuistir.

Tablo 4.10: MPA ve ROKC ig¢in lineerite verileri, LOD ve LOQ degerleri

Lineerite
Mikotoksin | arahg Lineerite esitligi R2 LOD LOQ
(ng/mL) (ng/kg) | (ng/kg)
MPA 0.4-8 y = 68584x-1317.36 | 0.999 0.58 1.95
ROKC 0.2-4 y = 91486.1x-5005.21 | 0.999 0.11 0.36

MPA: Mikofenolik asit; ROKC: Rokfortin C; R% Korelasyon katsayisimn karesi; LOD:
Deteksiyon limiti; LOQ: Kantitasyon limiti.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Kalibrasyon egrisini olusturmak i¢in, ROKC (2 pg/mL) ve MPA (4 pg/mL)
standartlart HPLC cihazina enjekte edilmis ve bu standartlarin miksinin HPLC-PDA
kromatogramlar1 Sekil 4.16°da verilmistir. Her iki mikotoksin i¢in de, en yiiksek pik
verdikleri optimum dalga boylart (MPA i¢in 215 nm, ROKC i¢in 305 nm)
kullanilmistir. Buna gére, MPA’nin alikonma zamani 20,3 dk ve ROKC’nin 25,2 dk

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.16: MPA (4 ng/mL) ve ROKC (2 pg/mL) standart mikslerine ait HPLC-PDA
kromatogramlari. (A) 215 nm’de MPA ve ROKC standartlarinin miksine ait
kromatogram, (B) 305 nm’de MPA ve ROKC standartlarinin miksine ait

kromatogram.
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

P. roqueforti izolatlariin YES agar ekstraktlarina ait MPA ve ROKC sonuglari,
ortalama deger ve standart sapma olarak Tablo 4.11’de verilmistir. P. roqueforti
26KKS5A izolatmin YES agar ekstraktina ait HPLC-PDA kromatogramlari, 6rnek
olarak Sekil 4.17°de verilmistir. Izolatlar arasinda bu iki mikotoksinin miktari
degiskenlik gortermis ve istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,05) bulunmustur. P.
roqueforti izolatlarinin MPA ve ROKC iiretimi, sirasiyla, 3,5-745,4 ng/kg ve 43,8-
1059,9 ng/kg araliklarinda tespit edilmistir. Tablo 4.12°de gosterildigi iizere, KP44
izolatinda 745,4 pg/Kkg ile en yiiksek miktarda MPA {iretimi tespit edilmistir. Bu izolat
MPA {iretimi bakimmdan, CECT 2905 tip susu (664,5 ug/kg) ve 3KC5L izolat1 (357,5
ng/kg) takip etmistir. En diisik miktarda MPA’y1 (3,5 pg/kg), 11KD5B izolati
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tiretmistir. KP27 ve 7S45D izolatlar da, sirasiyla, 5,6 pg/kg ve 6,6 pg/kg olmak tizere
diger izolatlardan diisiik miktarlarda MPA {iiretmistir. En yiiksek miktarda ROKC’yi,
1059,9 ng/kg ile 26KK5A izolat: tiretmistir. ROKC iiretiminde, CECT 2905 tip susu
963,5 ng/kg ve KP47 izolatt 545,9 pg/kg ile 26KK5A’y1 takip etmistir. 3KC5L
izolatinda MPA tespit edilememistir. 17EC4B (43,8 pg/kg) ve KP44 (48,6 pg/kg)
izolatlar1 da, diger izolatlardan diisiik miktarda ROKC {iiretmistir.

Tablo 4.11: P. roqueforti izolatlarin YES agarda mikofenolik asit ve rokfortin C

uretimi
Izolatlar MPA (ng/kg) ROKC (ng/kg)
NK TE TE
CECT 2905 664,5+25,2° 963,5+1"
2KC5H 44,6+0,69 122,3+0,1'
3KC5L 357,5+12,1¢ TE
4K2 28,5409 153, 10¥
7S45D 6,6+0,39 116,2+6'M
9CA5B 147,7+0,5¢F 218,6+1,89
11KD5B 3,5+0,19 185,1+3,9'
15YA5B 8,5+0,79 105,9+0,4"
17EC4B 272,7+2,3¢ 43,8+0P
22EE5A 16,9+0,79 75,3+1,1°
26KK5A 35,5+1,29 1059,9+32
KP12 14,3+0,79 247 4+0,1
KP14 30,6+0,79 411,8+1,9¢
KP20 115,243,2f 101,5+0,3"
KP25 16,7+0,19 110,6+0,1™
KP27 5,6+0,59 174,7+0,3
KP31 172+1,9° 413,1+0,3¢
KP44 745,4+28 42 48,6+0,4°
KP47 9,6+0,49 545,9+0,9°
KP58 34,2+0,39 195,7+0,4"
KP59 32,6+0,79 327,240,7¢

Rakam ve harf ile verilen kodlar, izolat isimlerini ifade etmektedir. YES: Maya ekstrakti
sikroz agar; MPA: Mikofenolik asit; ROKC: Rokfortin C; NK: Negatif kontrol; TE: Tespit
edilemedi

MPA i¢in LOD: 0,59 pg/kg, LOQ: 1,95 pg/kg; ROKC i¢in LOD: 0,11 pg/kg, LOQ: 0,36 ng/kg
a-0: Ayni stitundaki farkli kiigiik harfler, sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugunu (p<0,05) géstermektedir,

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 4.17: P. roqueforti 26KKS5A izolatinin YES agar ekstraktina ait HPLC-PDA
kromatogramlari. (A) 215 nm’deki kromatogramda MPA’nin belirlenmesi, (B) 305

nm’deki kromatogramda ROKC’nin belirlenmesi.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

MPA ve ROKC’nin tespitinde, TLC, HPLC, LC-MS, LC-MS/MS ve LC-QTOF/MS
metotlar1 kullanilmaktadir (Erdogan ve Sert, 2004; Cakmakci vd., 2015; Gillot vd.,
2017a; 2017b; Ozturkoglu-Budak vd., 2023; Caron vd., 2024; Crequer vd., 2024).
Erdogan ve Sert (2004), Kiiflii Tulum peynirlerinden izole ettikleri 12 P. roqueforti
izolatin1 YES siv1 besiyerinde 5 °C’de, 12 °C’de ve 25 °C’de 10 giin gelistirdikten
sonra, rokfortin miktarini incelemiglerdir. Buna gore, 5 izolatin en ¢ok 25 °C’de
rokfortin iirettigini raporlamislardir. Sumarah vd. (2005) ve O’Brien vd. (2006)
silajdan ve keresteden izole ettikleri P. roqueforti suslarinin CYA ve YES agar
besiyerlerinde MPA ve ROKC iirettiklerini (LOD ve LOQ degerleri iizerinde)
vurgulamiglardir. Cakmakcei vd. (2015), Kiiflii Civil peynirinden izole ettikleri 140 P.
roqueforti izolatinin, YES agarda 25°C’de 7 giin inkiibasyon sonrasi iirettikleri MPA
miktarin1  0,1-23,1 mg/kg ve ROKC miktarmi 0,2-47 mg/kg araliklarinda
belirlemislerdir. Fontaine vd. (2015a), Avrupa’nin gesitli yerlerinden aldiklar1 mavi
peynirlerden izole edilmis 96 P. roqueforti susunun 25°C’de 7 giin inkiibasyonu
sonrasi sirastyla, MPA ve ROKC miktarmi CA’da 698-3497,9 ng/g ve 3623,2-9980,8
ng/g; YES agarda 5476-14957,8 ng/g ve 6691,4-27592,6 ng/g olarak belirlemislerdir.
Gillot vd. (2017a), 55 P. roqueforti izolatindan Rokfor peyniri ve peynir dist ortamdan
izole edilenlerin YES-C (YES-musir ekstrakti) agarda (25°C’de 7 giin inkiibasyon
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sonrast) MPA iiretimi, LOD ve LOQ degerlerinin iistiinde, diger mavi peynir
izolatlarinda ise, MPA iretimini bu degerlerin altinda tespit etmislerdir. Diger mavi
peynir izolatlarinda MPA iiretiminin oldukc¢a diistiik kalmasinin, bu izolatlarin mpaC
geninde 174 bp’lik delesyon bulunmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir. Sonraki
caligmalarda bu izolatlar, Tablo 2.2’de verilen Popiilasyon 4 icerisinde yer almigtir
(Coton vd., 2020; Dumas vd., 2020; Crequer vd., 2023; 2024). Gillot vd. (2017b), bu
izolatlarin YES agarda (25°C’de 7 giin inkiibasyon sonrasi) MPA iiretimini 4-57 ng/g
araliginda belirlemislerdir. ROKC miktarlar ise, 18-237 ng/g araliginda degismistir.
Ozturkoglu-Budak vd. (2023) ise, Divle-Obruk peynirinden izole ettikleri bir P.
roqueforti’nin YES agarda 25°C’de 7 giin inkiibasyon sonrast MPA iiretimini tespit
edememisler, ROKC miktarmni ise 29,99 ng/kg olarak bulmuslardir. Caron vd. (2024),
P. roqueforti izolatlarinin genomlarinda, pleotropik (bir genin birden fazla fenotipik
ozellikte etkili olmasi) kantitatif 6zellik lokuslarimi (QTL) tanimlamislardir. Bu
caligmaya gore QTL lokuslari, koloni rengi, lipoliz ve proteolizin yan1 sira, MPA ve
ROKC gibi ikincil metabolitlerin iiretimiyle iliskilendirilmistir. Buna gére, MPA ve
ROKC’nin iiretimi i¢in QTL’ler belirlenmis ve bu lokuslarin her iki metabolitin
biyosentez gen kiimeleriyle ortiistiigii tespit edilmistir. Rokfor peyniri disindaki
izolatlardaki alellerin, bu metabolitlerin daha diisiik tiretim seviyeleriyle iligkili oldugu
tespit edilmistir. Ornegin, bu lokuslardan birinde bulunan pczl geninin ikincil
metabolitlerin sentezinde regiilator oldugu bilinmektedir. Bu genin asir1 ifadesi,
ROKC iiretimini azaltirken, MPA iretimini artirmistir. Bu durum, peynir ortamina
adapte olmus P. roqueforti soylarinda daha diisiik ikincil metabolit iiretim seviyeleri
icin, pozitif se¢ilime ugradigi yoniinde degerlendirilmistir. Crequer vd. (2024), P.
roqueforti’nin ii¢ peynir popiilasyonundan (Rokfor, Rokfor harici ve Termignon) ve
iki peynir dig1 ortamdan gelen popiilasyondan (kereste ve silaj) toplam 44 izolatin
metabolit profillerini (YES agarda 25 °C’de 10 giin inkiibasyon sonrasi) incelemis ve
popiilasyonlar arasinda metabolit liretiminin degistigini tespit etmislerdir. Peynir dist
ortamdan gelen izolatlar, pek ¢ok yag asidi, terpenoid ve mikotoksini (PR toksin,
izofumigaklavinler, eremofortinler, festuklavin ve mikofenolik asit) iiretmistir. Ancak,
Rokfor peyniri ve Rokfor harici mavi peynir izolatlar1 diisiik metabolit ¢esitliligi ve
diisiik mikotoksin iiretimi gostermistir. Izolatlarm %43 {inde, MPA {iretimi tespit
edilememis veya diisiik diizeyde kalmistir (maksimum 118 ng/g). Ozellikle Rokfor
harici peynir popiilasyonu, domestikasyonu en belirgin olan popiilasyondur ve mpaC

geni delesyonu nedeniyle MPA iiretimi oldukea diisiik miktarda kalmistir. Termignon
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popiilasyonu ise, peynir ve peynir harici popiilasyonlarin arasinda bir metabolit profili
sergilemistir. ROKC iiretimi ise peynir popiilasyonlarinda, peynir dist popiilasyonlara
gore daha yiiksek miktarlarda bulunmustur. Bu sebeple, ROKC’nin peynirde ekolojik
bir roliiniin olabilecegi degerlendirilmistir (Crequer vd., 2024). Peynir dist
ortamlardan gelen iki izolatta (UBOCC-A-118017 ve UBOCC-A-118018) ROKC
biyosentezinde anahtar gen olan rds’nin 5” bolgesindeki bir delesyon, baslangi¢ kodon
eksikligine yol agmis; ayrica, bir Rokfor izolatindaki (LCP02939) bir delesyon ¢erceve
kaymasina neden olmustur. Bu {i¢ izolat da ROKC iiretememistir. ROKC gen
kiimesinde meydana gelen mutasyonlarin, belirli bir popiilasyonla baglantili olmadig1
ve bu varyasyonlarin, birden fazla popiilasyonla paylasildigi gézlemlenmistir. Bu
calismaya gore, peynir popililasyonlarinin diisiik toksin iiretme 06zelliginin, bu
yetenegin dejenerasyonu ve/veya diisiik toksin iireten bireylerin seg¢ilmesi yoluyla
kaybedilmesi ile baglantili olabilecegi hipotezi One siriilebilir. Peynir
popiilasyonlarindaki kullanilmayan o6zelliklerin (karbonhidrat kullanimi ve eseyli
iiremenin kayb1 vb.) dejenerasyonunun, dogal se¢ilim baskisinin azalmasi sonucu
(zayiflamig/gevsek  segilim)  olustugu  degerlendirilmistir.  Peynir  dist
popiilasyonlardaki yiiksek metabolit ¢esitliligin korunmasinin, bu metabolitlerin
biyolojik aktivitelerinin (antimikrobiyel etkiler vb.) farkli ekolojik nislerde 6nemli
olmasindan kaynaklanabilecegi seklinde degerlendirilmistir (Crequer vd., 2024).
Boylece, ¢evre kosullarina adaptasyon sonucu P. roqueforti gruplari, farkli metabolit
profili sergilemis ve domestikasyon prosesi ile de hipotoksijenik popiilasyonlar ortaya
cikmistir.

