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OZET

DENiZLI ILINDEN TOPLANAN CiG SUT VE PEYNIRLERDEN
OTOLITIK LAKTIK ASIT BAKTERILERININ iIZOLASYONU,
TANIMLANMASI VE OTOLITIK OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZIi
SELIME HAZIR DALCA
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

GIDA MUHENDISLIGI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC.DR. OMER SIMSEK)
DENIZLI, EYLUL - 2015

Bu calismada, peynirlerin aromatik 06zelliklerinin gelistirilmesi
amaciyla starter kultir olarak kullanilabilecek otolitik 6zellikteki laktik asit
bakterilerinin, ¢i§ sut ve peynirlerden izolasyonu gerceklestirilmis,
tanimlanarak otoliz Ozellikleri belirlenmistir. Denizli ve yoresinden temin
edilen 34 ¢ig st ve 16 peynirden 526 mezofil, 413 termofil karakterli LAB
izolati toplanmistir. Tim izolatlarin potasyum fosfat tamponunda (100mM,
pH 7,0, 30°C, 24 sa) % otoliz oranlari hesaplanmis, yiksek otoliz oranina
sahip 27 adet LAB izolati se¢ilmistir. Yapilan (GTG)s parmak izi ve 16S
rDNA dizi analizi sonucglarina gore izolatlar, Enterecoccus faecium (8),
Lactobacillus casei (6), Lactobacillus plantarum (2), Lactococcus lactis
subsp. Lactis (2), Lactococcus lactis subsp. cremoris (1), Lactobacillus
pentosus (1), Lactobacillus rhamnosus (1), Lactobacillus helveticus (1),
Enterecoccus durans (1), Enterecoccus faecalis (1), Streptococcus
macedonicus (1), Leuconostoc mesenteroides (1) ve Pediococcus
acidilactici (1) tdrleri ile %97’nin Uzerinde benzer bulunmustur. Tim
suslarin  farkh sicakhk (10-40°C), pH (3,5-7) ve NaCl (%0,5-10)
kosullarinda otolitik davranislarinin, sicaklik ve pH’nin yukselmesiyle
arttigl, yiksek NaCl konsantrasyonlarda ise daha disiuk oldugu
gOzlenmistir. Ayrica suslarin besiyerlerinde bulunan glukoz, laktoz, siikroz
ve maltoz’a bagh olarak otolizlerindeki degisim incelenmis ve en yiiksek
otolitik aktivite glukoz varliginda gelisen suslarda gézlenmistir. ilaveten
suslarin hicre ic¢i enzimlerinin proteolitik aktivitelerini tespit etmek igin
otoliz olan hicre ortamlarina kazein ilave edilmis ve 30 °C’de 4, 24, 48 ve
72 saat inklibe edilerek kazeinin pargalanmasi, SDS-PAGE sistemi
kullanilarak gorunttlenmistir. Gorintilenme sonuclari Lb. plantarum
PFC231’in 24. saatte kazeini parcaladigi, 48. saatte kazein bantlarinin
tamamen kayboldugunu gdéstermistir. Sonug¢ olarak peynirin olgunlasma
kosullarina uygun, Lb. plantarum PFC231 susunun yuksek otolitik 6zellige
sahip starter kultir olarak kullanilmasi 6nerilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Laktik Asit Bakterisi, Otoliz, Peptidoglikan
hidrolaz, Peynir Olgunlasmasi



ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF AUTOLYTIC LACTIC
ACID BACTERIA FROM RAW MILK AND CHEESES OBTAINED
FROM DENIZLI PROVINCES AND DETERMINATION OF THEIR

AUTOLYTIC PROPERTIES
MSC THESIS
SELIME HAZIR DALCA
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING

(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. OMER SiMSEK)
DENiZLI, SEPTEMBER,2015

In this study, lactic acid bacteria (LAB) having autolytic activity in
order to use as starter culture aiming to enhance the aromatic properties of
cheeses was isolated and identified from raw milk and cheese samples
where after autolytic activities of isolates were determined. 526 mesophilic
and 413 thermophilic LAB isolates were obtained from 34 raw milk and 16
cheese samples which were supplied from Denizli province. All isolates
were tested for autolytic activity in the potassium phosphate buffer (100
mM, pH 7,0, 30°C) initially and 27 LAB isolates were selected according to
their high autolytic activity. As a result of (GTG)s fingerprint and 16S
rDNA sequence analysis, 27 isolates were found homologous more than
97% with the species; Enterecoccus faecium (8), Lactobacillus casei (6),
Lactobacillus plantarum (2), Lactococcus lactis subsp. cremoris (1),
Lactococcus lactis subsp. Lactis (2), Lactobacillus pentosus (1),
Lactobacillus rhamnosus (1), Lactobacillus helveticus (1), Enterecoccus
durans (1), Enterecoccus faecalis (1), Streptococcus macedonicus (1),
Leuconostoc mesenteroides (1) and Pediococcus acidilactici (1). Under
different temperatures (10-40 °C), pH (3,5-7) and NaCl concentrations
(%0,5-10), the autolysis of each strains were increase by raising the
temperature and pH but were decrease comparatively at high NaCl
concentrations. Additionally the effect carbon type used in the growth
medium on autolytic activity of the selected strains was determined by using
glucose, sucrose, lactose and maltose respectively which glucose induced
the autolysis of all LAB strains. Lastly, casein was added to each autolyzed
cell environment to determine whether the cytoplasmic enzymes were able
to hydrolyze the casein at 30 °C. Accordingly, SDS-PAGE analysis
indicated that Lb. plantarum PFC231 started to degrade casein appeared on
the gel after 24 h where the whole casein was disappeared after 48 h. In
conclusion, Lb. plantarum PFC231 was recommended as starter culture for
cheese production due to its high autolytic activity as well as maintaining its
high autolysis under conditions mimicking the cheese maturation.

KEYWORDS: Lactic acid bacteria, Autolys, Peptidoglycan Hydrolase,
Cheese Ripening,
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1. GIRIS

Fermente gidalarin mikroflorasinin temel {iyesi laktik asit bakterileridir. S6z
konusu bu bakteriler fermente gidalarmn tekstiirel ve aromatik 6zelliklerinin yani sira,
iriin giivenliginin gelistirilmesi yoniinde 6nemli katki saglarlar. Bu nedenle fermente
gidalarin liretiminde laktik asit bakterilerine ait bazi liyelerinin starter kiiltiir olarak
endiistriyel kullanimi1 bulunmaktadir. Laktik asit bakterilerinin fermente gidalarda
starter olarak bilinen temel fonksiyonu laktik asit iireterek gida iiriiniine karakteristik
ozelligin kazandirilmasidir. Ancak bu familyanin bazi iyelerinin sahip oldugu cesitli
metabolik 6zellikler ile gida iriinlerinde arzulanan ve fonksiyonel nitelikler de
saglanabilmektedir. Dolayisiyla son yillarda fonksiyonel starter kiiltiirlerin kullanimi

daha fazla tercih edilmektedir.

Fonksiyonel kiiltiir kapsaminda laktik asit bakterilerinin 6zellikleri teknolojik
ve saglik olmak tiizere iki baslikta toplanir. Teknolojik agidan laktik asit
bakterilerinin en ¢ok bilinen bazi fonksiyonel o6zelliklerine aroma iretimi ile
gidalarin duyusal 0Ozelliklerinin gelistirilmesi, bakteriyosin iiretimi ile patojen
mikroorganizmalarin engellenmesi ve ekzopolisakkarit liretimi ile gidalarin tekstiir
ve reolojik 6zelliklerinin iyilestirilmesi 6rnekleri verilebilir. Diger taraftan probiyotik
etki, biyoaktif molekiillerin biyosentezi ve toksik bilesenlerin giderilmesi ise laktik

asit bakterilerin saglik ile iliskili fonksiyonlaridir.

Laktik asit bakterilerinin fonksiyonel ozelliklerinden iizerinde en fazla
durulan konulardan birisi tiiketici memnuniyetinin saglanmasi igin tirtinlerin duyusal
ozelliklerinin gelistirilmesidir. Laktik asit bakterileri fermente gidalarin aromasini,
uirettikleri organik asit, etil alkol, diasetil ve asetaldehit gibi fermantasyon tiriinleri ile
gelistirebilirler. Buna ilaveten bu bakterilerin sahip olduklar1 gesitli proteolitik ve
lipolitik enzimler ile gidalarin protein ve lipit fraksiyonlarini pargalayarak aromatik
bilesenlerin agiga ¢ikmasina neden olabilirler. Laktik asit bakterilerinin gerek hiicre
duvarinda yer alan, gerekse de sitoplazmada bulunan s6z konusu bu enzimler
ozellikle peynir gibi olgunlastirilan gidalara aroma kazandirilmas: agisindan biiytik

Oonem tasir.



Peynirin olgunlagmasi yavas, pahali ve tamamiyla kontrol edilemeyen bir
slirectir. Peynirlerin olgunlagtrma amaciyla belirli bir siire depolanmasi, yiiksek
miktarda isletme sermayesinin yani sira depolama masraflarini, faiz yiikiini ve
firelerin toplam maliyetteki paymi da olduk¢a yiikseltmektedir. Olgunlagtirma
periyodunun kisaltilmasi, olgunlagtrma odalarmin  kullanim  kapasitelerinin
yiikkselmesini, peynir iiretiminin artmasini, maliyetlerin asagiya c¢ekilmesini ve
isletme sermayesi yoniinden ireticilerin sikintilarinin 6nemli 6l¢iide giderilmesini
saglayabilir. S6z konusu nedenlerle olgunlagmanin hizlandirilmast yani depolama

stiresinin kisaltilmasi konusundaki ¢alismalar son derece 6nemli goriilmektedir.