Tiirkiye peynirlerinden izole edilen 20 P. roqueforti izolatinin YES agarda 25 °C’de
14 giin inkiibasyonu sonrasi, genel olarak tiim izolatlarda degisen miktarlarda MPA ve
ROKC iiretimi tespit edilmistir. Izolatlarin bu mikotoksinleri iiretim diizeyleri yiiksek
olmamakila birlikte, literatiirdeki diizeylerle benzer sekildedir. Bu izolatlar YES agarda
MPA ve ROKC iiretimi miktarlar1 agisindan, Rokfor ve Termignon popiilasyonlarina
yakinlik géstermistir. Diger mavi peynir poptilasyonunda, MPA iiretimi oldukga diisiik
diizeydedir. Sadece, 3KC5L izolatinin ROKC iiretimi tespit edilememistir. Bunun
nedeninin, Crequer vd. (2024)’iin raporladigi gibi rds geninde veya ROKC ile iliskili
baska bir gende bir degisiklikten kaynaklanabilecegi diistiniilmiistir.

KP44, 4K2 ve 26KKS5A suslari, ucucu bilesen iiretimi agisindan birbirine yakin
bulunmustur. 26KKS5A izolati, ROKC’yi; KP44 izolati ise MPA’y1 diger izolatlardan
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daha yiiksek miktarda tiretmistir. PCA analizine gore 1., 2, ve 3. gruplardan secilen
lic izolat ve CECT 2905 neotip susu ile peynir iiretimi gerceklestirilmistir. Uretilen
peynirlerde bazi fizikokimyasal, mikrobiyolojik analizler, ugucu bilesen ve

mikotoksin (rokfortin C ve mikofenolik asit) analizleri yapilmistir.

4.5. Peynirlerin Ozellikleri
4.5.1. Cig Siitiin ve Peynirlerin Fizikokimyasal ve Mikrobiyolojik Ozellikleri

Peynir iiretiminde kullanilan ¢ig siitiin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik analiz
sonuglari, Tablo 4.12°de, peynir 6rneklerinin ise Tablo 4.13’te verilmistir. Peynirlerin

alt1 haftalik olgunlagma stireci sonrasi goriiniimleri, Sekil 4.18°de verilmistir.

Tablo 4.12: Peynir iiretiminde kullanilan ¢ig siitiin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik

analiz sonuglari

Ozellik Ortalama deger + standart sapma

pH 6,70+0,01
TTA (%) 0,21+0,01

KM (%) 13,27+0,02
Kiil (%) 0,69+0,01

Yogunluk (g/mL) 1,029+0,001
TMAB (log kob/mL) 6,53+0,10

TMK (log kob/mL) TE

TLB (log kob/mL) 5,76+0,01
TLC (log kob/mL) 6,41+0,08

TTA: Titre edilebilir asitlik (%); KM: Kuru madde (%); TMK: Toplam Maya-Kiif Sayimi;
TMAB: Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri Sayimi; TMK: Toplam Maya-Kiif Sayimi, TLB:
Toplam Lactobacillus Sayimi, kob: Koloni olusturan birim; TLC: Toplam Lactococcus

Sayimi; TE: Tespit edilemedi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Tablo 4.13: Peynir 6rneklerinin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik analiz sonuglari

Numune pH TTA Protein Yag Tuz Kiil KM TMAB TMK TLB TLC
TZ 5,35:+0,02f | 0,14+0,012 | 18,76+0,10? | 29,40+0,93% | 3,05+0,5% |5,05+0,06%° | 55,75+1,412 | 8,50+0,01% | 5,54+0,06¢ | 8,14:0,04° | 8,09+0,15%°
TP1 5,90+0,01°¢ | 0,13+0,01% | 13,85+0,10° | 27,75+1,94%¢ | 2 61+0,06% | 4,60+0,06° | 55,08+1,53? | 8,38+0,10%°| 6,16+0,01¢ | 8,37+0,11? | 7,96+0,08"
TP3 6,68+0,04% | 0,14+0,012 | 12,76+0,10%| 30,50+2,142 | 2,97+0,17% | 5,36+0,21? | 55,70+0,42? | 8,30+0,02° | 7,84+0,02¢ | 7,19+0,01¢ | 7,83+0,09¢
TP5 6,89+0,02¢ | 0,09+0,02" | 14,82+0,10° | 21,75+1,52¢ | 2,61+0,17% | 4,89+0,18% | 50,20+1,70° | 8,57+0,172 | 7,94+0,09" | 6,87+0,09¢ | 8,28+0,112
TP7 7,18+0,02° | 0,08+0,01°¢ | 13,55::0,10° | 2541,75%9 | 2,4440,172 | 5,03+0,12% | 47,23+0,20° | 8,560,112 | 8,13+0,04? |6,83+0,02¢| 8,25+0,072
TP9 7,36+0,01% | 0,09+0,01° | 12,94+0,10% | 23,25+1,63% | 2,50+0,14 |4,82+0,01* | 48,75+0,02" | 8,38+0,07%°| 8,02+0,01% | 6,68+0,02¢ | 8,12+0,06%

TZ: Taze peynir (4 °C’de 7 giin dinlendirilmis), TP1-TP9 peynirleri 6 hafta 10°C'de olgunlastirilmistir. TP1: Kif inokiile edilmeyen; TP3: CECT 2905 kodlu
izolat inokiile edilen; TP5: 4K2 kodlu izolat inokiile edilen; TP7: KP44 kodlu izolat inokiile edilen; TP9: 26KK5A kodlu izolat inokiile edilen peynir; TTA:
Titre edilebilir asitlik (%); Protein: (%); Yag: (%); Tuz: (%); Kiil: (%); KM: Kuru madde (%); TMAB: Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri Sayimi (log kob/g);
TMK: Toplam Maya-Kiif Sayimi (log kob/g); TLB: Toplam Lactobacillus Sayimi (log kob/g); TLC: Toplam Lactococcus Sayimi (log kob/g); Ort+s.s.: Ortalama
deger + standart sapma.
a-f: Aym siitundaki farkli kiigiik harfler, sonuglar arasinda énemli bir fark oldugunu (p<0,05) gostermektedir. Tuz ve kiil degerlerinde anlaml farklilik yoktur

(p>0,05)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 4.18’de gosterildigi iizere P. roqueforti izotlarindan KP44 ve 26 KK5A, peynirde
homojen bir gelisim gostermistir. 4K2 izolat1 ise, bunlara nazaran peynirde daha az
gelismistir. KP44 ve 26KK5A, Rokfor peyniri susu olan CECT 2905’e yakin bir
gelisim profili sergilemis ve miseller peynirde damarli goriinimii olusturmustur. P.
roqueforti 26KKS5A izolati, morfolojik inceleme ve misel gelisimi analizlerinde
petride sinirh bir gelisme paterni sergilese de, peynir ortaminda iyi geligsmistir. Ancak
4K2 izolati, diger izolatlara gore peynirde daha az damarli yap1 olusturmus ve zayif

gelismistir.

Sekil 4.18: Olgunlagsma siiresi sonunda, P. roqueforti izolatlarinin peynirlerde

olusturdugu damarli yapilar ve peynirlerin goriiniimleri. (A) TP1: Kiif inokiile
edilmeyen, (B) TP3: CECT 2905 kodlu tip sus inokiile edilen, (C) TP5: 4K2 kodlu
izolat inokiile edilen, (D)TP7: KP44 kodlu izolat inokiile edilen, (E) TP9: 26KK5A

kodlu izolat inokiile edilen peynir.
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.13’te belirtildigi tizere, peynir 6rneklerinin pH, toplam titre edilebilir asitlik
(TTA), protein, yag, kuru madde (KM), toplam mezofilik aerobik bakteri sayimi
(TMAB), toplam maya-kiif sayim1 (TMK), toplam Lactobacillus sayimi (TLB) ve
toplam Lactococcus sayimi (TLC) degerleri sonuglarinda anlamli farklilik
bulunmaktadir (p<0,05). Ancak tuz ve kiil degerlerinde anlamli farklilik yoktur
(p>0,05).

Peynirlerin pH degerleri 5,35-7,36 arasinda degismistir. Taze peynir (TZ), 5,35 ile en
diisiik pH degerine sahipken; 26KKS5A kodlu izolat ile olgunlastirilan peynir (TP9),
7,36 ile en yiliksek pH degerindedir. Olgunlagma siirecinde kiiflerin proteolitik
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aktivitelerinin etkisiyle, olgunlastirilan peynirlerin pH degerlerinde belirgin bir artis
gozlenmistir. En yiliksek pH degeri, peynir iiretiminde kullanilan izolatlardan en
yuksek proteolitik aktiviteye sahip olan 26KKS5A izolati ile iiretilen T9 peynirinde
tespit edilmistir. Genellikle diisiik olan %TTA degerleri, %0,08-0,14 araliginda, en
diisiik %TTA degerindeki (%0,08) peynir, KP44 kodlu izolat ile olgunlastirilan peynir
(TP7); en yiiksek deger (%0,14), TZ ve CECT 2905 tip susu ile olgunlastirilan peynir
(TP3) olarak bulunmustur. Peynirlerin % protein ve % yag oranlart, sirasiyla, %12,76-
18,76 ve %21,75-30,50 araliklarinda tespit edilmistir. TZ, en yliksek protein oranina
(%18,76) sahiptir ve diger numunelerde bu oran daha diisiik seyretmistir. Protein
miktarindaki bu diisiis, olgunlasan peynirlerdeki proteolizin sonucu olabilir. TP3,
%30,50 ile en yiiksek yag miktarina sahip peynirdir ve peynirlerin yag miktarlari
birbirine yakin bulunmustur. Numunelerde %tuz, %kiil ve %KM oranlari, sirasiyla,
%2,44-3,05, %4,60-5,36 ve %47,23-55,75 araliklarinda degismistir. Bu degerler, TZ
numunesinde yiiksek iken, olgunlastirilan bes numunenin degerlerinde kiigiik diisiisler
belirlenmistir. Mikrobiyolojik analizlerde TMAB, TMK, TLB ve TLC degerleri,
sirasiyla, 8,30-8,57 log kob/g, 5,54-8,13 log kob/g, 6,68-8,37 log kob/g ve 7,83-8,28
log kob/g araliklarinda degismistir. Peynirlerin TMAB sayilari, birbirine yakin
seyretmis, ancak TMK sayilar1, peynirlere kiif inokiilasyonu ile artmistir. Kiif ile
olgunlasmis peynirlerde TLB sayilar1 azalirken; TLC sayilary, siite starter kiiltiir ilavesi

ile birlikte tiim peynirlerde birbirine yakindir.

Ozgoren ve Seckin (2012), Erzurum, Isparta, Kayseri, Konya ve Mersin illerinden
temin ettikleri kifli  peynir Orneklerinin  (n=100) kalite ozelliklerini
degerlendirmislerdir. Buna gore, drneklerin ortalama pH (5,37), asitlik (%0,91), yag
(%16,26), tuz (%4,97) ve KM (%53,28) degerlerini tespit etmislerdir. Bu ¢aligsmada,
geleneksel yontemlerle evlerde iiretilen ve liretim yonteminin yoreye gore degistigi
kiflii peynirlerde farkli kalite 6zellikleri belirlenmistir. Cakmakei vd. (2014), lor
peyniri ilave ederek Kiiflii Civil peyniri yaptiklari ¢alismada, 6rneklere bazi kimyasal
ve mikrobiyolojik analizler yapmiglardir. Olgunlagsma siiresi boyunca peynir
orneklerinde (180 giin), ortalama pH (4,59-6,48), asitlik (%0,42-0,72), protein
(%32,24-36,55), yag (%1,69-1,72), tuz (%6,09-7,21) ve KM (%41,60-46,97)
degerlerini tespit etmislerdir. Mikrobiyolojik analizlerde ise, TMAB sayis1 7,33-8,30
log kob/g, TMK sayis1 7,60-7,93 log kob/g, TLB sayis1 5,78-7,80 log kob/g ve TLC

sayist 6,47-8,49 log kob/g araliklarinda degismistir. Bu calismada, Lor peyniri

114



ilavesinin Kiiflii Civil peynirinin kimyasal kompozisyonunu etkiledigi sonucuna
varmiglardir. Ayrica, olgunlagsma siirecinin baginda peynirlerde mikrobiyal ytikiin
fazla oldugunu, ancak olgunlagsmanin sonuna dogru, yaklasik 1-2 log kob/g azaldigini
tespit etmislerdir. Divle-Obruk peynirinde yapilan bir ¢calismada, ii¢ farkli mandirada
tiretilen peynir orneklerinde, 120 giin olgunlastirma siiresi boyunca pH (4,54-5,14),
KM (%50,78-56,25), yag (%16,5-19,50), tuz (%2,90-3,80) ve toplam protein (%4,17-
4,87) degerleri belirlenmistir (Ozturkoglu-Budak, 2016b). Arslaner ve Salik (2020),
Bayburt Civil peynirlerinde yaptiklari ¢alismada, 20 peynir 6rneginde pH (5,36-6,07),
asitlik (%0,21-1,25), protein (%20,9-35,54), yag (%0,5-26), kil (%3,48-16), tuz
(%1,51-15,43), KM (%41,92-57,85), TMAB (5,94-8,83 log kob/g) ve TMK (4,37-
10,14 log kob/g) degerlerini incelemislerdir. Bu ¢alismanin sonuglari, cografi isaret
potansiyeli tagtyan Bayburt Civil peynirinin kimyasal kompozisyon ve mikrobiyal yiik
acisindan standart kaliteye sahip olmadigini ortaya koymustur. Cakmakg¢1 ve Salik
(2021), Erzurum Kiiflii Civil peynirinin pH (5,60-6,51), asitlik (%0,72-1,70), protein
(%35,0-36,95), yag (%]1,72-6,0), tuz (%5,0-7,21), kiil (%5,68) ve KM (%46,97-65,0)
degerlerini raporlamistir. Ayrica, son yillardaki Kiiflii Civil peynirinin kontrollii
kiiflendirilmesi amaciyla, lizerinde arastirma yapilan P. roqueforti suslarinin gesitli
calismalarda kullanildigini1 vurgulamislardir. Cakmakg1 ve Salik (2021), Divle-Obruk
peynirinde ise, pH (5,14-5,49), asitlik (%1,07-2,72), protein (%25,90-31,07), yag
(9%19,50-25,92), tuz (%2,46-3,99), kiil (%4,96) ve KM (%56,25-60,13) degerlerini
belirtmistir. Antakya Kiifli Siirk’iinde ise, pH (4,76-4,94), asitlik (%1,14-1,44),
protein (%19,02-20,10), yag (%8,99-9,50), tuz (%6,80-8,35), kiil (%6,20-7,96) ve KM
(%42,30-52,91) tespit edilmistir. Cakir ve Cakmakg1 (2024), 6zelliklerini daha 6nce
belirledikleri P. roqueforti 41 susu ile Kiflii Erzincan Tulum peyniri iiretmigsler ve
peynirleri, 120 giin olgunlagtirmislardir. Peynirlerin olgunlagsma siiresi boyunca,
kimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerini incelemislerdir. Analizler sonucu, pH (4,76-
5,71), asitlik (%0,99-1,77), protein (%18,27-27,56), yag (%29.00-43,00), kiil (%4,15-
6,42), tuz (%2,81-4,80), KM (%53,19-77,64), TMAB (7,49-8,61 log kob/g), TMK
(5,08-7,79 log kob/g), TLB (7,18-8,39 log kob/g) ve TLC (7,39-8,62 log kob/g)
degerlerini tespit etmislerdir. Demirci (2024), Konya’da yerel saticilardan temin ettigi
kiiflii peynirlerin (n = 10) kimyasal 6zelliklerini, pH (5,17-6,69), asitlik (%1,37-2,81)
ve yag (%6,0-27,5) degerlerini inceleyerek belirlemistir. Kiiflii peynirlerde yapilmis
caligmalar incelendigince, peynirlerin tretildigi siite, peynir tiiriine, iiretim teknigine

ve peynirin Uretildigi ortam sartlarima gore kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri
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degismistir. Tiirkiye’de iiretilen kiiflii peynirler i¢in, ayn1 ¢esit peynir olsa bile, bir
standardizasyon so6z konusu degildir. Calisma kapsaminda iiretilen model kiiflii
peynirlerin ¢aligilan kimyasal ve mikrobiyolojik analiz sonuglarinin, literatiirde verilen

degerlerin arasinda oldugu tespit edilmistir.
4.5.2. Peynirlerin Ucucu Bilesen Profili

Peynir 6rneklerinin (TZ, TP1, TP3, TP5, TP7 ve TP9) GC-MS analizi sonucunda elde
edilen pikler, cihaz kiitiiphanesinden toplam 31 bilesik ile eslesmistir (%70’in lizerinde
benzerlik oranina sahip potansiyel eslesmeler baz alinmistir). Analiz sonucu peynir
orneklerinde tespit edilen bilesiklerin formiilii, benzerlik orani, molekiil agirligi ve
alikonma zamani, Tablo 4.14°te verilmistir. Buna gore ekstraktlarda, ugucu bilesikler
arasinda asitler, alkoller, aldehitler, ketonlar, esterler, laktonlar, alkanlar ve diger
bilesikler gibi farkli kimyasal gruplar tespit edilmistir. Sekil 4.19°da, peynir
orneklerine ait toplam iyon kromatogrami (TIC) verilmistir. P. roqueforti CECT 2905
referans susu ile olgunlasan peynir (TP3), diger 6rneklerden farki bir ugucu bilesen
profili sergilemistir. Bu peynirin bilesen profilinde, 2-metil-1-propanol (izobutil
alkol), metanamin (N-metil- boran), asetik asit (hidrazit), oksiran (biitil-1,2-
epoksihekzan), 2-hekzanon, 4-hidroksi-siklohekzanon ve 6-tridekanon tespit
edilmigtir. CECT 2905 susu, CA besiyerinde de diger izolatlardan farkli bir ugucu
bilesen profili sergilemistir. Bu sus, Rokfor peynirinden izole edilmistir ve Crequer
vd. (2024), Rokfor popiilasyonu izolatlarin diger peynir popiilasyonlarindan farkl bir
metabolit profili sergiledigini belirtmistir. Taze peynirde (TZ), diger peynirlerden
farkli olarak 1,1'bibisiklo-(2.2.2)oktil-4-karboksilik asit, 2,3-biitandion, propanoik asit
etil ester, 1,2-propandiol (propilen glikol), 1-(2-furanil)-etanon, benzaldehit
(fenilmetanal) ve 2,2,4-trimetil-1,3-dioksolan tespit edilmistir. En az ugucu bilesigin
tespit edildigi peynir, 4K2 izolati ile olgunlastirilan TP5’tir. Bu peynirde, diger
numunelerden farkli olarak formik asit ve karbamik asit bulunmustur. KP44 izolat1 ile
olgunlastirilan TP7 peyniri, TP3’ten sonra en farkli ugucu bilesen profilini
sergilemistir. Bu peynirde tespit edilen farkli bilesikler, metoksi-eten, pentanal,
propan, 2-biitenil-hidrazin, 2-undekanon, karbonik dihidrazit ve 2-izobiitil-4,4-
dimetil-1,3-dioksandir. 26KK5A izolat1 ile olgunlastirilan TP9 peynirinde ise,
karbamik asit metil esteri ve 2-heptanon 6ne ¢ikmistir. Peynirlerde az sayida ugucu
bilesen tespit edilse de, farklt P. roqueforti izolatlartyla iiretilen peynirlerde farkli

bilesikler belirlenmistir.

116



Tablo 4.14: Peynir 6rneklerine gore tespit edilen ugucu bilesikler
Peynir Ornekleri
S S e S
Kimyasal Bilesik Adi ve Ma ~ RT O~ ¢| 5| X
v = N | — | Ww® o
grup Formiilii (g/mol) = Il F|O8 | 2| X | &
N O N I
S I— FlF| o
m —
Formik asit 46 76 | 1.623 +
(CH.0y)
Karbamik asit 89 79 | 1.663 +
(CsH/NOy)
1,1'bibisiklo-
(2,2,2)oktil-4- 262 95 | 2.042 | +
karboksilik asit
Asitler (C17H2602)
2-Piridinpropanoik 207 89 | 2.203 + + + |+ |+
asit (C11H13NO)
Asetik asit. Hidrazit 74 82 | 2.224 +
(C2HsN0)
N-amino32- 104 81 | 10.423 + + +
hidroksipropanamid
at propanoik asit
(CsHsN203)
2-Metil-1-propanol
(izobutil alkol) 74 72 | 1.536 +
(C4H100)
Alkoller 1,2-Propandiol 76 98 | 4.009 +
(Propilen glikol)
(CsHs0,)
1-Propanol-1-D1 60 84 | 3.791 + + +
(CsH;DO)
Metoksi-asetaldehit 74 70 | 1.663 +
Aldehitler (C3Hs0»)
Pentanal (CsH100) 86 82 | 2.728 +
Benzaldehit
(Fenilmetanal) 106 93 | 11375 | +
(C/H60)
2,3-Biitandion 86 97 | 2.377 +
(C4H60y)
2-Hekzanon
(Hekzan-2-on) 100 83 | 4.801 +
(CeH120)
4-Hidroksi-
siklohekzanon 114 79 | 7.347 +
Ketonlar (CeH1005)
2-Undekanon 170 89 | 7.360 +
(C11H20)
2-Heptanon 114 86 | 7.371 +
(C/H140)
1-(2-furanil)-etanon 110 93 | 9.063 | +
(CsHs0»)
6-Tridekanon 198 83 | 13.605 +
(C13H260)
Propanoik asit, etil 102 90 | 3.480 | +
Esterler ester (CsH1007)
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Karbamik asit,
metil ester
(CsH/NOy)

75

76

1.647

Laktonlar

2,4-Dimetil-1,3-
dioksalan
(CsH1007)

102

93

3.167

Alkanlar

Propan (CsH100)

86

86

3.056

Diger
bilesikler

1,2-Dietildiboran-
D10 (CsH4D10B>)

84

72

1.526

Metoksi-eten
(C3sHs0)

58

83

1.748

Metanamin, N-
metil- boran
(C2H10BN)

59

81

1.752

Oksiran, biitil-1,2-
epoksihekzan
(CeH120)

100

79

3.036

2-Bitenil-hidrazin
(C4H10NR)

86

81

3.791

Karbonik dihidrazit
(CHeN4O)

90

82

7.379

2,2,4-Trimetil-1,3-
dioksolan
(CeH1202)

116

90

11.987

2-1zobiitil-4,4-
dimetil-1,3-dioksan
(C10H2002)

172

81

13.616

TZ: Taze peynir, TP1-TP9 peynirleri 6 hafta 10°C'de olgunlastirilmigtir. TP1: Kiif inokiile
edilmeyen; TP3: CECT 2905 kodlu izolat inokiile edilen; TP5: 4K2 kodlu izolat inokiile
edilen; TP7: KP44 kodlu izolat inokiile edilen; TP9: 26KK5A kodlu izolat inokiile edilen
peynir. Ma: Bilesigin molekiil agirligi (g/mol), RT: Alikonma zamant (s)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 4.19: Peynir 6rneklerinin toplam iyon kromatogrami (TIC). TZ: Taze peynir,
TP1-TP9 peynirleri 6 hafta 10°C'de olgunlastirilmigtir. TP1: Kiif inokiile edilmeyen;
TP3: CECT 2905 kodlu izolat inokiile edilen; TP5: 4K2 kodlu izolat inokiile edilen;
TP7: KP44 kodlu izolat inokile edilen; TP9: 26KK5A kodlu izolat inokiile edilen

peynir.
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Peynirde ugucu bilesenlerin tespitinde gaz kromatografisine entegre sistemler (GC,
GC-MS ve GC-MS/MS) ve yontemler (headspace, SPME, okfaktometri vb.)
kullanilmaktadir (Hayaloglu vd., 2008; Cakmakci vd., 2012b; Salvatore vd. 2015;
Ozturkoglu-Budak, 2016b; Gurkan vd., 2018; Atik vd., 2021; Caron vd., 2021).
Hayaloglu vd. (2008)’nin Konya’dan temin ettigi kiifli peynirlerin (n = 29) ugucu
bilesen profilini c¢ogunlukla ketonlar, alkoller, terpenler ve kiikiirtlii bilesikler
olustururken; aldehitler ve laktonlar az sayidadir. One ¢ikan bilesikler, etil asetat, etil
propanoat, etil biitanoat, etil hekzanoat, etil oktanoat, 2-propanon, 2-biitanon, 2-
pentanon, 2-hekzanon, 2-heptanon, 2-nonanon, 2-dekanon, 2-undekanon, diasetil, 3-
metil biitanal, benzaldehit, etanol, 1-propanol, 2-metil-1-propanol, 3-metil-1-biitanol,
1-pentanol, 2-biitanol, 2-pentanol, 2-heptanol, 2-nonanol, dimetil siilfit, p-simen, p-
metil anisol, benzen, toluen ve stiren olarak belirlenmistir. Cakmakci vd. (2012b),
Kiflii Civil peynirlerinde (n = 41), esterler, asitler, ketonlar, aldehitler, alkoller,