Peynirin matriksinde bulunan laktik asit bakterilerin enzimatik aktivitesinden
faydalanarak peynir olgunlastirilmasit olast ¢oziimlerden birisidir. Laktik asit
bakterilerinin hiicre ig¢inde bulunan ve aromatik peptitlerin aciga ¢ikarma
ozelliklerine sahip peptidazlar substratla karsilasmasi ancak bu bakterilerin otolizi
ile miimkiindiir. Otoliz, otolisin olarak isimlendirilen bakteriyel hiicre i¢inde bulunan
peptidoglikan hidrolazlar1 tarafindan hiicre duvar1 peptidoglikaninin enzimatik
parcalanmasidir. Aslinda bakteriyel peptidoglikan hidrolazlar hiicrenin biiylimesi ve
boliinmesi sirasinda rijit peptidoglikan aginin modifikasyonu i¢in gerekli olan ¢ok
sayida farkli hiicresel fonksiyonda gorev almaktadirlar. Bunun disinda, otoliz
sisteminin hiicre popiilasyonu igerisinde zayiflamis veya bozulmus hiicrelerin
elimine edilmesini de saglar. Bir bakteri hiicresinde ayni anda farkli 6zgiilliige
ve/veya yapiya sahip peptidoglikan hidrolazlari bulunabillir ve bu durumda ilgili

hidrolazlar kompleks bir enzimatik sistem meydana getirirler.

1.1 Tezin Amaci

Bu tez caligmasinin temel amaci, peynir mikroflorasmin temel iiyesi olan
laktik asit bakterilerinin peynirin olgunlagtirma siirecinde hiicre biitlinliigiini
kaybettigi otoliz ile sitoplazmasinda bulunan enzimlerin ortama saliverilecegi,
boylece bu enzimlerin etkisi ile peynirin aromatik o6zelliklerinin gelistirilecegi
varsayimindan hareketle otolitik 6zellige sahip laktik asit bakterilerinin segilmesi,

tanimlanmasi ve otolitik davranislarinin karakterize edilmesidir.



1.2 Literatiir Ozeti

1.2.1 Laktik Asit Bakterileri (LAB) ve Fonksiyonel Ozellikleri

Laktik asit bakterilerinin (LAB) genel ozellikleri; Gram-pozitif, fakiiltatif
aerob, katalaz negatif, hareketsiz (bir iki ayricalik gdsteren iiye disinda), sitokromdan
yoksun, Sporolactobacillus inulinus disinda spor olusturmayan, karbonhidrat
fermantasyonu sirasinda son iiriin olarak genellikle laktik asit iireten bakterilerdir. Bu
bakteriler; kok, ¢omak, tetra formasyon ve ovoid seklindedir. Laktik asit bakterileri
gelisme sicakliklar1 bakimindan termofil ve mezofil 6zellik gosterir. 10-45 °C arasi
sicakliklarda, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisme ve asit veya alkali tolere etme
yeteneklerine sahiptir (Axelsson 1998). Gidalarda yaygm bulunan laktik asit
bakterilerinin en  Onemlileri; Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus,  Pediococcus,  Leuconostoc,  Oenococcus, Weissella  ve

Carnobacterium cinsleridir (Stiles ve Holzapfel 1997, Klein ve dig. 1998).

LAB’leri karbonhidratlar1 farkli metabolik yollar kullanarak parcalamalar1 ve
farkli son {iriinler olusturmalarina gére homofermantatif ve heterofermantatif LAB
olarak iki farkli smifa ayrilir. Homofermantatif LAB’i glikoz femantasyonundan
temel triin olarak laktik asit olustururken; heterofermantatif LAB’i laktik asite ek
olarak etanol ve CO; de iiretir (Blandino ve dig. 2003, Liu ve dig. 2011).

LAB’i B grubu vitaminler ile piirin ve pirimidin bazlarma ihtiya¢ duyar.
Genellikle pH 4,0-4,5 araliginda gelisir, ancak 3,2 gibi diisiik veya 9,6 gibi yiiksek
pH’larda gelisebilen tiirler de mevcuttur. Baz tiirleri zayif proteolitik ve lipolitik

aktivite gosterir.

Son 50 yil i¢erisinde LAB’lerin genetigi, biyokimyasi ve fizyolojisi {izerine
yeni bilgilere ulasilmasiyla, bu bakterilerin starter kiiltliir olarak kalitenin
gelistirilmesi ve standardizasyonun saglanmasi amaciyla fermente gidalarin
tiretiminde kullanimi mevcuttur (Botina ve dig. 2006). Gidaya tat, koku gibi
aromatik Ozelliklerin yaninda gida iiriinlerinin korunmasi, duyusal ve reolojik
ozelliklerin gelistirilmesine katkida bulunan starter kiiltiirler, daha 6nce uygulanan

Klasik pasajlama sisteminin yerini almistir. Giliniimiizde LAB’leri fermente siit
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iiriinlerinin, etlerin ve sebzelerin fermentasyonunda temel gorev iistlenen ve gida
endiistrisinde iiriin kalitesini arttiran mikroorganizmalar olarak kabul edilmektedir.
Bunun yaninda kahve, hayvan yemi, kakao, ekmek hamuru ve ¢ok sayida dogal
yiyecegin fermentasyon yolu ile iiretilmesinde kritik rol oynadiklar1 da saptanmistir

(Wood 1998, Makarova ve dig. 2006).

LAB’lerinin endiistriyel 6nemi ve sahip oldugu genetik zenginligi dolayisiyla
fonksiyonel kiiltiir olarak uygulamalar1 6n plana ¢ikmustir. Fonksiyonel kiiltiir gidaya
mikrobiyal giivenlik, duyusal, teknolojik, beslenme veya saglik avantajlarindan birisi
veya bir kagmi saglayan kiiltlirler olarak tanimlanmaktadir. Yapilan calismalar
LAB’lerin temel gorevi olan laktik asit liretimine ilavaten, bir takim fonksiyonlar ile

de katki sagladigi anlasilmustir (Leroy ve dig. 2006, de Vuyst ve Leroy 2007).

LAB’leri tirettikleri bakteriyosinler ile fermente gidalarm korunmasmi ve raf
Omriiniin uzatilmasini saglar. Bu grup bakterilerin gelisme ortaminda iirettikleri
peptit yapisindaki bakteriyosinler, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus gibi Gram-pozitif
gida kaynakli patojen bakteriler iizerinde antimikrobiyal etkilidir. Bakteriyosin
iretici LAB’lerin gida sistemlerindeki basaris1 ¢esitli derleme yaymlarla rapor
edilmistir (de Vuyst ve Leroy 2007, Galvez ve dig. 2007, Perez ve dig. 2014). Son
yillarda yapilmis olan ¢alismalarda taze peynirde bakteriyosin iireticisi L. lactis ve
Enterokok suslarmin 7 giin depolama sonrasinda L. monocytogenes sayisini 5
logaritma disiirdiigii tespit edilmistir (Coelho ve dig. 2014). Benzer sekilde peynir
orneklerinde bakteriyosin tireticisi L. sakei subsp. sakei 2a susu L. monocytogenes’in
gelisimini engellemistir (Martinez ve dig. 2015). Bu duruma diger bir 6rnek ise
peynir iretiminde destek kiiltiir olarak kullanilan L. plantarum TF711 susunun 4
logaritma oraninda inokiile edilen C. sporogenes’i 21. giiniin sonunda tamamen

inhibe etmesidir (Gonzalez ve Zarate 2015).

LAB’lerin iizerinde durulan diger fonksiyonel ozelliklerinden birisi bu
bakterilerin tirettikleri hiicreye siki bir sekilde baglanmis kapsiil formunda olan
kapsiiler veya hiicreye gevsekce bagli veya tamamen hiicre dismma salgilanan
ekzopolisakkaritler (EPS)’dir. Kimyasal yapilar1 agisindan mikrobiyal EPS’ler

homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler olarak ikiye ayrilirlar.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonz%C3%A1lez%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25702615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Z%C3%A1rate%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25702615

Homopolisakkaritler glukoz veya fruktoz olmak iizere sadece tek tip seker
monomerinden olusurlar. Heteropolisakkaritler ise birden fazla farkli seker
iinitelerinden, dallanmig sekerlerden, diger organik ve inorganik molekiillerden
olusabilirler. Bu monomerler arasindaki glikozidik baglarin niteligi birgok 6zgiin
EPS yapisinin olusmasina neden olmaktadir (Broadbent ve dig. 2003, de Vuyst ve
Degeest 1999; Kumar ve dig. 2007). LAB’ler tarafindan iiretilen EPS’ler fermente
gidalarin tekstiir, reolojik ve duyusal Ozelliklerini iyilestirici katki saglamaktadir.
Ayni zamanda bu metabolitlerin prebiyotik etkisi de tanimlanmustir (Korakli ve dig.
2001, Korakli ve dig. 2002, Tieking ve Ganzle 2005). Bu yiizden basta yogurt olmak
iizere cesitli fermente siit iriinlerinde ve diisiik yagl peynirlerde istenilen yapmin
olusmasi i¢in EPS {ireten suslardan yararlanilmistir (Svensson ve dig. 2005,
Robitaille ve dig. 2009). Eksi hamurda LAB tiirleri tarafindan iiretilen EPS’lerin,
ekmek iiretiminde kullanilan bitkisel kaynakli polisakkaritleri ikame edebilecegi
tizerinde durulmaktadir. Ornegin L. sanfranciscensis tarafindan iiretilen fruktan tip
EPS’nin hamur reolojsi ve ekmek tekstiiriinii pozitif yonde etkiledigi gosterilmistir
(Ganzle ve dig. 2007). Dolayisiyla ekmek iiretiminde starter nitelikteki EPS iireticisi
LAB tiirlerinin kullanilmas1 ekmek iiretimindeki pahali hidrokolloidlerin kullanimini
azaltip ekmek kalitesini artirmasi agisindan dikkat ¢ekicidir. Diger bir ¢aligmada ise
LAB tiirleri tarafindan iiretilen heteropolimerik EPS’nin hamur kalitesini artirdigi

gosterilmistir (Palomba 2012).