terpenler, kiikiirtlii bilesikler ve diger bilesikler olmak iizere, toplam 95 ugucu bilesik
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tespit etmislerdir. Ucucu bilesen profilinde, metil asetat, metil biitanoat, metil
dekanoat, 3-metil biitanoik asit, asetik asit, hekzanoik asit, 2-pentanon, 2-heptanon, 2-
nonanon, 3-metil-1-biitanal, 2-pentanol, 3-metil-1-biitanol, 2-heptanol, 2-nonanol, -
pinen, indan, B-mirsen, metanetiyol, dimetil siilfit, benzen ve toliien 6ne ¢ikmustir.
Salvatore vd. (2015), iirettikleri ii¢ ¢esit kiiflii peynirin ucucu bilesen profilinde, 2-
propanon, 2-pentanon, 2-hekzanon, 2-oktanon, 8-nonen-2-on, 2-undekanon gibi
ketonlar, biitirik asit, hekzanoik asit, oktanoik asit gibi asitler, etil hekzanoat, etil
oktanoat gibi esterler, 2-propanol, 2-pentanol, 2-heptanol gibi alkoller, stiren gibi
hidrokarbonlar ve 3-metilbiitanal gibi aldehitler belirlemislerdir. Ozturkoglu-Budak
(2016b)’a gore, farkl lic mandirada iiretilen Divle-Obruk peynirlerinin ugucu bilesen
profilinde, asitler, alkoller, ketonlar, esterler ve terpenler tespit edilmistir. Peynirler
arasinda kiiciik farkliliklar bulunmustur. Olgunlagsma siirecinin basinda alkoller
cogunlukta iken, olgunlagma siiresi ilerledikce relatif olarak asitlerin ve ketonlarin
miktar1 artmistir. Biitanoik asit, asetik asit, valerik asit, etil-biitanoat, 2-biitanol, 2-
biitanon, 2-heptanon, o-pinen ve toliien, Divle-Obruk peynirinin karakteristik
aromasini olusturan bilesiklerdir. Gurkan vd. (2018), ti¢ farkli P. roqueforti kullanarak
tirettikleri Kiiflii Civil peynirlerinde, 3-metil-biitanol, 2-nonanol, metil dodekanoat,
biitanoik asit ve dekanoik asit basta olmak iizere, toplam 85 ugucu bilesik tespit
etmislerdir. Atik vd. (2021), Anamur’dan temin edilen 96 Tulum peynirinin ugucu
bilesen profilinde, karboksilik asitler, alkoller, esterler, ketonlar, aldehitler, terpenler
ve hidrokarbonlar tespit etmislerdir. Tulum peynirlerinde en ¢ok miktarda tespit edilen
bilesikler, asetik asit, 2,3-biitandiol, etil asetat ve a-pinen olmustur. Caron vd. (2021),
4 farkli P. roqueforti popiilasyonundan (2 peynir ve 2 peynir harici popiilasyon)
izolatlar1 kullanarak Rokfor peyniri yapmiglar ve mavi peynirlerde aroma kalitesini
belirleyen 40 bilesigi (11 asit, 12 keton, 10 ester, 6 alkol ve 1 aldehit) aramislardir. Bu
bilesikler arasinda, 3-metil-biitanal, 3-metil-biitanol, 3-metil-biitanoik asit, asetik asit,
propanoik asit, pentanoik asit, hekzanoik asit, oktanoik asit, 2-pentanon, 2-heptanon
ve heptanol 6ne ¢ikmistir. Bu bilesikler, daha ¢ok peynir popiilasyonlari ile iiretilen
peynirlerde tespit edilmis ve tiim peynirlerin ugucu bilesen profilleri arasinda belirgin
farkliliklar bulunmustur. Tiirkiye popiilasyonu P. roqueforti’ler ile iiretilen peynirlerin
ucucu bilesen profilinde, literatiire gore ¢ok daha az sayida bilesik belirlenmistir.
Ancak tespit edilen profiller, literatiirdeki ¢aligmalarla biiyiik oranda ortiismiistiir. Tez
caligmas1 kapsaminda iiretilen peynirler, 6 hafta (40 giin) olgunlastirilmis olup,

literatlirdeki calismalar daha c¢ok 90-180 gilin arasi olgunlastirilan peynirleri
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kapsamaktadir. Bu nedenle, peynir Orneklerinde daha az sayida ugucu bilesik
belirlenmig olabilir. Ayrica, GC-MS analizinde daha iyi sonuglar elde etmek igin,
headspace yontemi yerine farkli bir ekstraksiyon yontemi kullanilabilir ve metot

parametreleri degistirilebilir.

4.5.3. Peynirlerde Rokfortin C (ROKC) ve Mikofenolik Asit (MPA) Varhgi

MPA ve ROKC standartlarinin hesaplanan lineerite (dogrusallik) verileri, LOD ve
LOQ degerleri, 4.4.5’te verilmistir. Ornek olarak, TP5 peynirinin HPLC-PDA
kromatogramlart Sekil 4.20°de verilmistir. Buna gore, MPA (A) ve ROKC (B)
metabolitleri kromatogramlar iizerinde gosterilmistir.

mAU Max Intensty : 472.540
AT Time Inten

1754

150+ | | 2
H :

A

126+

100+

T T T — |‘ = T - . T T T T T T ‘
00 28 50 75 100 125 150 175 20 25 %0 a5 min
>

Max ntensty : 14.032

<
mAU
0.0—MMJ‘\/—-U U Time 1,291 nten 0082

T T T T T T T T T T T
00 25 50 15 100 125 150 175 20 25 20 25 min

Sekil 4.20: TPS5 peynir 6rnegi ekstraktina ait HPLC-PDA kromatogramlari. (A) 215
nm’deki kromatogramda MPA’nin belirlenmesi, (B) 305 nm’deki kromatogramda
ROKC’nin belirlenmesi.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Peynir 6rneklerine ait MPA ve ROKC sonuglari, ortalama deger ve standart sapma
olarak Tablo 4.15’te verilmistir. Peynir arasinda bu iki mikotoksinin miktari tespit
edilen Orneklerde, az da olsa istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,05)
bulunmustur. MPA iiretimi tiim peynirlerde diisiik diizeyde olup; TZ, TP1 ve TP9
peynirlerinde, 6l¢iim limitinin altinda (<LOQ) tespit edilmistir. TP3, TP5 ve TP7
peynirlerinde MPA miktari, sirasiyla, 29,5 pg/kg, 20,7 pg/kg ve 19,3 pg/kg olarak
belirlenmistir.  ROKC miktar1 da, tiim peynirlerde oldukca diisiik diizeyde kalmig
olup; TZ, TP1 ve TP7 peynirlerinde tespit edilememistir. TP3, TPS ve TP9

121



peynirlerinde ise ROKC miktarlari, 0,7 pg/kg, 0,8 pg/kg ve 0,5 pg/kg olarak
belirlenmistir. CECT 2905 susunun MPA ve ROKC iiretimi besiyerinde, sirasiyla,
664,5 pg/kg ve 963,5 ug/kg; bu sus ile tiretilen peynirde (TP3), 29,5 ug/kg ve 0,7
ug/kg olarak tespit edilmistir. 4K2 izolatinin MPA ve ROKC iiretimi besiyerinde,
sirasiyla, 28,5 png/kg ve 153,1 pg/kg; bu izolat ile iiretilen peynirde (TP5), 20,7 ng/kg
ve 0,8 pg/kg olarak belirlenmistir. KP44 izolatinin MPA ve ROKC iiretimi
besiyerinde, sirasiyla, 745,4 png/kg ve 48,6 pug/kg olarak tespit edilmistir. Bu izolat ile
tiretilen peynirde (TP7) MPA miktari, 19,3 ug/kg olarak belirlenmis; ROKC miktar1
ise tespit edilememistir. 26KK5A izolatinin MPA ve ROKC firetimi besiyerinde,
sirastyla, 35,5 pg/kg ve 1059,9 ug/kg olarak tespit edilmistir. Bu sus ile tretilen
peynirde (TP9) MPA miktari, 6l¢iim limitinin altinda (<LOQ) kalmig ve ROKC
miktar1, 0,5 pg/kg olarak belirlenmistir.

Tablo 4.15: Peynir 6rneklerinde mikofenolik asit ve rokfortin C miktari

Ornekler MPA (ng/kg) ROKC (ng/kg)
TZ <LOQ TE
TP1 (Kontrol) <LOQ TE
TP3 (CECT2905) 29,5+1,42 0,7+0?
TP5 (4K2) 20,7+0,3° 0,8+0,32
TP7 (KP44) 19,3+0,2° TE
TP9 (26KK5A) <LOQ 0,5+0°

MPA: Mikofenolik asit; ROKC: Rokfortin C; TZ: Taze peynir, TP1-TP9 peynirleri 6 hafta
10°C'de olgunlagtirilmigtir. TP1: Kiif inokiile edilmeyen; TP3: CECT 2905 kodlu izolat
inokiile edilen; TP5: 4K2 kodlu izolat inokiile edilen; TP7: KP44 kodlu izolat inokiile edilen;
TP9: 26KKS5A kodlu izolat inokiile edilen peynir; TE: Tespit edilemedi.

MPA i¢in LOD: 0,58 png/kg, LOQ: 1,95 pg/kg; ROKC i¢in LOD: 0,11 pg/kg, LOQ: 0,36 ng/kg
a-b: Aymi stitundaki farkli kiigiik harfler, sonuglar arasinda 6nemli bir fark oldugunu (p<0,05)
gostermektedir,

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Kiiflii peynirlerde MPA ve ROKC miktarinin arastirildigi, pek cok c¢alisma
bulunmaktadir. Bunlarin ¢ogu Avrupa tipi mavi peynirler lizerine yapilmisken; son
yillarda Tiirk peynirleri tizerine yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir (Finoli vd., 2001;
Pose vd., 2007; Hymery vd., 2014; Fontaine vd., 2015; Reinholds vd., 2020; Ertas-
Onmaz vd., 2021; Maragos, 2022; Ozturkoglu-Budak vd., 2023; Cakir ve Cakmakgi,
2024). Finoli vd. (2001), Gorgonzola, Danablu, Rokfor, Edilpilzkase ve Stilton
peynirlerinde ROKC miktarini, 0,05-1,47 mg/kg olarak tespit etmiglerdir. Pose vd.
(2007), Arjantin ve Avrupa lilkelerinden temin ettikleri 21 mavi peynirden 12’sinde

ROKC tespit edememisler, kalan 9’unda ise ROKC’yi 0,2-3,6 ug/g araliginda
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bulmuslardir. Fontaine vd. (2015), Avrupa’nin farkli bolgelerinden temin ettikleri 86
mavi peynirden 84’{inde ROKC miktarimi 11-14125 pg/kg bulmuslardir. iki peynirde
ROKC miktari, 6l¢tim limitinin altinda kalmistir. MPA miktar1, 86 peynirden 42’sinde
tespit limitinin altinda kalmis, 44’tinde ise 15-6190 ug/kg araliginda tespit edilmistir.
Reinholds vd. (2020), 9 Avrupa iilkesinden temin ettikleri 46 mavi peynirde ROKC
miktarim 3,2-5454 pg/kg araliginda belirlemiglerdir. Bu peynirlerden 16’sinda MPA
tespit edememisler, 30’ unda ise MPA miktarini 5,8-599 pg/kg araliginda bulmuslardir.
Ertas-Onmaz vd. (2021), Tiirkiye’nin 12 ilinden temin ettikleri 120 kiflii peynir
orneginde MPA ve ROKC miktari, tespit limitinin altinda kalmistir. Maragos (2022),
Gorgonzola, Cambozola, Rokfor, Danablu ve Stilton peynirleri olmak iizere, toplam
46 peynir Orneginde ROKC miktarini, 936-2446 pg/kg olarak belirlemistir.
Ozturkoglu-Budak vd. (2023), iirettikleri 4 ¢esit Divle-Obruk peynirinden 2’sinde
ROKC ve 3’tinde MPA tespit edememisler, iki peynirde ROKC miktarini, 9,15 pg/kg
ve 14,12 ng/kg olarak bulmuslardir. Bir peynirde MPA miktarini, 10,79 pg/kg olarak
belirlemislerdir. Cakir ve Cakmake1 (2024), iirettikleri Kiiflii Erzincan Tulum
peynirlerinde ROKC ve MPA miktarlarini, 0,01-0,06 mg/kg araliginda bulmuslardir.
Kiifli peynirlerde MPA ve ROKC miktarlara bakildiginda, oldukga diisiik diizeyler
tespit edilmistir. Calisma kapsaminda yapilan peynirlerde de aym1 durum séz
konusudur. Peynir iiretiminde kullanilan P. roqueforti izolatlar1 (CECT 2905, 4K2,
KP44 ve 4K2), besiyerinde MPA’y1 ve ROKC’yi daha yiiksek oranlarda iiretirken,
peynir ortaminda bu toksinlerin iiretimi oldukga diisiik diizeyde kalmigtir. Mikotoksin
tretimini, biyotik faktdrlerin yani sira, ortam sartlart (sicaklik, bagil nem, siire),
substrat yapisi, kimyasal kompozisyon (C/N orani, NaCl igerigi vb.), pH, su aktivitesi,
redoks potansiyeli, diger mikroorganizmalarla interaksiyonlar vb. abiyotik faktorlerin

etkiledigi vurgulanmistir (Hymery vd., 2014; Fontaine vd., 2015).

ROKC seviyeleri, mavi peynirlerde degiskenlik gosterebilmektedir. Fontaine vd.
(2015b)’nin  Fransiz mavi peynirlerinde (n=83) yaptig1 bir c¢alismada, ROKC
konsantrasyonu 858+1670 pg/kg olarak tespit edilmistir. Hymery vd. (2018)’nin
caligmasinda, Fontaine vd. (2015b)’nin peynirlerde tespit ettigi ROKC miktar1 ve
peynirlerin tiiketimi baz alinmis ve ROKC’ye 21 giinlilk maruziyet durumunda,
ROKC’nin Caco-2 hiicreleri iizerinde oOnemli toksik etkiler olusturmadigr ve
toksisitesinin oldukc¢a diisiik oldugu bildirilmistir. Fontaine vd. (2015b)’nin Fransiz
mavi peynirlerinde (n=83) yaptig1 calismada, MPA konsantrasyonu 8411271 pg/kg
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olarak tespit edilmis ve peynirler arasinda bu oran degigmistir. Hymery vd. (2018)’nin
caligmasinda, Fontaine vd. (2015b)’nin peynirlerde tespit ettiZi MPA miktarlar
degerlendirilmis ve MPA’ya 21 giinlilk maruziyet durumunda, 780 uM MPA’nin
Caco-2 hiicreleri iizerinde bagirsak bariyeri fonksiyonunda azalmaya neden oldugu,
ancak bu azalmanin bakteriyel gegise neden olmadigi ifade edilmistir. Bu ¢alisma,
mavi damarli peynirlerde bulunan ortalama ROKC ve MPA konsantrasyonlarina
maruz kalmanin, test edilen kosullar altinda 6nemli toksik etkilere neden olmadigini
vurgulamistir. Tirkiye peynir popiilasyonu P. roqueforti izolatlarinin YES agarda
tirettigi MPA miktari, 3,5-745,4 pg/kg araliginda bulunmustur. Bu izolatlarla iiretilen
peynirlerde MPA miktar ise, <29,5 pg/kg diizeyinde tespit edilmistir. Bu degerler,
Hymery vd. (2018) ’nin ¢alismasinda tespit edilen Caco-2 hiicreleri iizerinde etkisi olan
MPA konsantrasyonundan (780 uM) oldukea diisiiktiir. Fontaine vd. (2016), MPA ve
ROKC bilesiklerinin, Avrupa Birligi tarafindan gidalarda diizenlemeye tabi tutularak
limitleri belirlenen aflatoksin, okratoksin A ve patulin gibi mikotoksinlere kiyasla,
diistik sitotoksisiteye sahip oldugunu belirtmistir. Bu dogrultuda, MPA ve ROKC’nin

gida giivenligi acisindan gorece daha az risk tasidig: ifade edilmistir.

Peynir iiretiminde sekonder starter kiiltiir olarak kullanilacak P. roqueforti izolatinin
seciminde, yalnizca izolatlarin besiyerinde gosterdigi teknolojik ozellikler, ugucu
bilesen profilleri ve mikotoksin iiretimleri degil, ayn1 zamanda bu izolatlarla {iretilen
peynirlerin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri, peynirlerin tespit edilen
ucucu bilesen profilleri ve mikotoksin seviyeleri de dikkate alinmalidir. Bu ¢alismada
degerlendirilen ii¢ izolat arasinda KP44, hem 12 °C’de besiyerinde hem de peynirin
olgunlagma siirecinde homojen ve iyi bir gelisim sergilemistir. Ayrica, KP44 ile
tiretilen peynir, en yiiksek toplam maya-kiif (TMK) sayisina sahiptir. KP44, CECT
2905 neotip susuna yakin bir gelisme profili sergilemistir. Tuza dayaniklilik agisindan
incelendiginde, KP44, %6’ya kadar tuz konsantrasyonlarinda 4K2 ve 26KKS5A
izolatlarmma kiyasla daha iyi gelisim gostermistir. Bununla birlikte, KP44’{in
besiyerinde diger izolatlara gore daha yiiksek diizeyde MPA {irettigi belirlenmis olsa
da, peynirde MPA iiretimi oldukc¢a diisiik diizeyde kalmis ve ROKC iiretimi tespit
edilmemistir. Bu durum, MPA ve ROKC metabolitlerinden kaynaklanabilecek
potansiyel riski dnemli 6l¢iide azaltmaktadir. Diger yandan, 26KK5A izolati, KP44 ve
4K2’ye kiyasla besiyerinde daha yiiksek proteolitik aktivite gdstermis ve bu izolattan

iretilen peynirde ise, daha yiiksek pH ve diisiik protein igerigi tespit edilmistir. Bu
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durum, peynirin hizla olgunlagmasina, daha yumusak bir dokuya sahip olmasina ve
daha ¢abuk bozulmasina neden olabilir. Ayrica bu izolat, peynirde 4K2’ye gore iyi
gelismis, ancak besiyerinde diger izolatlara gore oldukca sinirli bliylime gostermistir.
KP44 izolati, diger izolatlara gore besiyerinde orta diizey proteolitik ve lipolitik
aktivite gostermistir. 4K2 izolati, KP44 ve 26KKS5A izolatlarina gore daha yiiksek
lipolitik aktiviteye sahip olmasmna ragmen, peynirde istenilen diizeyde gelisme
gosterememistir. KP44 ile iiretilen peynir ise, KP44 ve 26KKS5A izolatlari ile iiretilen
peynirlere gore daha yiiksek protein ve yag igerigine sahiptir. Tiim bu veriler 15181nda,
KP44 izolati, giiglii gelisim kabiliyeti, dengeli proteolitik ve lipolitik aktivitesi,
peynirde diisiik mikotoksin (MPA ve ROKC) tiretim riski ile 6ne ¢ikmustir.
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BESINCi BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu béliimde, arastirmada Tirkiye kiiflii peynirlerine has bazi kiiflerin morfolojik,

genetik, teknolojik ve metabolit tiretme 6zelliklerine; bu izolatlarin peynir tiretiminde

kullanimlarina yonelik elde edilen sonuglara ve onerilere yer verilmistir.

Calisma kapsaminda Konya kiiflii peyniri (n =5), Erzurum Kifli Civil peyniri (n
= 19), Kars Kiifli Civil peyniri (n = 3), Divle-Obruk peyniri (n = 1), Karaman
Kifli Tulum peyniri (n = 1) ve Sivas Zara Kiiflii Tulum peyniri (n = 1) olmak
lizere yerel pazarlardan ve kdylerden 30 adet kiiflii peynirden 82 kiif ve 4 maya
izole edilmistir.

izolatlar, ilk olarak rep-PCR sonucu gruplandirilmistir. Buna gére, tiir bazinda
izolatlarin bant paternlerinde farkliliklar tespit edilmis, ancak tiir i¢i degisiklik
gbzlenmemistir.

On morfolojik inceleme ile ve rep-PCR gruplandirmasindan segilen izolatlar, ITS
bolgesi ve benA geni amplifikasyonuyla sekanslanmistir. Elde edilen kiif izolatlar:
(n=86), P. roqueforti (%76,6), P. biforme (%3,5), P. crustosum (%3,5), P. paneum
(%2,3), P. nordicum (%2,3), Geotrichum silvicola (%2,3), Kluyveromyces lactis
(%2,3), P. brevicompactum (%1,2), P. roseomaculatum (%1,2), Alternaria sp.
(%1,2), Albifimbria verrucaria (%1,2), Cladosporium sphaerospermum (%1,2) ve
Talaromyces sp. (%1,2) olarak tanimlanmustir.

Daha 6nce Konya Kiiflii (KP kodlu) (Seri ve Metin, 2021) ve Rize-Ardesen Golot
(Metin, 2020) peynirlerinden izole edilmis ve tanimlanmis 67 kiif ve 11 maya
izolat1 da ¢alisma kapsaminda kullanilmistir.

Penicillium cinsi kiiflerin (n = 149), yatay gen transfer bolgelerine (CheesyTer ve
Wallaby) sahip olup olmadiklari, PCR ile incelenmistir. Taranan 120 P. roqueforti
izolatinin hepsinde Wallaby ve CheesyTer bolgeleri tespit edilmistir. Diger
Penicillium tiirlerinden 11 P. biforme izolatinda her iki bolge, iki tanesinde ise

sadece Cheesyter bolgesi belirlenmistir. P. solitum, P. paneum ve P.
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roseomaculatum tiirlerine ait 1’er izolatta, sadece CheesyTer bolgesi
belirlenmistir. Iki P. crustosum izolatinda her iki bolge tespit edilmistir. P.
brevicompactum ve P. nordicum izolatlarinda, bu bolgeler tespit edilmemistir.

P. roqueforti izolatlar1 (n = 120) igerisinde, 6 tanesinin MAT1-1 esey tipine, 114
izolatin MAT1-2 esey tipine sahip oldugu saptanmistir. Bazi peynir 6rneklerinde
(Erz. Kif. Civil-13, Sivas-Zara Kiiflii Peyniri-19 ve Konya Kiif. Tulum-29), zit
esey tiplerine sahip P. roqueforti izolatlarinin bir arada bulundugu tespit edilmistir.
P. roqueforti izolatlarinin morfolojik &zellikleri, PDA, MEA, YES ve OA
besiyerlerinde incelenmistir. Izolatlarin, en ayirt edici besiyeri olan PDA’da koloni
rengi ve sekilleri gozetilerek 7 morfotip olusturdugu saptanmaistir.

P. roqueforti izolatlari, M13F primeri kullanilarak yapilan RAPD-PCR ile parmak
izi analizine gore iki gruba ayrilmistir.

P. roqueforti izolatlarmin genetik ¢esitliligini belirlemek tizere, ilk olarak,
izolatlarda {i¢ mikrosatelit bolgesi (Progl6, Progq01_3, Prog02_2) taranmis ve bu
bolgelere gore, izolatlarm 36 haplotip olusturdugu belirlenmistir. Structure
programu ile izolatlarin iki alt popiilasyon olusturdugu fakat, peynir tiirlerine gore
bir ayrim olmadig1 saptanmustir.

Farkli haplotiplerin ayn1 peynirde tespit edilmesi, spontan kiiflenmeye ve farkli
genetik Ozelliklere sahip P. roqueforti izolatlarinin ortamda gelistigine isaret
etmektedir.

Farkli haplotiplerden secilen 20 izolat ile yapilan filogenetik analizlerde, bes
polimorfik lokus (benA cmd, Prog235, Prog631, Prog845) kullanilmistir. Bu
lokuslardan Prog235, Prog631 ve Prog845 ile birlestirilmis aga¢ olusturulmus ve
buna gore 20 izolat, 3 gruba ayrilmistir. Bu gruplardan 2’si, Rokfor harici mavi
peynir ve Termignon peynir popiilasyonlarindaki izolatlarla ayni1 grupta yer
almustir. Iki izolat (9CA5B ve KP44), diger gruplardan farkl olarak ayr bir grupta
toplanmigtir. Bu 20 izolatta, mpaC delesyonu (genin kismen silinmesi) tespit
edilmemistir. Rokfor harici mavi peynirlerde genel olarak mpaC delesyonu
bulunurken, Termignon ve Rokfor peyniri izolatlarinda mpaC delesyonu
bulunmamaktadir.

Genetik analizler sonucu secilen 20 P. roqueforti izolatinin ve 1 neotip susun,
gelisme hizi, tuza dayaniklilik, lipolitik aktivite ve proteolitik aktivite gibi

teknolojik 6zellikleri ile ugucu bilesen profili ve mikotoksin iiretimi (MPA ve
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ROKC) gibi metabolik 6zellikleri incelenmistir. Sonuglar, istatistiksel analizlerle
degerlendirilmis ve izolatlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
(p<0,05) bulunmustur. Yapilan PCA analizine gore izolatlar, teknolojik 6zellikler
bakimindan dort grupta toplanmustir.

P. roqueforti izolatlarinin peynir agarda ugucu bilesen profili, birbirine oldukca
yakin bulunmus ve net bir ayrim yapilamamuistir. Ugucu bilesenler arasinda, asitler,
kiikiirtlii bilesikler, alkoller, aldehitler, alkanlar, esterler ve eter gibi diger
bilesikler yer almistir. Ug izolatta (KP31, KP47 ve 4K2), digerlerinden daha fazla
ucucu bilesik tespit edilmistir. Diger izolatlardan farkli olarak, bazi izolatlar asetik
asit 4-metil pentanoik asit ve 1,1-ctoksi hekzan tiretmistir.