LAB’ler fermente gidalarin duyusal 6zelliklerine de katkida bulunabilir. Bu
bakteriler giday asitlendirerek tadinin olusumuna ilaveten ¢ogu kez sahip olduklari
proteolitik ve lipolitik aktivite gostererek veya biyotransformasyonla amino
asitlerden aromatik bilesikleri tiretirler (Van Kranenburg ve dig. 2002, Williams ve
dig. 2001). Nitekim LAB’lerinde peptidaz aktivitesinin kontrol edilmesi peynirin
olgunlastiriimasi agisindan oldukca kritiktir. Ornegin, L. lactis subsp. cremoris’in
peptidaz aktivitesinin yiiksek olmasi peynirin duyusal Kalitesini gelistirmistir
(Guldfeldt ve dig. 2001).

Starter kiiltir olmayan LAB’leri, aroma olusumunda biyosentez
kapasitelerinden ve aromatik bilesikleri iirettiklerinden dolay1 6nemli rol oynarlar
(Ayad ve dig. 1999, Bouton ve dig. 1998, Weerkamp ve dig. 1996). Dolayisiyla bu

suglar iiriin inovasyonu i¢in Onemli bir potansiyele sahiptir. Starter olmayan



LAB’lerin destek Kkiiltliir olarak peynir iiretiminde kullanilmasi, serbest amino
asitlerin, peptitlerin ve serbest yag asitlerin birikmesine neden oldugu izlenmistir. Bu
metabolit birikimi lezzetin yogunlagsmasini arttirmis ve peynir olgunlagsmasini
hizlandirmistir (Crow ve dig. 2001, De Angelis ve dig. 2001).

Homofermentatif LAB mevcut seker kaynagini piirivat iizerinden enerji
saglamak ve redoks dengesini kurmak i¢in laktik aside doniistiiriir. Ancak piirivat,
asetat, etanol, diasetil ve asetaldehit gibi diger metabolitlerin birikimine de aracidir.
Bu yolla LAB’leri fermente gidalarm tipik aromasmi (tereyagi/diasetil,
yogurt/asetaldehit, kefir/etanol, eksihamur/laktik ve asetik asit) kazanmasimi saglar.
Optimal fermentasyon bu ugucu bilesiklerin {iretiminin artirilmasini miimkiin kilar

(Kleerebezem ve dig. 2000).

LAB’lerinin fermente gidalarin aromasinin gelistirilmesindeki
mekanizmalarindan bir digeri ise bu bakterilerin peynir olgunlastirilmasinda otolize
ugrayarak hiicre i¢i enzimlerinin saliverilmesi ve akabinde peptidaz enzimlerinin
amino asitleri agiga c¢ikararak ¢esitli aromatik bilesiklerin iiretilmesinin yolunu
acmasidir. Hatta bakterilerin otolizi i¢in ¢esitli bakteriyosinlerin veya faj lizinlerinin
kullanimina yonelik ¢alismalar da mevcuttur (Crow ve dig. 1995, Martinez-Cuesta
ve dig. 2001).

1.2.2 LADB’lerinde Otoliz

Bakteri hiicreleri peptidoglikan tabakalar1 iceren hiicre duvari yapisiyla
cevrilidir. Peptidoglikan yapis1 bakteriyel gelisimde hiicre biitlinliigiiniin ve seklinin
stirdiiriilmesinin yaninda hiicre i¢i turgor basincinin dengelenmesi gibi hayati
fonksiyonlara sahiptir. Bu yap1 ayni zamanda hiicre gelisimi ve bdlinmesinde de
elastikiyet 6zellik kazandirir. S6z konusu olan iki zit fonksiyonun yerine getirilmesi
ancak peptidoglikan sentez ve degradasyon enzimlerinin hassas bir koordinasyonu ve
dengesi ile saglanir. Bu dengenin bozulmasi hiicre gelisiminin durmasi ya da
hiicrenin lize olmas1 ile sonuglanir. Bakteri hiicre duvarinda bulunan ve otolisin
olarak isimlendirilen enzimler tarafindan peptidoglikan tabakanin hidrolizi ile hiicre
biitiinliigiiniin bozulmasi bakteriyel otoliz olarak tanimlanir (Shockman ve dig. 1996,

Crouigneau ve dig. 2000).



Bakteriyel otolizin anlasilmasi i¢in hiicre duvar yapisinin bilinmesi gerekir.
Bakteriyel hiicre duvarinda onemli oranda bulunan ve agsi tabakayi olusturan
peptidoglikan tabaka Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerde ortaktir. Sekil 1.1 de
de wverildigi gibi peptidoglikan tabaka N-asetilmuramik asit (NAM), N-
asetilglukozamin (NAG) olmak iizere iki tip seker tlirevi ve az sayida 0zgiil
aminoasit icerir. Bu aminoasitler; L-Alanin, D-Glutamik asit, Diaminopimelik asit
(DIP) ve D-Alanin‘dir. Gram-pozitif bakterilerde DIP yerine L-Lizin veya baska bir
L-formu aminoasit olabilir. NAM ve NAG birbirine p(1-4) glikozidik bag ile
baghdir. Tetrapeptidler NAM’e bagli olup kendi aralarinda D-Alanin ve DIP
arasinda (Gram-negatif) veya D-Alanin ve Lizin (Gram-pozitif) arasinda tetrapeptid
yan zincirleri olugmaktadir. Iskelet yapi tiim bakterilerde ayn1 olmasma karsilik
tetrapeptid yan zincirler ve ¢apraz baglar tiirden tiire degisiklik gdstermektedir.
Tetrapeptidlerden ilki L-Alanin olup NAM’ye baglhidir. ikinci aminoasit D-Glutamik
asit, liglincii DIP ve dordiinciisii ise D-Alanin'dir. Daha 6nce de vurguladig: gibi en
degisken olan {iglincii aminoasit DIP olup Gram-pozitif bakterilerde bu aminoasit
aynen kalabildigi gibi yerine L-Lizin veya diger L formu diger aminoasitler gelebilir.
Gram-negatif bakterilerde lipoprotein tabaka DIP’ye baglanir. DIP sadece
prokaryotik hiicre duvarinda bulunur. Glikan zincirini olusturan glikozid baglar1 ¢ok
giiclii baglar olmasina karsilik ¢capraz baglar ile bu yap1 yeterli giicliiliige kavusabilir.
Yapmin dayanikliligii esas olarak veren esnek ¢apraz baglardir (Madigan ve dig.

2010).



Glukozamidaz  Muramidaz

NAc
«— Endopeptidaz

Sekil 1.1: Bakteri hiicresinde bulunan peptidoglikan yapisi ve bu yapiy1 hidroliz eden
hidrolaz enzimleri ile spesifik kesim bolgeleri (Chapot-Chartier ve dig. 2014)

LAB' lerde peptit yapisinda amino asitler L-Alanin- y-D-Glutamik asit-X-D-
Alanin olarak siralanir. Ugiincii amino asit genellikle L-Lizin'dir (6rnegin Lc. lactis
ve birgok laktobasilde). Fakat bazen bu amino asit mezo-diaminopimelik asit
(mDAP) veya L-ornitin olabilmektedir. LAB'lerin hiicre duvar yapisinda bulunan
peptitin 4. pozisyonunda hep D-Alanin amino asiti bulunur. Iki peptidoglikan
arasinda capraz baglanma peptit yapilarm 1. ve 4. pozisyonundaki amino asitler
arasinda gerceklesir. Bu peptit bag, 3. pozisyonda mDAP bulunan Lb. plantarum gibi
laktik suslarda dogrudan kurulurken, bu pozisyonda lizin amino asidini i¢eren Lc.
lactis ve Lb. casei suglarinda birka¢ D- veya L- aminositlik koprii ile baglanma

saglanir (Chapot-Chartier ve Kulakauskas 2014).



Otolisinler bakterilerin boliinme siireglerinde veya stres kosullarinda aktivite
gosteren hiicre i¢i peptidoglikan hidrolazlardir. Bugiline kadar farkli baglar icin
hidrolitik 6zgiilliigiine gore farkli peptidoglikan hidrolaz enzimleri tanimlanmistir.
Bunlardan en sik rastlanilan peptidoglikan hidrolazlar; i) N-asetil muramik asit ve N-
asetil glukozamin arasindaki f(1-4) bagin1 hidroliz eden N-asetilmuramidazlar, ii) N-
asetil glukozamin ve N-asetil muramik asit arasindaki f(1-4) bagini hidroliz eden N-
asetilglukozaminidazlar, iii) N-asetil muramik asit ile laktil grup arasindaki bagi
hidroliz ederek L-Alanin aminoasidinin agiga ¢ikmasimi saglayan N-asetilmuramil-L-
Alanin amidazlar, iv) peptidoglikan baglarmi hidroliz eden endopeptidaz,

karboksipeptidazlar1 iceren peptidazlar’dir (bkz.Sekil 1.1).