[zolatlarin mikotoksin analizlerinde, MPA ve ROKC miktarlari, sirastyla, 3,5-
745,4 ng/kg ve 43,8-1059,9 nug/kg olarak tespit edilmistir. Bir izolatta ise
(3KCS5L), ROKC tespit edilememistir.

P. roqueforti izolatlarindan farkli genetik, teknolojik ve metabolik &zelliklerine
gore segilen 4K2, KP44 ve 26KKS5A izolatlari ve CECT 2905 neotip susu, model
peynir tiretiminde (Tulum peyniri) kullanilmistir. Peynir iiretimi i¢in izolatlar, hem
farkli haplotiplerden, hem de Proq bélgelerinin birlestirilmis filogenetik agacina
gore farkli gruplardan secilmistir. 4K2 izolati, HT21 haplotipine sahip olup,
Rokfor harici mavi peynir ve Termignon peynir popiilasyonlarindaki izolatlarla
aynt grupta yer almistir. KP44 izolati, HT15 haplotipine sahip olup; peynir ve
peynir dis1 ortamdan gelen izolat gruplarindan farkli olarak, ayr1 bir grupta yer
almistir. 26KK5A izolati, HT32 haplotipine sahiptir ve bir Termignon peynir
izolat1 ile ayn1 gruptadir. Bu izolatlar, farkli genetik 6zelliklerinin yani sira,
besiyerinde yiiksek ve hizli/diisiik ve yavas gelisme kabiliyetlerine, farkli
konsantrasyonlarda tuza dayanikliliklarina, orta ve diisiik diizeylerde proteolitik ve
lipolitik aktiviteye sahip olmalarina ve MPA/ROKC iiretim diizeylerine gore
secilmistir. KP44 izolat1, besiyerinde iyi gelisim ile 6ne ¢ikarken; 26KKS5A izolati,
besiyerinde simirli bir gelisim gostermistir. 26KKSA izolatinin, 4K2 ve KP44
izolatlarina gore besiyerinde daha yiiksek proteolitik aktiviteye; 4K2 izolatinin ise,
KP44 ve 26KKS5A izolatlarina gore daha yiiksek lipolitik aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. KP44 ise, besiyerinde diisiik proteolitik ve lipolitik aktivite
sergilemistir. Teknolojik 6zelliklere gore yapilan PCA analizinde, KP44 izolat1 1.
grupta, 4K2 izolat1 2. grupta ve 26KK5A izolat1 3. grupta yer almistir. Izolatlarmn

ucucu bilesen profilinde, KP44 izolati, diger ii¢ izolattan farkli olarak asetik asit
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ve hidrazinkarbotiyoamid; 4K2 izolati ise 1,1-dietoksihekzan, 2-hidroksimetil-3-
metil-oksiran ve karbonik dihidrazit tretmistir. Lipolitik aktivitesi diger iki
izolattan daha yiiksek olan 4K2 izolati, az da olsa ugucu bilesik ¢esitliligi
sergilemistir. Izolatlar arasinda KP44, besiyerinde en yiiksek oranda MPA’y1
(745,4 ng/kg); 26KK5A izolat1 ise, en yiiksek oranda ROKC’yi (1059,9 ng/kg)
tretmigstir. 4K2 izolatinin MPA ve ROKC iiretimi besiyerinde, sirasiyla, 28,5
ug/kg ve 153,1 pg/kg olup; bu iki metaboliti de diisiik miktarda iireten
izolatlardandir. Besiyerinde KP44 izolatinin ROKC firetimi, 48,6 ug/kg ve
26KKS5A izolatinin MPA iiretimi, 35,5 pg/kg olarak diisiik miktarlarda kalmistir.
Izolatlardan KP44 ve 26KK5A, CECT 2905 neotip susuna benzer sekilde peynirde
iyi gelisim gostererek belirgin yesil damarli bir goriiniim olusturmustur. Ancak,
4K2 izolati, bu iki izolatla karsilastirildiginda peynirde 1iyi gelisim
gosterememistir.

Kiif ile olgunlastirilan peynirlerin pH degerleri artmis ve en yiiksek proteolitik
aktiviteye sahip 26KKS5A izolatiyla iiretilen peynirde (TP9) en yiiksek seviyeye
(7,36) ulasmistir. Kiif ile olgunlastirilan peynirlerde, TTA degeri diismiistiir.
Protein degerleri, taze peynirde %18,76 iken, olgunlastirma siirecinde %12,94-
14,82 araliginda bulunmustur. Yag oranlart ise, taze peynirde %?29,40 iken,
olgunlagma siireci sonunda peynirlerde %21,75-30,50 araliginda tespit edilmistir.
En disiik yag orami (%21,75), lipolitik aktivitesi yiiksek olan 4K2 izolat1 ile
uretilen TS5 peynirinde belirlenmistir. Peynirlerde kuru madde (KM) orani, 4K2,
KP44 ve 26KK5A peynirlerinde protein ve yag oranlarindaki azalmaya bagli
olarak, %47,23-50,20 seviyesine diismiistiir. Peynirlerin TMAB sayilari, birbirine
yakin, ancak TMK sayilari, peynirlere kiif inokiilasyonu ile artmistir. En ytliksek
TMK sayis1 (8,13 log kob/g), besiyerinde en 1yi ve hizli gelisen KP44 izolati ile
iiretilen TP7 peynirinde belirlenmistir. Kiif ile olgunlagsmis peynirlerde TLB
sayilar1 azalirken; TLC sayilari, siite starter kiiltiir ilavesi ile birlikte tiim
peynirlerde birbirine yakindir. Ancak, tuz ve kiil degerlerinde anlaml farklilik
bulunmamustir (p>0,05).

Peynirlerin ugucu bilesen profili; asitler, alkoller, aldehitler, ketonlar, esterler,
laktonlar, alkanlar ve diger bilesiklerden olusmustur. Literatiire kiyasla,
peynirlerde az sayida ugucu bilesik tespit edilebilmistir. KP44 izolat1 ile
olgunlastirilan peynir, CECT 2905 ile iiretilen peynirden sonra en farkli ugucu

bilesen profilini sergilemistir. Bu peynirde tespit edilen farkli bilesikler, metoksi-
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eten, pentanal, propan, 2-biitenil-hidrazin, 2-undekanon, karbonik dihidrazit ve 2-
izobiitil-4,4-dimetil-1,3-dioksandir. 26KK5A izolati ile olgunlastirilan peynirde
ise, karbamik asit metil esteri ve 2-heptanon belirlenmistir. En az ugucu bilesigin
tespit edildigi peynir, 4K2 izolat1 ile olgunlastirilan peynirdir ve bu peynirde, diger
numunelerden farkli olarak formik asit ve karbamik asit saptanmustir.

e Peynirlerde MPA ve ROKC miktarlari, oldukga diisiik seviyelerde bulunmustur.
MPA miktari, i numunede (taze peynir, kiif inokiile edilmeden olgunlastiriimis
peynir ve 26KKS5A ile iiretilen peynir) 6l¢iim limitinin altinda (<LOQ) kalmustir.
Diger numunelerde (CECT 2905, 4K2 ve KP44 ile iiretilen peynirler) MPA
miktari, sirasiyla, 29,5 ng/kg, 20,7 ug/kg ve 19,3 ug/kg olarak saptanmustir.
ROKC miktar1 da, tiim peynirlerde oldukga diisiik diizeyde kalmis ve ti¢ numunede
(taze peynir, kiif inokiile edilmeden olgunlastirilmis peynir ve KP44 ile iiretilen
peynir) tespit edilememistir. CECT 2905, 4K2 ve 26KK5A izolatlari ile {iretilen
peynirlerde ise ROKC miktarlari, sirasiyla, 0,7 pg/kg, 0,8 pg/kg ve 0,5 pg/kg
olarak belirlenmistir. Peynir tiretiminde kullanilan CECT 2905 neotip susu ile
4K2, KP44 ve 26KKS5SA izolatlarmin MPA ve ROKC iiretim miktarlarinin

peynirlerde, besiyerine gore daha diisiik diizeyde kaldigi goriilmiistiir.

Bu calisma bilindigi kadariyla, geleneksel Tiirkiye kiiflii peynirlerinden izole edilen
P. roqueforti izolatlarmin genetik ¢esitliligi ve popiilasyon yapisinin incelendigi ve
genetik, teknolojik ve metabolik 6zelliklerinin birlikte degerlendirildigi ilk ¢alismadir.
Tiirkiye’de kiiflii peynirler, genellikle spontan fermentasyon ile tretilmekte ve daha
¢ok mabhalli olarak taninmaktadir. Bu durum, kiiflii peynirlerin iiretiminde bir
standardizasyonun bulunmadigin1 gostermektedir. Calismada kullanilan geleneksel
peynirlerde, P. roqueforti tiiri baskin olup biyokoruyucu rol iistlenmistir. Ancak, bu
peynirlerden potansiyel mikotoksijenik kiif tiirleri de (P. brevicompactum, P.
nordicum, Alternaria spp. vb.) izole edilmistir. Bu durum, kiiflii peynirlerin basta
mikotoksinler olmak iizere, halk saglig1 agisindan ciddi risk tasiyabilecegini ortaya
koymaktadir. Bu nedenle kiiflii peynirlerin hijyen ve sanitasyon kurullarina uygun
olarak, kontrollii kosullarda (starter kiiltiir kullanimi, sicaklik, bagil nem, ortam havasi

gibi faktorlerin kontrolilyle) tiretilmesi gerekmektedir.

Sonuglara gore, peynirin Uretildigi ¢evresel kosullarin yani sira, peynirin substrat
yapisinin ve kimyasal kompozisyonunun, P. roqueforti izolatlarinin gelisim ve

metabolik 6zelliklerini etkiledigi tespit edilmistir. KP44 izolati, hem besiyerinde hem
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de peynirde hizli ve iyi gelisim ile one c¢ikmistir. 26KKS5A izolatinin peynirde,
besiyerinden daha iyi gelistigi tespit edilmistir. Bu iki izolat, peynirde 4K2’den daha
1yi gelisim gostermistir. KP44 izolati, 4K2 ve 26KKS5A izolatlarina gore besiyerinde
daha disiik proteolitik ve lipolitik aktivite sergilemistir. Peynirler arasinda en yiiksek
pH, proteolitik aktivitesi yiiksek olan 26KKS5A izolat1 ile iiretilen peynirde; en diisiik
yag degerinin ise lipolitik aktivitesi yiiksek olan 4K2 izolat ile iiretilen peynirde tespit
edilmistir. Bu izolatlarin MPA ve ROKC iiretimleri, peynirde besiyerine gore daha
diisiik seviyelerde kalmistir. Peynir {iretiminde kullanilan 4K2, KP44 ve 26KKS5SA
izolatlar1 arasinda, KP44 izolati; besiyerinde ve peynirde yiiksek gelisim kabiliyeti,
dengeli proteolitik ve lipolitik aktivitesi, peynirde diisiik mikotoksin (MPA ve ROKC)

tiretimi nedeniyle, peynirin olgunlagtiritlmasinda kullanilmak tizere 6nerilmektedir.

P. roqueforti suslarinin segimi, tiretilecek kiiflii peynir ¢esidine (Tulum, Civil, kalip
ya da Rokfor tipi; yaglh, yagsiz peynir vb.) ve peynirde arzu edilen 6zelliklere gore
(6rnegin, tekstiirel ve duyusal kriterler) karar verilebilir. Gelecek ¢alismalarda, peynir
tiretiminde sekonder starter olarak segilecek izolatlarin peynirin lipolizine ve
proteolizine katkisi, tekstiirel, reolojik ve duyusal ézelliklerine etkileri detayli bir
sekilde, peynirin olgunlagsma siiresi boyunca (180 giine kadar) incelenmelidir.
Proteoliz iiriinlerinin peptid profili analiz edilerek, biyoaktif peptitlerin
(antihipertansif, antimikrobiyal veya antioksidan 6zellik gosteren peptitler vb.) varligi
degerlendirilebilir. Olgunlagma siiresi boyunca, lipoliz sonucu olusan ugucu bilesik
profilindeki degisikler izlenebilir ve bu bilesiklerin peynirin nihai aroma profiline
etkileri incelenebilir. Metabolomik analizler ile, peynirde iretilen tiim ikincil
metabolitlerin  profili  ¢ikarilarak, peynirin fonksiyonel gida potansiyeli
degerlendirilebilir. Peynirin sertlik, elastikiyet, yapiskanlik ve kirilganlik gibi fiziksel
parametreleri reolojik testlerle belirlenmeli ve tiiketici begenisine uygunlugu
incelenmelidir. Duyusal analizler ile tat, aroma, renk ve yap1 bakimindan, peynirlerde
tercih edilen profiller olusturulmalidir. Teknolojik &zellikler ile PCA analizinde
belirlenen ve galisma kapsaminda kullanilmayan 4. grupta yer alan izolatlar da, peynir
tiretiminde degerlendirilmelidir. Ayrica, MPA ve ROKC disindaki mikotoksinler bagta
olmak iizere, bu izolatlarin peynirde iiretebilecegi diger metabolitlerin (andrastin A
gibi) arastirilmasi gerekmektedir. Izolatlarin mikotoksin gen kiimeleri analiz edilerek,
diger mikotoksinleri genetik ac¢idan iiretebilme potansiyelleri degerlendirilebilir. Yerli

izolatlarin endiistriyel iiretime uygunlugunun belirlenmesi i¢in genis dl¢ekli deneme
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tretimleri yapilmali ve stabilite testleri gerceklestirilmelidir. Bdylece, peynir
tiretiminde kullanilabilecek, farkli 6zelliklere sahip yerli sekonder starter kiiltiirler

gelistirilebilir.
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EKLER

EK1

BESIYERLERIi, KIMYASALLAR VE DiGER SARF MALZEMELER

Sarf Malzeme

Tedarik Edilen Firma

Agar Biolife Italiana, Milan, Italya

Agaroz Sigma-Aldrich, Missouri, ABD

AgNO3 Isolab Laborgerdate GmbH, Eschau,
Almanya

Amil Alkol Sigma-Aldrich, Missouri, ABD

Asetik Asit Sigma-Aldrich, Missouri, ABD

Asetonitril Sigma-Aldrich, Missouri, ABD

Bactopepton Gibco, Termo Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD

Borik Asit Merck KGaA, Darmstadt, Almanya

Bromkresol Yesili

Sigma-Aldrich, Missouri, ABD

Bromofenol Mavisi

Sigma-Aldrich, Missouri, ABD

CaCl,

Merck KGaA, Darmstadt, Almanya

CuS04.5H20

Merck KGaA, Darmstadt, Almanya

dNTP Set (100 mM, dATP, dCTP, dCTP
ve dTTP)

Invitrogen, Termo Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD

Dream Taq Polimeraz Miksi (10x Dream

Termo Fisher Scientific,

Buffer ile) Massachusetts, ABD

EDTA Merck KGaA, Darmstadt, Almanya
Etanol Merck KGaA, Darmstadt, Almanya
Fenolftalein (%1°1ik) Merck KGaA, Darmstadt, Almanya
Formik Asit Merck KGaA, Darmstadt, Almanya
Glikoz Sigma-Aldrich, Missouri, ABD
Gliserol Sigma-Aldrich, Missouri, ABD
HCI Merck KGaA, Darmstadt, Almanya

Headspace Vialleri (20 mL)

La-pha-pack GmbH, Langerwehe,
Almanya

H3PO4 (orto-fosforik asit)

Sigma-Aldrich, Missouri, ABD

H2SO4 Merck KGaA, Darmstadt, Almanya
K2CrO4 Merck KGaA, Darmstadt, Almanya
Kjeldahl Katalizorii Merck KGaA, Darmstadt, Almanya
Malt Ekstrakti Biolife Italiana, Milan, italya

Marker (A DNA/HindlIl)

Termo Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD

Marker (GeneRuler 100 bp ve 1 kbp)

Termo Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD
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Maya Ekstrakt

Neogen, Michigan, ABD

Metanol

Merck KGaA, Darmstadt, Almanya

Metil Kirmizisi

Merck KGaA, Darmstadt, Almanya

Mikofenolik Asit (HPLC Standard1)

LGC-Dr. Ehrenstorfer GmbH,
Augsburg, Almanya

MgS04.7H20 Merck KGaA, Darmstadt, Almanya
MRS Broth Merck KGaA, Darmstadt, Almanya
M-17 Broth Biolife Italiana, Milan, Italya

NaCl Isolab Laborgerdate GmbH, Eschau,

Almanya

Na:HPO4.2H20 Merck KGaA, Darmstadt, Almanya
NaOH Sigma-Aldrich, Missouri, ABD
PCA Biolife Italiana, Milan, Italya

PDA Merck KGaA, Darmstadt, Almanya

Pepton (soya)

Merck KGaA, Darmstadt, Almanya

Primerler (100 uM, 784 baz)

Sentromer DNA Teknolojileri,
Miami, ABD

Proteinaz K

Termo Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD

PureLink Genomik DNA Mini Kit

Termo Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD

PureLink PCR purifikasyon Kiti

Termo Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD

CA Filtre (0,45 pm)

Isolab Laborgeridte GmbH, Eschau,
Almanya

RedSafe Niikleik Asit Boyama Soliisyonu

Intron Biotechnology, Kyonggi-do,
Giliney Kore

Ringer Cozeltisi

Merck KGaA, Darmstadt, Almanya

Rokfortin C (HPLC Standardr)

LGC- TRC, Toronto, Kanada

SDS Merck KGaA, Darmstadt, Almanya
Siklohekzimid Merck KGaA, Darmstadt, Almanya
Sitrik Asit Merck KGaA, Darmstadt, Almanya

Sodyum Sitrat

Merck KGaA, Darmstadt, Almanya

Steril Numune Lab1 (250 g)

Medkimsan, Kayseri, Tiirkiye

Sukroz Isolab Laborgerite GmbH, Eschau,
Almanya
Siringa (10 mL) Isolab Laborgeridte GmbH, Eschau,

Almanya

Taq polimeraz (10X Taq Buffer ve 50 mM
MgCl:zile)

Invitrogen, Termo Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD

Tris

Merck KGaA, Darmstadt, Almanya

Tuzsuz Krem Peynir (Milkten, Yag Yagl)

Panagro Tarim Hayvancilik Gida
San. ve Tic. A.S., Konya, Tiirkiye
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Tween 80

Sigma-Aldrich, Missouri, ABD

UHT Yagsiz Siit (%0,1 Yag)

Pinar Siit Mamiilleri Sanayi A.S.,
Eskisehir, Tiirkiye

Yulaf Ezmesi Agar

Neogen, Michigan, ABD

ZnS04.7H0

Merck KGaA, Darmstadt, Almanya
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EK2
BESIYERLERI VE COZELTILERIN HAZIRLANMASI

Agaroz Jel Hazirlama (%0,8, %01 ve %2)

Tartilan 0,8 g ve 1 g agaroz, 100 mL 1X TAE tamponunda 1sitilarak ¢oziindiiriilmiistiir
(%0,8’1ik ve 9%1°’lik). Tartilan 2 g agaroz, 100 mL 0,5X TBE tamponunda
hazirlanmistir (%2°1ik). Hazirlanan agaroz jele, traylere dokiilmeden once, RedSafe

niikleik asit boyama soliisyonundan 5 pL ilave edilmistir.

AgNO3 Cézeltisi (0,1 N)
4,25 g AgNO3, 100 mL saf suda ¢oziindiiriilerek hacmi 250 mL’ye tamamlanmustir.

De Man Rogosa Sharpe Agar (MRS) (1 L)
Uzerinde yazan talimata gére, 51 g MRS broth, 15 g agar ve 0,1 g sikloheksimid, 1 L
saf suda ¢oziindiiriilmiis ve otoklavlanmistir (121°C’de 15 dk). Dékme sicakligina

gelince, petrilere paylastirilmis ve katilastirilmistir.

Diliisyon Sivis1 Hazirlama (1/4 Kuvvetinde Ringer Cozeltisi)
1 adet ringer tableti, 500 mL saf suda ¢6ziindiiriilmiis, cam tiiplere ¢6zeltiden 9’ar mL
konulmus ve otoklavlanmigtir (121°C’de 15 dk).

dNTP Hazirlama (2,5 mM)
Her biri 100 mM olan dATP, dCTP, dCTP ve dTTP’den bir mikrosantrifiij tiipiine,
sirastyla, 12,5 pL alinarak, iizerine 450 pL ultra saf su eklenmis ve tlip iyice

karistirilmastir.

Fosfat-Sitrat Tampon Cozeltisi (pH 4,5)

0,1 M sitrik asitten 55,9 mL ve 0,2 M Na;HPO4.2H20’den 44,1 mL alinarak
hazirlanmistir. 0,1 M sitrik asit ¢ozeltisi hazirlamak igin, 2,1 g sitrik asit 50 mL saf
suda ¢oOziindiiriilerek hacmi 100 mL’ye tamamlanmistir. 0,2 M Na;HPO4.2H>0
¢ozeltisi igin ise, 3,6 g NaHPO4.2H,0 tartilarak 50 mL saf suda ¢oziindiiriilerek hacmi
100 mL’ye tamamlanmustir.

Gliserol Stok Hazirlama (%20)
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YPD s1v1 besiyerlerinden 900 pL alinarak cryo tiiplerine aktarilmis ve otoklav ile steril

edilmis %50’1ik gliserolden 600 pL eklenerek hacim 1,5 mL’ye tamamlanmuistir.

HCI Cozeltisi (0,1 N ve 1 N)
Icine saf su eklenmis balon jojeye (yaklasik 40 mL), 0,1 N HCl i¢in %37°lik HCI’den
0,82 mL, 1 N HCl i¢in ise 8,2 mL konularak hacmi 100 mL’ye tamamlanmustir.

iz Element Soliisyonu
0,5 g CuS04.5H20 ve 0,1 g ZnS0O4.7H20, 100 mL saf suda ¢oziindiiriilmiis ve
otoklavlanmistir (121°C’de 15 dk).

Jel Yiikleme Boyasi1 Hazirlama (6X)
%S50’lik gliserolden 6 mL, bromofenol mavisinden 25 mg alinarak, 4 mL ultra saf suda

¢oziindiiriilmiis ve ¢ozeltinin hacmi ultra saf su ile bir tiipte 10 mL’e tamamlanmustir.

K2CrO4 Cozeltisi (%5)
5 g KoCrOg4, 100 mL saf suda ¢oziindiiriilmiistiir.

Kjeldahl indikator Cozeltisi
0,01 g metil kirmizis1 ve 0,15 g bromkresol yesili, %70’lik 100 mL etanolde

¢Ozindiirilmiistiir.

Malt Ekstrakt Agar (MEA)
30 g malt ekstrakti, 3 g pepton (soya) ve 15 g agar, 1 L saf suda ¢oziindiiriilmiis ve
otoklavlanmistir (115°C’de 10 dk). Kat1 besiyerleri otoklav sonrasi, yaklasik 45 °C’ye

gelince, petri kaplarina dokiilmiis ve katilagtirilmastir.

Marker Hazirlama (100 bp, 1kbp ve A DNA/HindIII)

100 bp’lik ve 1 kbp’lik markerlarin (GeneRuler, 50 pg) her birinden ayri ayr1 1 pL
alinarak, mikrosantrifiij tiiplinde 1 pL TriTrack yiikleme boyas1 (6X) ile karistirilmis
ve 4 uL ultra saf su eklenerek, hacmi 6 ul.’ye tamamlanmistir. A DNA/HindIIT marker,
1 uL A DNA/Hindlll (0,5 pg/uL), 1 uL DNA yiikleme boyasi (6X) ve 4 uL ultra saf

su eklenerek 6 puL olarak hazirlanmistir.
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Maya Ekstrakti-Pepton-Dekstroz (YPD) Sivi Besiyeri (1 L)
10 g maya ekstrakti, 20 g pepton ve 20 g glikoz/dekstroz, 1 L saf suda ¢oziindiirilmiis
ve 121°C’de 15 dk otoklavlanmustir.

Maya Ekstrakt1 Siikroz (YES) Agar (1 L)

150 g siikroz, 20 g maya ekstrakti, 0,5 g MgSO4.7H20 ve iz element soliisyonundan
1 mL alinarak saf suda ¢6ziindiirtilmustiir (121°C’de 15 dk otoklav ile sterilizasyon
sonrasi pH 6,5). Otoklav sonras1 YES agarin pH’1, fosfat-sitrat tamponu ile 4,5’a

ayarlanmugtir.

Mikofenolik Asit (MPA) ve Rokfortin C (ROKC) Standart Cozeltileri
Mikofenolik asit standardi (200 ppm): 10 mg MPA, metanol ile ¢6zlindiiriilmiis ve
50 mL’lik balon jojede hacmi tamamlanarak hazirlanmistir.

Rokfortin C standardi (100 ppm): 1 mg ROKC metanolde ¢oziindiiriilerek, 10

mL’lik balon jojede hacmi tamamlanmustir.

Mobil Fazlarin Hazirlanmasi1 (HPLC i¢in)

Mobil Faz A (40 mM HsPOas): 1 L’lik mobil faz sisesine stok H3POs (%85°lik)
¢Ozeltisinden 3,92 mL alinarak saf su ile hacmi tamamlanmistir.

Mobil Faz B (40 mM H3sPO4/ACN, 55/45, v/v): 1 L’lik mobil faz sisesine 40 mM
H3PO4 ¢ozeltisinden 550 mL, asetonitril (ACN)’den 450 mL alinarak karistirilmistir.
Mobil fazlardan gaz giderme (degassing) islemi i¢in, hazirlanan mobil fazlar, siseleri

ters gevrilerek 4-5 defa kuvvetlice calkalanmustir.