Bakteriyel peptidoglikan hidrolazlar modiiler organizasyona ve hiicre
duvarma baglanma domaini ile iligkili katalitik bolgeye sahiptir. Katalitik bolge
peptidoglikan tabaka i¢in hidrolitik 6zgiilliigii tayin eder. Ciinkii bu fonksiyonel
bolge hiicre duvari bilesenini tanir, enzim yerlesimini etkiler ve bakteriyel seg¢iciligi
belirler. Bir¢ok bakteride bugiine kadar tespit edilen peptidoglikan hidrolaz
enzimlerinin hiicre duvarina baglanan domain ornekleri; LysM, SH3 ve Lec-

LysBD’dir.

Genom sekans analizleri bakteride peptidoglikan hidrolaz enzimlerin tespitini
ve bu enzimlerin genetik dizisinden amino asit dizisinin ¢ikarilmasmi miimkiin
kilmistir. Birgok Gram-pozitif bakterinin birden fazla kompleks yapida peptidoglikan
hidrolazlar1 i¢erdigi anlagilmistir. LAB’lerinde yiiriitiilen genom sekans analizleri bu
bakterilerin de oldukga farkli peptidoglikan hidrolazlar1 igerdigini gdstermistir.
Ornegin, Lb. casei’de 12, Lb. helveticus’da 9 ve Lb. plantarum’da 12 farkl
peptidoglikan hidrolaz enzimleri tespit edilmistir (Rolain ve dig. 2012) (Tablo 1.1).

LAB’lerde ilk tespit edilen peptidoglikan hidrolaz, Lc. lactis’te AcmA’dir
(Buist ve dig. 1995). AcmA modiiler bir yapiya sahip olup, N-terminal katalitik
bolge N-asetil glukozaminidaz 6zgiilliigli gdsterir ve C-terminal bolgesinde ise 3 adet
LysM dizi deseni bulunur (Steen ve dig. 2005). LysM deseni peptidoglikan yapiya
baglanmadan sorumludur ve AcmA'nin boliinme diizlemine yerlesmesini saglar
(Steen ve dig. 2003). Lb. plantarum'un temel otolisini olan N-asetil glukozaminidaz
enzimi Acm2, yapisal olarak AcmA'dan farklidir. Acm?2'de katalitik bolgeye ilaveten,
ic adet SH3 bolgesi ve N-terminalinde Ala/Ser/Thr (AST) amino asitlerince zengin
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bolge bulunur (Rolain ve dig. 2012). Bunlarin disinda y-D-Glu-L-Lys endopeptidaz
aktivitesi gosteren Mspl ve Lc-p75 enzimleri sirasiyla Lb. rhamnosus (Claes ve dig.
2012) ve Lb. casei (Regulski ve dig. 2012) suslarinda tespit edilmistir. S.
thermophilus'ta bulunan Cse peptidoglikan hidrolaz enzimi CHAP bolgesini
icermekte ve DL endopeptidaz aktivitesi ile peptidoglikan ¢apraz baglar1 arasindan
kesimler yapmaktadir (Layec ve dig. 2008). Lc. lactis'te ii¢ farkli glukozaminidaz
peptidoglikan hidrolaz1 tespit edilmistir. Bunlardan birisi (AcmA) LysM bdlgesi
icerirken, diger ikisi (AcmB ve AcmC) LysM icermez. Bunlara ilaveten bir de y-D-
Glu-L-Lys-endopeptidazi (YjgB) bulunur (Redko ve dig. 2007).

Yukarida sunulan LAB'lere ait peptidoglikan hidrolaz ornekleri temel
otolisinlerdir. Bu enzimler 6zellikle kardes hiicre boliinmesinin tamamlanmasini
saglar. Herhangi bir bakteriyel hiicrede bu enzimleri kodlayan genlerin inaktivasyonu
durumunda kardes hiicre boliinmesinde kusura ve uzun zincir olusumuna neden olur
(Layec ve dig. 2008). Roliiyle iliskili olarak, bu enzimler hiicre septumunda yer alir.
Boliinmedeki roliinlin yaninda AcmA ve Acm2 enzimleri hasar gormiis bakteri
hiicrelerin duragan faz ya da tampon igindeki otolizini de gergeklestirir (E1-Kholy ve
dig. 1998, Kenny ve dig. 2006, Lortal ve Chapot-Chartier 2005, Chapot-Chartier ve
Kulakauskas 2014).

Bakteriyel otolizi gergeklestiren peptidoglikan hidrolaz  enzimlerin
regiilasyonu transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel seviyede gerceklestirilir. Post-
translasyonel seviyedeki regiilasyonlardan birisi, peptidoglikan hidrolaz enzimlerin
aktivitesinin proteolitik parcalanarak kontrol edilmesidir. Lc. lactis'te temel otolisin
olan AcmA'nmn hiicre dis1 proteaz olan PrtP tarafindan parcalandigi, Lc. lactis
MG1363'te plazmid kodlu PrtPI ve PrtPIII enzimlerin otoliz ile iligkisinin tespiti ile
anlasgilmistir (Buist ve dig. 1998). Aynmi zamanda hiicre i¢in zorunlu olan HtrA
proteazinin da AcmA otolisinini parcaladigi gosterilmistir (Poquet ve dig. 2000).
Proteolitik regiilasyonunun disinda peptidoglikan hidrolaz aktivitesinin bir diger
kontrolii ise hiicre duvarinda bulunan ikincil polisakkaritlerin peptidoglikan tabakay1
otolisinlerin etkisinden korumasiyla gerceklesir. Lc. lactis'te yapilan ¢aligmada
AcmA'nin LysM bdlgelerinin peptidoglikan tabakaya baglanmasinim, ikincil
polisakkarit yapilar1 tarafindan maskelenerek engellendigi ortaya ¢ikmistir (Steen ve
dig. 2003).
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Bakteriyel hiicrede peptidoglikan hidrolaz genlerinin

regiilasyonu,

hiicre zarmnin

stres

yanit1

kapsaminda cesitli

caligmalar

arastirilmistir. Ornegin, S. aureus’ta peptidoglikan hidrolaz geni ikili regiilasyon

sistemi

ile kontrol

edilirken,

B. subtilis’te alternatif sigma faktori
diizenlenmektedir (Smith ve dig. 2000).

Tablo 1.1: LAB peptidoglikan hidrolaz enzimlerinin temel karakteristikleri (Lortal ve
Chapot-Chartiel 2005)

Peptidoglikan MM Pl Hidrolitik Yapisi
Hidrolaz (kDa) Etkisi
AcmA 46,5 10,8 N-asetil 2 domaine sahip
glukozaminidaz N terminal: Katalitik domain
C terminal: LysM domaini
AcmB 52,2 5,0 N-asetil 3 domaine sahip
glukozaminidaz N terminal: S/T/G/P
I¢ bolgesi: Katalitik domain
C terminal: Zn baglanan
domain
AcmC 23,7 10,2 N-asetil Katalitik domain
glukozaminidaz
AcmD 375 43 N-asetil 2 domaine sahip
muramidaz veya N terminal: Katalitik domain
N-asetil C terminal: LysM domaini
glukozaminidaz
YijgB 20,7 5,8 Endopeptidaz Katalitik domain
Murl 24,7 9,7 N-asetil Katalitik domain
muramidaz veya
N-asetil
glukozaminidaz
Mur 23,8 9,6 N-asetil Katalitik domain

muramidaz veya
N-asetil
glukozaminidaz
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1.2.3 LAB’lerde Otoliz Uzerine Etkili Faktorler

Bakteriler; hiicre duvari kompozisyonuna, otolizi tesvik eden kosullarin
bulunmasina ve genom yapisindaki hatalara bagl olarak farkli otolitik aktivite
gosterebilirler (Lortal ve Chapot-Chartier 2005). Bunlarin disinda bdliinme sirasinda
peptidoglikan yapisinda olusan farkliliklar ayni tiir bakterilerin otoliz davraniglarini
degistirebilir (Smith ve dig. 2000). LAB’lerde otolizi ise; genetik yapmin gesitliligi,
karbon kaynagi, sicaklik, ozmotik konsantrasyon, biiyiime fazi ve pH gibi faktorlerin
etkiledigi rapor edilmistir. Buna yonelik Ornekler kronolojik swra ile asagida
sunulmustur. Tablo 1.2° de baz1 LAB’lerin otoliz oranlar1 ve iliskili otoliz kosullar

verilmistir.

Bie ve Sjostrom (1975), LAB’lerin otolitik 6zelliklerini etkileyen faktorleri
belirlemek amaciyla, sicaklik, pH ve iyonlarn etkisi {izerine arastirmalar
ylriitmiistiir. Calismada LAB’lerinin 19°C’de maksimum, 14°C’de ise minimum
otoliz aktivitesine sahip oldugunu ve pH’in 4,9 dan 5,9’a arttik¢a da otoliz oraninda
artis goriildiigii tespit edilmistir. Ayrica ortamdaki Mg*? ve Ca* iyonlarinin otolizi

yavaslattigi, Na*? iyonlarimnin ise tesvik ettigi saptanmistir.

Dako ve dig. (1995) 4 laktobasil, 4 laktokok ve 1 pediokok‘un peynir
ortamdaki otolizini arastirmistir. Calismada pH’s1 5,2 olan 0,1-0,2 M, ve %?2
NaCl/sodyum fosfat tamponunda 30°C ‘de 48 saat inkiibasyon uygulanmistir. Sonug
olarak laktobasil suslarinin otolizinin laktokok ve pediokoklara oranla yiiksek oldugu
gbzlenmistir. Ayrica fosfat konsantrasyonundaki artigla birlikte otoliz oranlarinda da

artig izlenmistir.

Bir bagka ¢alismada Boutrou ve dig. (1998), 26 laktokok susunun
tamponlanmig ortamda (pH:5, 15 g/L NaCl i¢eren sodyum sitrat tamponu) otolitik
aktivitelerinin 6nemli farkliliklar gosterdigini tespit etmis ve suslari diisiik (%-15-0),

orta (%0-15) ve yiiksek (%15-30) otolitik aktiviteli olarak 3 gruba ayrmustir.