M-17 Agar (1 L)
Uzerinde yazan talimata gore, 42 g M-17 broth, 15 g agar ve 0,1 g sikloheksimid, 1 L
saf suda ¢oziindiirilmiis ve otoklavlanmistir (121°C’de 15 dk). Dokme sicakligina

gelince, petrilere paylastirilmis ve katilastirilmistir.

NaOH Cozeltisi (0,1 N ve 10 N)
0,1 N ¢ozelti igin, 4 g NaOH tartilarak 400 mL saf suda ¢oziindiiriilmiis ve balon jojede
hacmi 1 L’ye saf su ile tamamlanmistir. 10 N i¢in ise, 400 g NaOH tartilmig ve ayni

sekilde 1 L ¢ozelti hazirlanmustir.
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Plate Count Agar (PCA) (1 L)
Uzerinde yazan talimata gore, 23,5 g PCA, 1 L saf suda coziindiiriilmiis ve
otoklavlanmistir (121°C’de 15 dk). Dokme sicakligina gelince, petrilere paylastirilmis

ve katilastirilmistir.

Patates Dekstroz Agar (PDA) (1 L)

Uzerinde yazan talimata gore, 39 g PDA, 1 L saf suda ¢oziindiiriilmiis ve
otoklavlanmistir (121°C’de 15 dk). Kiiflerin izolasyonunda ilk asamada, otoklav
sonrasi, filtreden gegirilmis %210’luk tartarik asitten 14 mL ilave edilerek
kullanilmistir. PDA yatik agar ise, PDA hazirlandiktan sonra cam tiiplere 7 mL
paylastirilarak otoklavda steril edilmis, sterilizasyon sonrasi tiiplerdeki PDA siv1 iken

bir aparat lizerine hafifce yatirilarak katilagmasi saglanmastir.

Peynir Agar (1 L)
300 g krem peynir, 16 g agar ve 8 g NaCl, 800 mL saf suda ¢6ziindiiriilmiis ve
otoklavda 110°C’de 15 dk steril edilmistir.

Sodyum Sitrat Cozeltisi (%2)
2 g sodyum sitrat (NasCeHsO7.H20), 100 mL saf suda ¢Oziindirilmiis ve

otoklavlanmaistir.

Siitlii Mikolojik Agar (1L)

10 g pepton (soya), 10 g glikoz ve 15 g agar 900 mL’ye kadar saf suda ¢6ziindiiriilmiis
ve 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir. Otoklav sonrasi besiyerine, %10
oraninda olacak sekilde, 100 mL yagsiz siit eklenmistir.

Stok Primerlerin ve Calisma Primerlerinin Hazirlanmasi

100 puM stok primerler, talimatlarinda belirtilen oranda ultra saf su eklenerek
hazirlanmistir. Calisma primerleri de 10 uM’ye, stok primerlerden 10 pL alinarak, 90

uL ultra saf su ile seyreltilerek hazirlanmigtir.

Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tampon Cozeltisi (50X ve 1X)
0,5M EDTA’dan 100 mL, 242 g Tris ve 57,1 mL asetik asit bir balon jojeye aktarilmis
ve bir miktar ultra saf suda ¢oziindiiriilerek hacmi 1 L’ye tamamlanmistir (50X TAE

tamponu). 0,5 M EDTA i¢in, 18,6 g EDTA tartilmis ve 100 mL saf suda
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¢ozlindiiriilerek, 0,1 N NaOH ile pH 8’e ayarlanmigtir. 1X TAE tamponu ise, 50X
TAE’den 20 mL alinmig ve bir balon jojede hacmi 1 L’ye tamamlanarak

hazirlanmastir.

Tris-Borat-EDTA (TBE) Tampon Cozeltisi (5X ve 0,5X)

5X TBE tamponu i¢in, 54 g Tris, 27,5 g borik asit ve 0,5 M EDTA ¢d6zeltisinden 20
mL alinarak bir balon jojede hacim 1 L’ye ultra saf su ile tamamlanmistir. 0,5X TBE
tamponu ise, 5SX TBE’den 100 mL alinmis ve bir balon jojede hacmi 1 L’ye

tamamlanarak hazirlanmistir.

Tris-HCI-EDTA-NaCl (TEN) Tampon Cozeltisi (1X)

1M Tris-HCI (pH 8.0)’den 5 mL, 0,5 M EDTA (pH 8.0)’dan 5 mL ve 1 M NaCl’den
7,5 mL alinarak bir balon jojede hacmi ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. 1M
Tris-HCI ¢ozeltisi i¢in, 12,1 g Tris 100 mL ultra saf suda ¢oziindiiriilmiis ve 1 N HCI
cozeltisi ile pH 8’e ayarlanmistir. 1 M NaCl ¢ozeltisi ise, 5,85 g NaCl’nin 100 mL

ultra saf suda ¢oziindiiriilmesiyle hazirlanmistir.

Tween 80 Agar (1L)

10 g bactopepton, 5 g NaCl, 0,1 g CaCl, ve 15 g agar, 900 mL saf suda
¢oziindiriilmiistiir. Ay olarak, 100 mL %10 Tween 80 ¢ozeltisi de hazirlanmis ve
121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir. Otoklav sonrasi 50-55 °C’ye sogutulan
besiyerine %10 Tween 80 eklenmistir

Tween 80 Cozeltisi (%00,1)
100 uL Tween 80, 100 mL saf suda ¢6ziindiiriilmiis ve otoklavlanmigtir (121°C’de 15
dk).

Yulaf Ezmesi (OA) Agar (1L)

Uzerinde yazan talimata gore, 72,5 g OA, 1 L saf suda ¢Oziindiirilmiis ve

otoklavlanmistir (121°C’de 15 dk).
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EK4

67 P. ROQUEFORTI iZOLATININ FARKLI BESIYERLERINDE KOLONI
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EK6

FILOGENETIK ANALIZLERDE KULLANILAN, MAVI PEYNIRLERDEN VE PEYNIR DISI ORTAMLARDAN ELDE
EDILEN P. ROQUEFORTI IZOLATLARI iCIN NCBI DiZi ID’LERI LISTESI

NCBI dizi ID’leri (mevcut ise)

izolat izolasyon Kaynag benA cmd Proq235 Prog631 Prog845 | Genom Dizisi
CBS221.30NT Rokfor Peyniri (ABD) KM503650 | HQ442332 | KM503673 | KM503703 | KM503733
CBS479.84 Kiifli Ekmek Mayasi KM503658 | KM503774 | KM503674 | KM503704 | KM503734
CBS498.73 Elma KM503587 | HQ442333 | KM503675 | KM503705 | KM503735
CBS112579 Siilfit Likort KM503656 | KM503772 | KM503672 | KM503702 | KM503732
DSMZ1999 Sigir Eti KM503521 | KM503804 | KM503676 | KM503706 | KM503736
F4-7 Mavi Peynir (Kanada) KM503684 | KM503714 | KM503744
F10-5 Bleu d’Auvergne Peyniri KM503677 | KM503707 | KM503737
(Fransa)
F18-6 Mavi Peynir (Ispanya) KM503678 | KM503708 | KM503738
F20-1 Cabrales (Ispanya) KM503534 | KM503819 | KM503679 | KM503709 | KM503739
F28-3 Mavi Peynir (Letonya) KM503680 | KM503710 | KM503740
F36-1 Mavi Peynir (Almanya) KM503548 KM503681 | KM503711 | KM503741
F40-4 Blue des Causses Peyniri KM503635 | KM503777 | KM503682 | KM503712 | KM503742
(Fransa)
F43-1 Rokfor Peyniri KM503636 | KM503780 | KM503683 | KM503713 | KM503743
F51 Blue du Vercors-Sassenage KM503858 | KM503858 | KM503685 | KM503715 | KM503745
Peyniri (Fransa)
F53 Mavi Peynir (Yeni Zelanda) KM503597 | KM503859 | KM503686 | KM503716 | KM503746
F65 Mavi Peynir (Arjantin) KM503589 | KM503806 | KM503687 | KM503717 | KM503747
FM164 Gorgonzola Peyniri KM503581 | KM503848 | KM503688 | KM503718 | KM503748
IHEM3196 Balgam Ornegi KM503653 | KM503909 | KM503689 | KM503719 | KM503749
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LCP00146 Rokfor Peyniri KM503690 | KM503720 | KM503750

LCP04180 Cilek Piiresi KM503691 | KM503721 | KM503751

LCP05419 Buzdolabi I¢ Yiizeyi KM503692 | KM503722 | KM503752

LCP05420 Buzdolabi ¢ Yiizeyi KM503693 | KM503723 | KM503753

MUCL18048 Mantar Tipa KM503654 | KM503802 | KM503694 | KM503724 | KM503754

MUCL35036 Acik Havada Kuruyan Kereste | KM503655 | KM503771 | KM503695 | KM503725 | KM503755

PTX.PR.19.1 Mavi Peynir (Fransa) KM503640 | KM503899 | KM503696 | KM503726 | KM503756

UBOCC-A- Meyve KM503582 | KM503849 | KM503697 | KM503727 | KM503757

101449

UBOCC-A- Kayist KM503583 | KM503850 | KM503698 | KM503728 | KM503758

109090

UBOCC-A- Zeytin Salamurasi KM503651 | KM503907 | KM503699 | KM503729 | KM503759

110052

UBOCC-A- Yiizey (Siit Isletmesi) KM503520 | KM503800 | KM503700 | KM503730 | KM503760

111170

UBOCC-A- Ortam Havasi (Siit Isletmesi) | KM503585 | KM503770 | KM503701 | KM503731 | KM503761

111172

ESE00424 Termignon peyniri (Fransa) SRX19330453
ESE00426 Termignon peyniri (Fransa) SRX19330454
ESE00428 Termignon peyniri (Fransa) SRX19330434
ESE00685 Termignon peyniri (Fransa) SRX19330435

Kaynak: Gillot vd., 2015; Crequer vd., 2023
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX19330453%5baccn%5d
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EK7

TURKIYE KUFLU PEYNIRLERINDEN ELDE EDIiLEN PENICILLIUM ROQUEFORTI iZOLATLARININ
GENBANK ERiSIM NUMARALARI (NCBI ID)

NCBI ID

Say1 | Izolat Izolasyon Kaynag: benA cmd Prog235 | Prog63l | Progs4s

1 KP12 Konya Kiiflii Tulum OR777849 | 0Q565201 | 0Q565220 | 0Q565240 | 0Q565260
2 KP14 Konya Kiiflii Tulum OR777850 | 0Q565202 | 0Q565221 | 0Q565241 | 0Q565261
3 KP20 Konya Kiiflii Tulum OR777851 | 0Q565211 | 0Q565231 | 0Q565251 | 0Q565271
4 KP25 Konya Kiiflii Tulum OR777852 | 0Q565203 | 0Q565222 | 00Q565242 | 0Q565262
5 KP27 Konya Kiiflii Tulum OR777853 | 0Q565204 | 0Q565223 | 00Q565243 | 00565263
6 | KP31 Konya Kiifli Tulum OR777854 | 00565205 | 00565224 | 00565244 | 00565264
7 KP44 Konya Kiiflii Tulum OR777855 | 0Q565212 | 0Q565232 | 0Q565252 | 0Q565272
8 KP47 Konya Kiiflii Tulum OR777856 | 0Q565206 | 0Q565225 | 0Q565245 | 0Q565265
9 KP58 Konya Kiiflii Tulum OR777857 | 0Q565207 | 0Q565226 | 0Q565246 | 0OQ565266
10 KP59 Konya Kiiflii Tulum OR777858 | 0Q565208 | 0Q565227 | 0Q565247 | 0Q565267
11 4K2 Konya Kiiflii Tulum OR777859 | 0Q565194 | 0Q565215 | 0Q565235 | 0Q565255
12 2KC5H Kiifli Civil-2 (Erzurum) 00565166 | 0Q565193 | 00Q565213 | 0Q565233 | 0Q565253
13 3KC5L Kiifli Civil-3 (Erzurum) 00565167 | 0Q565196 | 0Q565214 | 0Q565234 | 0Q565254
14 7S45D Kiifli Civil-7 (Erzurum) OR777860 | 0OQ565197 | 0Q565216 | 0Q565236 | 0OQ565256
15 9CA5B Kiifli Civil-9 (Erzurum) 00565187 | 0Q565209 | 0Q565228 | 0Q565248 | 0Q565268
16 11KD5B Kiifli Civil-11 (Erzurum) 00565170 | 0Q565198 | OQ565217 | 0Q565237 | 0Q565257
17 15YA5B Kiifli Civil-15 (Erzurum) 0Q565170 | 0Q565199 | 0Q565218 | 0Q565238 | Q565258
18 17EC4B Kiifla Civil-17 (Erzurum) 00565180 | 0Q565210 | OQ565229 | 0Q565249 | 0Q565269
19 22EESBA Kiifli Civil-22 (Erzurum) 00565174 | OQ565174 | 0Q565219 | 0Q565239 | 00565259
20 26 KK5A Kiifli Tulum-26 (Karaman) 00565173 | 0Q565195 | 0Q565230 | 0Q565250 | OQ565270
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