Cibik ve Chapot-Chartier (2004), 9 farkli Lb. pentosus susunun otolitik
aktivitesini arastirdiklar1 ¢alismasinda, s6z konusu suslar1 MRS ortaminda
gelistirdikten sonra tampon ortamina (potasyum fosfat, 50 mM, pH 6,5) transfer

etmistir. 24 sa inkiibasyon sonucunda tampon ortaminda suslarin otoliz oranlarinin
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%34 ile %94 arasinda degistigi belirlenmistir. Calismanin devaminda renature SDS-
PAGE yontemi ile suslarin peptidoglikan hidrolaz profili izlenmistir. En yiiksek
otolitik aktivite gosteren Lb. pentosus 1091 susunda boyutlar1 58 ve 112 kDa olan iki
farkli peptidoglikan hidrolaz enzimin bulundugu tanimlanmistir. Calismanin
sonucunda Lb. pentosus suslarinda otoliz 6zelliklerinin susa bagl olarak degiskenlik

gosterdigi ve en az iki otolisin enziminin bulundugu degerlendirilmistir.

Kozakova ve dig. (2010) ise Lc. lactis HMMS81 ve Lc. lactis NIZO B643
suglarmin otolizi tlizerine sicakligm etkisini belirlemek amaciyla 13, 30, 45 ve 56
°C’de 12 giin boyunca inkiibe etmistir. Bu ¢aligmanin verilerine gore inkiibasyonun
ilk 6 giiniinde L. lactis HMM81 30 °C’de yiiksek oranda otoliz olurken, 12 giin
inkiibasyon sonunda 13°C ve 30°C’de susun otoliz orani esitlenmistir. Lc. lactis
NIZO B643 susunda da inkiibasyonun ilk 6 giiniinde benzer otolitik davranig

gozlenirken, 6-12 giinler arasinda 13°C’de daha fazla otoliz meydana gelmistir.

Yapilan bir c¢alismada 10 farkli Lc. lactis susunun aymi pH ve tuz
konsanstrasyonunda otolitik 6zelliklerinin farkliik g6sterdigi, suslarin biyiik
¢ogunlugunun diisiik tuz konsantrasyonunda ve pH’da daha yiiksek oranda otoliz

olduklar1 tespit edilmistir (Nunez ve dig. 2011).
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Tablo 1.2: Otolitik aktiviteye sahip bazi1 LAB’leri, otoliz kosullar1 ve oranlar1

LAB izolat Otoliz Kosulu % Otoliz Kaynak
Lb. casei subsp. casei 75
Lb. casei subsp. rhamnosus 55
Lb. plantarum 45
P Sodyum fosfat tamponu
. . (0,1 M pH:5,2 %2 NaCl) (Dako ve dig.1995)
Lc. lactis subsp. cremoris 30°C de 48 sa inkiibasyon 51
Lc. lactis subsp. lactis 39
P. acidilactici 51
. 0,17M NacCl, pH:5,4
Le. lactis 30°C 24 sa inkiibayon 41
. 0,17M NacCl, pH:7,0
Le. lactis 30°C 24 sa inkiibasyon 55 -
_ 0,51M NaCl, pH:5.4 (Nunez ve dig. 2011)
Le. lactis 30°C 24 sa inkiibasyon 3
. 0,51M NacCl, pH:7,0
Le. lactis 30°C 24 sa inkiibasyon 64
Sitrat tamponu (0.50M (Boutrou ve dig
Lc. lactis HMMS81 Ph:5,0 %1,5NaCl) 13°C 48 1998) &
13giin inkiibasyon
Potasyum fosfat tamponu
Lb. pentosus 1091 (0,50M pH: 6,5) 30°C 24 94 ((ﬁbﬂ? ve Chapot-
sa inkiibasyon Chartier 2004)
Sodyum fosfat tamponu
Lb. helveticus ATCC 12046 (0,1M,pH: 7,0) 45°C 24 45 .
sa inkiibasyon (Lortal ve dig.
Lb. helveticus ATCC 12046 Tris/HCI tamponu(0,1M 60 1991)
pH:7,5) 45°C 24 sa
Potasyum fosfat tamponu
. - (0,05M pH:7,0) ve glisin-
oo Ao NaOH ampoiOTS
y pH:9,0) 30°C 6 giin (Ostlie ve dig.
inkiibasyon 1995)
Potasyum fosfat tamponu
Lc. lactis subsp. lactis INF-L4  (0,05M pH:7,0) 30°C 8 sa 65
inkiibasyon
Sodyum sitrat tamponu
. . (0,025M, pH:6,0) 37°C (Higgins ve
Lb. acidophilus 24 sa inkiibasyon 2 G4ig1973)
. . Potasyum fosfat tamponu .
Lc. lactis subsp. cremoris (0,1M pH:6,7) 32°C 65 (Terzaghi ve

24 sa inkiibasyon

Sandine 1975)
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1.2.4 LAB Otolizinin Teknolojik Onemi

LAB otolizinin  6n plana ¢ikmis teknolojik  Onemi  peynirin
olgunlastirilmasinin hizlandirilmasidir. Hizla artan niifus ve tiiketicilerin alismis
olduklar1 aromada peynir talebi peynirin olgunlastirilmasi yoniindeki c¢aligmalari
giindemde tutmaktadir. Diger taraftan olgunlastrma odalarinin  kullanim
kapasitelerinin  yiikseltilmesi, peynir {iretiminin artirilmast  ve maliyetlerin
disiiriilmesi agisindan da bu calismalarin faydali olacagi varsayilmaktadir. Bu
yiizden peynirin olgunlastirilmasinin hizlandirilmasi veya standardizasyonu amaciyla
starter kiltiir kullanimi1 veya starter kiiltiirlerin lizizinin tesvik edilmesi temel
stratejilerdendir. Olgunlagma siiresince starter bakterilerin lizizini arttrmak igin
kullanilan yaklasimlar; (i) yiiksek otolitik aktiviteye sahip starter bakterilerin, (ii)
litik bakteriyofajlarin veya (iii) tretimde bakteriyosin iireten destek kiiltiirlerin

kullanilmasidir (Oumer ve dig. 2001).

Peynir tiretiminin ardindan peynir matriksinde bulunan LAB’lerinin otolizi
sonucunda hiicre i¢i enzimlerinin serbest kalmasi, peynir lezzetinin gelismesinde ve
dolayisiyla olgunlagsmasinin hizlandirilmasinda 6nemlidir. Peynir pihtisinda bulunan
kazein, rennet ve siitte dogal olarak bulunan plazmin vasitasiyla hidrolize edilerek
peynir {iretimi ve olgunlagsmasi sirasinda LAB’lerin kullanabilecegi peptitlere
pargalanir. Bu peptitler de LAB’lerin otolizi sonucunda ortama saliverilen hiicre i¢i
peptidazlari ile daha ileri seviyede pargalanarak daha kii¢iik molekiil agirligindaki
peptitlere ve serbest amino asitlere kadar pargalanmaktadir. Boylece ugucu aroma
bilesiklerinin olusumunda On bilesik olan aromatik, dallanmis zincirli ve stlfir
iceren amino asitler agiga ¢ikarilir (Valence ve dig. 2000, Beresford ve dig. 2001,
McSweeney 2004).

LAB’lerinin bazi otolitik suslari peynir iiretiminde kullanilarak peynirin
olgunlasmasint hizlandirdigr ve lezzet gelisimini arttirdig1 c¢esitli calismalarla
ispatlanmigtir. Bircok arastirict otolizin, proteoliz islemini arttirarak peynirin
olgunlasma siirecinde serbest amino asit miktarini artirdigini gézlemlemistir (Crow

ve dig.1995, Lepeuple ve dig. 1998, Meijer ve dig. 1998).
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Hannon ve dig. (2003), starter kiiltiirlerin otolizinin peynir aromasinin
olusumunu hizlandirdigint ve peynirdeki aciligi azaltarak duyusal 6zelliklerinin

iyilestirildigini rapor etmislerdir.

Law (2001), ¢ogu sert peynirlerin arzulanan aromayi kazanabilmesinin ancak
ortalama 1-2 yil olgunlagsma siiresi ile oldugunu, bu siirenin kisaltilabilmesi i¢in
Cheddar peynirin tiretiminde otolitik aktiviteye sahip starter kiiltiir kullanilmasinin

aroma ve kalitede olumlu sonug¢lar verdigini belirtmistir.

El Soda (1993), Cheddar peynirinde Lb. casei’nin diisiik ve yiiksek otolitik
aktiviteye sahip suslarinin aminopeptidaz aktivitesine etkisini gdozlemlemis, yiiksek
otolitik aktiviteye sahip susun 2 giinde geldigi olgunlastirma seviyesine, diisiik

otolitik aktiviteye sahip susun 1 hafta sonra geldigini belirtmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

Calismada kullanilan 34 adet ¢ig siit 6rnegi, Denizli ve yoresindeki (Merkez,
Giliney, Honaz, Acipayam, Buldan) farkli siit dreticilerinden, 16 adet peynir
numunesi (3 adet Beyaz, 3 adet Kasar, 4 adet Koy tipi, 3 adet Ezine, 3 adet Tulum,)
ise yerel pazar ve sarkiiterilerden temin edildi. Ornekler steril kavanozlara aseptik

kosullarda alind1 ve 4°C’de muhafaza edilerek ayn1 giin icerisinde analiz edildi.

Calisma sonucunda tanimlanan bakteri izolatlari, son konsantrasyonu %30
steril gliserol igeren besiyeri ortaminda -70°C’de muhafaza edildi. Tiim suslar
Pamukkale Universitesi, Gida Miihendisligi Kiiltiir Koleksiyonuna (PUFECC) kayit

edilerek saklandi.

2.1 LAB’lerin Saymm ve izolasyonu

Temin edilen ¢ig siit ve peynir drneklerinden peptonlu fizyolojik tuzlu su
kullanilarak uygun oranlarda dilusyonlar hazirlandi. LAB’lerin gelisimi i¢cin MRS
(Oxoid) ve %0,5 glukoz ilave edilen M17 (Oxoid) kat1 besiyeri ortamlar1 kullanilda.
Termofil LAB’lerin saymmu i¢in 43°C, mezofil LAB’lerin sayimu igin ise 30°C’de 48
sa inkiibasyon uygulandi. Petrilerde olusan koloniler sayilarak, orneklerdeki LAB
sayist log kob/mL veya log kob/g olarak hesaplandi.

LAB’lerin izolasyonu MRS ve M17G agar iizerinde gelisen kolonilerden
segilerek yapildi. Buna gore 30-300 koloni diismiis petrilerden her numune igin farkli
oldugu diisiiniilen 40 adet koloni secilerek MRS ve M17G siv1 besiyerinde termofilik

ve mezofilik kosullarda gelistirildi.
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2.2 LAB izolatlarimin Otolitik Aktivitesinin Belirlenmesi

izole edilen her bir izolat uygun siv1 besiyerinde iki kez aktiflestirildi. Daha
sonra tiim izolatlar 9000 g’de oda sicakliginda 15 dk santrifiij edildi. Stipernatantlar
dokiilmiis ve hiicre biyokiitlesi 5 mL potasyum fosfat tamponuyla (100 mM, pH:7,0)
iki kez yikandi. LAB izolatlarinin yogunlugu 0,6-0,8 (ODgy) araligmna tampon
kullanilarak ayarlandi. Son olarak belirli yogunluktaki hiicre siispansiyonlar1 96
kuyucuklu mikroplakalara (Costar) dolduruldu ve plaka okuyucu (Multiskan,
Thermo) cihazna yerlestirildi. Cihaz {izerinde sicaklik 30°C ve dalga boyu ise 620
nm’ye ayarlanarak, 2 sa araliklarla toplam 24 sa yogunluk okumas: yapildi. LAB
izolatlariin otoliz yiizdesi; 100-[(son okuma/ilk okuma)x100] formiilii kullanilarak
hesapland1 (Cibik ve dig. 2006). Calismada otolitik aktivitesi %30’dan fazla olan

peynir izolatlar1 ile %40°dan fazla olan ¢ig siit izolatlar1 secildi.

2.3 LAB izolatlarinin Tanimlanmasi

Cig siit ve peynir 6rneklerinden izole edilen ve yiiksek otolitik aktiviteye
sahip 33 adet LAB izolat tanimlanmak amaciyla 6nce (GTG)s parmak izi ile
smiflandirildi ardindan 16S rDNA geni cogaltilarak DNA dizisi belirlendi. S6z
konusu LAB izolatlarmin nihai tanimlamalar;, elde edilen dizinin NCBI

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) iizerinden dizi benzerligi arastirilarak

gerceklestirildi.

LAB izolatlarinin tanimlanmasi i¢in oncelikle genomik DNA izolasyonu
yapildi. Bunun i¢in -70°C’de bulunan stoklardan izolatlar aktiflestirildi ve uygun
besiyerlerine ¢izim yapilarak 24 sa mezofiller i¢in 30°C, termofiller i¢cin 43°C
sicaklikta inkiibasyon yapildi. Tek diisen koloniler secilerek MRS veya M17G sivi
ortamma inokule edildi. 10° kob/ml oraninda hiicre alnarak genomik DNA
saflagtirma kitinin (Invitrogen) protokolii dogrultusunda genomik DNA izolasyonu
gerceklestirildi. 1zole edilen ve saflastirilan genomik DNA’larm saflik kontrolleri
spektrofotometre’de (PG Instruments, UK) 260/280 nm alian absorbans orani ve
%0,8’lik agaroz jel (Sigma) iizerinde elektroforez sisteminde (Thermo) yiiriitiiliip

ardindan DNA goriintiileme sisteminde (Vilber Lourmat) goriintiilenerek belirlendi.
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Calismada segilen izolatlar arasinda benzer suslarin ayrilmasi igin genomik
(GTG)s parmak izi profilleri karsilastirildi. Bu tekrar serilerinin ¢ogaltilmasinda her
bir sus i¢in 20 pl’lik PZR karigimi kullanildi. S6z konusu karigimda 4 pl master mix
(5*FIREPoI®  Master Mix / SOLIS BioDyne), 1 pl primer (5-
GTGGTGGTGGTGGTG-3), 1 ul kalip DNA ve toplam hacim 20 pl olacak sekilde
steril ultra saf su kullanildi. PZR isleminde 95°C 3 dk 6n denatiirasyon, 30 dongii
95°C 1 dk, 45°C 30 sn, 72°C 5 dk ile 72°C 10 dk son uzama programi uyguland.
PZR firtinleri %1 lik agaroz jelde (Sigma) yiirtitiilerek jel goriintiileme sisteminde
(Vilber Lourmat) olusan bant profilleri analiz edildi. (GTG)s profil farkliligi esasina

gore izolatlar gruplandirilda.

LAB izolatlarinin tanimlanmasi i¢in 16S rDNA geninin 1464 bg¢ bolimii iki
farkli primer ¢ifti (529F-1491R ve 27F-780R) kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi. PZR
karisgtmi 5 pl tampon, 2 ul ANTP karisimi (Fermentas), 1'er ul (529F 5’
GTGCCAGCMGCCGCGG 3’ - 1491R 5> ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3’ ve
27F 5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’ - 780R
5’TACCAGGGTATCTAATCCTGTT 3”) ileri ve geri yonlii primer, 1 ul Hi-Fi Taq
DNA polimeraz (Fermentas) ve 2 ul genomik DNA'dan olusturuldu ve toplam hacim
50 ul' ye tamamlandi. Bu sekilde hazirlanan tiiplere Techne (UK) cihazinda 95°C’de
3 dk baslangi¢ denatiirasyonunu takiben 30 dongii 95°C°de 30 sn, 57°C’de 30 sn,
72°C’ de 1 dk ve son asamada ise 72°C’ de 5 dK igeren bir program uygulandu.

PZR ile ¢ogaltilan fragmentlerin dogrulugu ve saflik kontrolii %1 agaroz
jelde (Sigma) yiirttiilerek izlendi. Dogru biiyiiklikkte ve safliktaki PZR fragmentlerin
PZR saflagtirma kiti (Fermentas) ile temizligi yapildiktan sonra, RefGen Gen
Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji A.S. (Ankara Universitesi Teknoloji Gelistirme
Bolgesi, Ankara) tarafindan DNA dizi analizi yapildi. Caligmada bakterilerden elde

edilen fragmentlerin DNA dizileri EMBL veri tabaninda taranarak nihai tanimlanda.

2.4 LAB’lerin Otolitik Ozelliklerine Cevresel Faktorlerin Etkisi

Yiksek otolitik aktiviteye sahip ve molekiiler tanimlamasi yapilan 10 adet
LAB susunun otolizi {izerine pH, tuz, inkiibasyon zamani, sicaklik ve seker ¢esitliligi

gibi cesitli ¢evresel faktorlerin farkli parametrelerinin etkisi arastirildi. Buna gore
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-70°C’ de saklanan stoklardan aktiflestirilen her bir sus MRS ve MI17G sivi
ortaminda gelistirildikten sonra 9000 g’de 15 dk santrifiij ile toplandi. Daha sonra
LAB suglarmin otolitik aktivitesi lizerine ortam pH’sinin etkisinin belirlenmesi i¢in
hasat edilen bakteri hiicreleri, pH’s1 3,5, 4,0, 5,0 ve 7,0’ye ayarlanmig potasyum
fosfat (100 mM) tamponunda; tuz konsantrasyonun etkisi i¢in %3, %5, %7 ve %10
tuz igeren potasyum fosfat (100 mM, pH 7,0) tamponunda ¢oziindiiriildii ve 30°C’de
24 sa inkiibe edilerek bakterilerin otolitik aktivitesi hesapland. Inkiibasyon siiresi ve
sicakhigin bakterilerin otolitik aktivitesi iizerine etkisinin tespiti i¢in, hasat edilen
hiicreler normal potasyum fosfat (100 mM, pH 7,0) tamponunda ¢oziindiiriilerek, 12
ve 24 sa inkiibasyon Siiresi ile 10, 20, 30 ve 40 °C inkiibasyon sicakligi parametreleri
kullanildi. Ayrica bakterilerin gelistirilmesinde kullanilan sekerlerin otolitik aktivite
tizerindeki etkisi igin, bakteriler 6nce %1 glukoz, laktoz, sakkaroz veya maltoz
sekerlerinden birini iceren modifiye MRS ve M17 ortamlarinda gelistirildikten sonra
santrifiijle ¢Oktiiriildii ve normal potasyum fosfat (100 mM, pH 7,0) tamponunda
coziindiiriilerek 30°C’de 24 sa inkiibe edildi. Deneysel parametreler ile hazirlanan
tiim tampon ortamlarinda bakteriler 0,6-0,8 (ODgyo) hiicre yogunlugunda kullanild:

ve hiicrelerin yogunlugunun degisimi plaka okuyucuda (Multiscan, Thermo) 6l¢iildii.

Son olarak peynirin iiretim ve olgunlasma kosullar1 dikkate alinarak, Tablo
2.1’ de verilen gevresel faktorlerin kombinasyonlarinin uygulanmasiyla 24 sa
inkiibasyon sonunda LAB’lerin otoliz oranlar1 belirlendi. Potasyum fosfat tamponu

(100mM) Tablo 2.1’ de verilen kosullara ayarlanarak LAB suslarina uygulandi.

Tablo 2.1: LAB’lerinin otolizinin belirlenmesi i¢in kullanilan ¢evresel faktérlerin
kombinasyonlari.

NaCl (%) pH T (°C)
5 5 10
5 4 10
3 5 10
3 4 10
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2.5 Otolitik Aktiviteye Sahip LAB’lerinin Proteolitik Aktivitesinin

Belirlenmesi

Calisma kapsaminda otoliz olan LAB’lerinin hiicre igi proteolitik aktivitesi,
otoliz sonrasi salan hiicresel enzimler tarafindan kazeinin pargalanmasmin Sodyum
Dodesil Siilfat-Poliakrilamit Jel (SDS-PAGE) iizerinde izlenmesi ile belirlendi
(Schagger ve Jagow 1987). Buna gore SDS-PAGE analizi igin Laemmli (1970)

tarafindan onerilen yontem kullanildi.

Proteolitik aktivitesi arastirilacak olan 10 adet LAB’nin oncelikle otolizi
saglandi. Bunun i¢in daha Once belirtildigi gibi bakteriler stoklardan aktiflestirildi
ardindan santrifiijlenerek hiicre biyokiitlesi elde edildi ve hiicre yogunlugu 0,6-0,8
(ODggo) araligina potasyum fosfat (100 mM, pH 7,0) tamponu ile ayarlandi. Bu
sekilde 30°C’de 24 sa inkiibe edilerek bakterilerin otoliz olmasi saglandi. Takiben
hiicre biyokiitlesi 9000 g’de 15 dk santrifiij ile ayrildi ve 0,45 p filtreden gecirildi.
Otoliz olan hiicrelerin enzimlerini i¢eren kiltlir iist sivis1 igerisine %0,1 oraninda
kazein ilavesi yapildi ve 30°C’de sirasiyla 4, 24, 48 ve 72 sa inkiibasyon uygulandi.
Her bir inkiibasyon saatinin sonunda 6rnekler alinarak SDS-PAGE jeline yiiklendi.

SDS-PAGE sisteminde, 10x8 cm ve 10x7,5 cm ebatlarindaki cam plakalar %
70’lik etanol ¢ozeltisi ile yikanip kurutulduktan sonra, Bio-Rad jel hazirlama
sistemine yerlestirildi. Bu asamadan sonra jel taragmin 1 cm altina kadar gelecek
sekilde %12’lik ayirict jel dokiildii. Uzerine yaklasik 1 mL destile su ilave edilen
ayirict jelin polimerizasyonu icin 45 dk beklendi ve ortamdaki su filtre kagidi ile
alindi. Plakanin kalan kismima yi1gma jel dokiilerek tamamland1 ve tarak yerlestirildi.
Yigma jelin polimerizasyonu i¢in 20 dk kadar beklendikten sonra sirasiyla plakalar
elektroforez tankina yerlestirildi, elektrot tamponu ilave edildi ve tarak g¢ikarildi.
Hazirlanan ornekler jel kuyucuklarina mikropipet araciligiyla 25 pl olacak sekilde
dolduruldu. Jel sistemine; yigma jeldeki go¢ igin 75 V, ayirici jelde gé¢ igin ise 100
V akim uygulandi. Yaklasik 2 saat ayirici jelde yiiriitiilen 6rnekler jelin son kismma
ulastiginda sistem durduruldu. Sistemden ¢ikarilan jel, boyama ¢ozeltisinde 45 dk
ardindan boya giderme c¢ozeltisinde 45 dk tutuldu. Beyaz 151k kaynagi {izerine
yerlestirilerek alman jel fotograflarinda proteinlerin molekiiler biiyiikliikleri, marker

proteinlerin (Thermo) bagil hareketlilik (Rf) degerleri ve molekiiler biiyiikliiklerinin
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logaritmalarindan yararlanilarak ¢izilen standart egri kullanilmak suretiyle belirlendi.

Sistemin hazirlanmasinda ve yiiriitiilmesinde kullanilan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

Ayirici Jel

Akrilamit (% 30) / bisakrilamit (% 8) (Sigma) 6 mL
4xTris-Cl/ SDS (pH 8,8) 3,75 mL
Steril distile su 5,25 mL
% 10 Amonyum persiilfat 50 pl
TEMED (N’N’N’N’-Tetra-Metilendiamin) 10 ul
Yigma Jel

Akrilamit (% 30) / bisakrilamit (% 8) (Sigma) 0,65 mL
4xTris-Cl/ SDS (pH 6,8) 1,25 mL
Steril distile su 3,05 mL
% 10 Amonyum persiilfat 25 ul
TEMED 5ul

Doékmeden 6nce her iki jele, % 10 amonyum persiilfat ve TEMED ilave edilmistir.

4xTris-Cl / SDS (pH 8.8)

Tris 91¢

Distile su 300 mL

pH 8,8 (IN HCl ile)

Distile su ile toplam hacim 500 mL’ye tamamlanmis ve 2 g SDS ilave edilip

¢Oziilmiistiir.

4xTris-Cl / SDS (pH 6.8)

Tris 6,05 g

Distile su 40 mL

pH 6,8 (LN HCl ile)

Distile su ile toplam hacim 100 mL’ye tamamlanmis ve 0,4 g SDS ilave edilip

¢Ozllmiistiir.
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Amonyum Persiilfat (% 10)
Amonyum Persiilfat 019
Distile su 1mL

Tris-Glisin Tamponu (5x)

Tris 15,049
Glisin 9%g
SDS (% 10) 50 mL

Bu karigim 700 mL distile su igerisinde ¢6zlilmiis ve toplam hacim distile su ile 21000

mL’ ye tamamlanmigtir.

Boyama Cozeltisi

Commasie Brilliant Blue 1lg

Metanol 400 mL
Glasiyel Asetik Asit 100 mL
Distile su 500 mL

Boya Giderme Cozeltisi

Metanol 400 mL
Glasiyel Asetik Asit 100 mL
Distile su 500 mL

2.6 Istatistiksel Analiz

Caligmada Minitab 14.0 paket programinda one-way ANOVA testi
kullanilarak, otolitik LAB suslarmin otolizi iizerine ¢evresel faktorlerin etkisinin
karsilastirilmas: igin istatistiki analizler yapildi. Ornekler arasindaki fark:

karsilagtrmak amaciyla Tukey’s testi uygulandi (p<0.05).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Cig Siit ve Peynir Orneklerinin LAB icerigi

Calismaya dahil edilen ¢ig siit ve peynir 6rneklerine ait M17G ve MRS agar
ortaminda gelisen LAB sayilar1 sirasiyla Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’de verilmistir. Bu
sonuglara gore; ¢ig siit 0rneklerinden M17G ortaminda 30°C’de gelisen LAB sayilar1
<1 ile 8,33 log kob/mL arasinda bulundu. Ayn1 ortamda 43°C’de gelisen LAB sayis1
ise <1 ile 5,99 log kob/mL arasinda belirlendi. Diger taraftan, ¢ig siit drneklerinden
MRS ortaminda 30°C’de gelisen LAB sayis1 <1 ile 7,47 log kob/mL arasinda,
43°C’de ise <1 ile 7,30 log kob/mL olarak saptandi. Cig siit orneklerinde M17G ve
MRS ortamlarinin ikisinde de 30°C’de gelisen LAB sayisi sirasiyla ortalama 6,45 ve
5,72 log kob/mL, 43°C’de ise 3,91 ve 3,78 log kob/mL olarak belirlendi. ilaveten her
iki besiyerinde gelisen LAB sayilar1 kiyaslandiginda, 30°C’de M17G ortaminda daha
fazla LAB sayis1 tespit edildi. Bu sonuglara gore ¢ig siit 6rneklerinde mezofil
karakterli LAB’lerin daha fazla bulundugu ve 6zellikle laktokoklarin laktobasillere

nazaran daha fazla oldugu anlasilmistir.

Peynir 6rneklerinin sayim sonuglarinda ise M17G ortaminda 30°C’de gelisen
LAB sayis1 3,00 ile 10,44 log kob/g arasinda bulunurken, ayni ortamda 43°C’de
gelisen LAB sayis1 3,00 ile 8,17 log kob/g arasinda belirlenmistir. Diger taraftan,
peynir drneklerinde MRS besiyerinde 30°C’de gelisen LAB sayilar1 3,00 ile 7,43 log
kob/g arasinda, 43°C’de ise 3,00 ile 8,44 log kob/g olarak saptanmustir. Peynir
orneklerinden M17G ortaminda 30°C’de gelisen LAB sayis1 ortalama 7,48 log kob/g
olarak tespit edilirken, 43°C’de 4,94 log kob/g olarak sayildi. MRS ortaminda her iki
inkiibasyon sicakliginda 6nemli bir fark bulunmadi. Yine ¢ig siitte oldugu gibi peynir
orneklerinde M17G ortaminda gelisen laktokoklarin sayismin yiiksek oldugu
bulundu. Caligmada LAB sayist Celik ve dig. (1998) tarafindan bildirilen 1,0x10%
5,6x10° kob/g degerinden daha yiiksektir.
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Tablo 3.1: Cig siit 6rneklerinin mezofil ve termofil LAB sayim sonuglar1 (log
kob/mL).

M17 MRS
Ornek Izolat Kaynag 30°C 43°C 30°C 43°C
1 Siit 8,16 <3,00 7,29 <3,00
2 Siit 6,83 <3,00 5,77 <3,00
3 Siit 7,69 5,38 5,60 5,20
4 Siit <1,00 2,70 <1,00 2,00
5 Siit <3,00 <3,00 <1,00 <1,00
6 Siit <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
7 Siit <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
8 Siit >7,00 4,00 2,84 2,77
9 Siit >6,00 4,00 3,50 2,47
10 Siit 5,64 4,72 5,30 3,78
11 Siit 6,60 <3,00 5,78 4,63
12 Siit 5,90 3,60 4,00 3,04
13 Siit 7,41 4,64 7,05 4,07
14 Siit 7,88 4,34 4,85 4,04
15 Siit 7,88 3,00 6,88 3,00
16 Siit 7,88 5,13 7,11 4,62
17 Siit 8,01 <3,00 7,13 <3,00
18 Siit <3,00 <3,00 7,17 <3,00
19 Siit 8,11 <3,00 7,39 <3,00
20 Siit 7,74 <3,00 7,17 5,43
21 Siit 7,67 <3,00 6,86 <3,00
22 Siit 8,28 <3,00 6,32 <3,00
23 Siit 8,33 <3,00 7,07 <3,00
24 Siit 8,29 4,81 4,64 3,95
25 Siit 6,00 5,41 7,09 5,04
26 Siit 6,00 3,00 7,04 <3,00
27 Siit 6,00 5,39 6,90 5,30
28 Siit 6,00 5,35 6,92 5,00
29 Siit 6,00 521 7,23 7,30
30 Siit 7,84 5,30 7,30 5,32
31 Siit 8,07 5,39 6,69 5,00
32 Siit 7,85 591 7,04 543
33 Siit 7,30 5,99 7,38 574
34 Siit 8,20 4,77 7,47 5,47
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Tablo 3.2: Peynir 6rneklerinin mezofil ve termofil LAB sayim sonuglar1 (log kob/g).

M17 MRS
Ornek  Tzolat Kaynag 30°C 43°C 30°C 43°C
1 Beyaz Peynir 7,00 6,39 6,92 6,32
2 Beyaz Peynir 8,47 <3,00 <3,00 <3,00
3 Beyaz Peynir 8,34 <3,00 <3,00 7,23
4 Kasar Peyniri 9,85 <3,00 <3,00 <3,00
5 Kasar Peyniri 6,47 6,47 5,47 5,60
6 Kasar Peyniri 7,47 7,00 7,30 6,00
7 Koy Peyniri 7,32 6,77 5,47 5,20
8 Koy Peyniri 8,71 <3,00 5,60 5,04
9 Koy Peyniri 7,30 <3,00 7,43 <3,00
10 Koy Peyniri 5,25 5,04 4,47 4,60
11 Tulum Peyniri 3,00 3,00 6,95 6,69
12 Tulum Peyniri 9,62 7,20 6,90 7,04
13 Tulum Peyniri 8,84 8,06 6,90 6,00
14 Ezine Peyniri <3,00 <3,00 6,17 2,47
15 Ezine Peyniri 8,69 8,17 8,00 6,60
16 Ezine Peyniri 10,44 <3,00 5,69 8,44

3.2 LAB izolatlarinin Otoliz Oranlar

Calismada ¢ig siitten 515 adet ve peynirden 424 adet izolat toplandi. Soz
konusu toplam 939 izolatin 24 sa inkiibasyon siiresince otoliz oranlar1 Tablo 3.3,
Tablo 3.4, Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da gosterilmistir.

30°C’de gelisen Ve ¢ig siitten izole edilen LAB izolatlarin 6, 12, 18 ve 24.
saatlerdeki en yiiksek otoliz oranlar1 swrasiyla %53, %57, %59 ve %65 olarak
hesaplandi. 6, 12 ve 18. saatlerde 19M04 izolati, 24. saatte ise 12M15 izolatinin en
yiiksek oranda otoliz oldugu tespit edildi. Mezofil 6zellikte tiim ¢ig siit izolatlarin
otoliz egilimleri inkiibasyonun 12. saatinden itibaren artt1 ve 18. saatten sonra en
yiiksek otoliz oranina ulasti. Tiim bu suslarin % 1,4’tiniin (1M11, 12M15, 19M04,
24MO05) 24. saate otoliz yiizdeleri %50’den fazla, %12,3’liniin ise %30 ila %50
araliginda oldugu belirlendi (Tablo 3.3).

43°C’de gelisen ve ¢ig siitten izole edilen LAB izolatlarin 6, 12, 18 ve 24.
saatlerdeki en yiiksek otoliz oranlari sirasiyla %29, %37, %48 ve %49 olarak
hesaplandi. 6. saatte 11T05, 12. ve 18. saatte 3T11 ve 24. saatte 17T17 izolatlarinin
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en yiiksek oranda otoliz oldugu tespit edildi. Termofil 6zellikte tiim ¢ig siit izolatlarin
otoliz egilimlerinin inkiibasyonun 6. saatinden sonra artmaya basladigi, 12. saatten
sonra ise en yiiksek otoliz oranlara ulasti. Buna gore degerlendirildiginde termofil
izolatlarinin, mezofil izolatlarina kiyasla inkiibasyonun daha erken saatinde otoliz
oldugu belirlendi. Tiim bu suslarin %2,6’smin (3T17, 5T08, 8T05, 11T13, 12T08,
17T17) 24. saatte otoliz yiizdeleri, %40’dan fazla, %27,7’sinin ise %20 ila %40
araliginda oldugu belirlendi (Tablo 3.4).

30°C’de gelisen ve peynirlerden izole edilen LAB izolatlarinin 6, 12,18 ve
24. saatlerdeki en yliksek otoliz oranlar1 swrasiyla %54, %60, %59 ve %60°tir. En
yiksek otoliz ise 44MO3 izolatmna aittir. Mezofil 6zellikteki tiim peynir izolatlarin
otoliz egilimleri inkiibasyonun 6. saatinde artmaya baslad1 ve 18. saatten sonra en
yiiksek oranlarina ulasti. Tim bu suslarm %5,37°sinin (36M14, 42M07, 42M11,
42M13, 42M15, 42M19, 44M03, 47TM01, 47M07, 47M09, 49M03, 50M08, 50M09)
24. saate gore otoliz yiizdeleri %30’dan fazla, %11,15’inin ise %20 ila %30
araliginda oldugu belirlendi (Tablo 3.5).

43°C’de gelisen ve peynirden toplanan LAB izolatlarinin 6, 12, 18 ve 24.
saatlerdeki en yiiksek otoliz oranlari sirasiyla %22, %36, %37 ve %40 olarak
hesaplandi. 6. saatte 37T09, 12. ve 18. saatlerde 50T09 ve 24. saatte 46T20
izolatlarinin en yiiksek oranda otoliz oldugu tespit edildi. Termofil 6zellikte peynir
izolatlarm otoliz egilimleri inkiibasyonun 12. saattinden sonra artmaya basladigi, 18.
saatten sonra en yiiksek oranlara ulastigi goriildii. Buna gore termofil izolatlarinin
otolizinin mezofillere kiyasla inkiibasyonun ilerleyen saatlerinde basladigi gézlendi.
Tiim suslarin %3,84’tiniin (45T20, 46T02, 46T04, 46T06, 46T20, 50T07, 50T09) 24.
saate gore otoliz yiizdeleri %30°dan fazla, %14,83 iiniin ise %20 ila %30 araliginda
oldugu belirlendi (Tablo 3.6).

Caliyma kapsaminda toplanan tiim izolatlarin otoliz oranlar1 mevcut
literatiirlerle kiyaslandiginda genel olarak uyumludur (Higgins ve dig. 1973,
Terzaghi ve Sandine 1975, Lortal ve dig. 1991, Ostlie ve dig. 1995, Dako ve dig.
1995, Boutrou ve dig. 1998, Nunez ve dig. 2011, Cibik ve Chapot-Chartier 2004).
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Tablo 3.3: Cig siitten izole edilen mezofil LAB izolatlarin 24 saatlik inkiibasyon
stirecinde % otoliz degerleri

%0 |
INKUBASYON INKUBASYON

TOMT | 6sa | 125a | 185a | 2450 | AT 652 | 1252 | 1852 | 245a
1MO1 325 | 7,73 | 1096 | 5725 3M16 0,67 349 | 534 | 763
1M02 14,47 | 1495 3M17 0,00 228 | 474 | 562
1M03 3M18 6,39 850 | 13,96 H
1MO05 12,00 | 4,75 3M19 5,12 11,00 | 1599 | 17,96
1MO06 000 | 000 | 172 | 477 3M20 0,00 000 | 000 | 303
1MO7 13,18 5M02 | 1149 | 1388 | 17,03
1MO08 000 | 000 | 761 | 781 5M04 5,17 731 | 1062 | 12,68
1M09 17,08 5M06 0,00 000 | 000 | 0,00
1M10 207 | 843 | 243 | 642 5M08 2,78 10,69 | 16,49
1M11 5M10 | 1056 | 1501
1M12 538 | 000 | 000 | 0,80 5M12 0,49 476 | 1055 | 15,15
1M13 0,00 | 000 | 0,00 5M14 | 1438 | 1425 | 17,21
1M14 11,90 | 971 | 1642 5M16
1M15 1457 | 16,48 | 17,70 5M18 6,30 12,89 | 1511 | 9,83
1M16 1364 | 1391 | 1580 | 1620 | 5M20 | 1091 | 1469 | 17,91
1IM17 000 | 000 | 000 | 0,00 8M05 0,59 158 | 823 | 1224
1M18 1545 | 13,34 | 11,87 | 1248 8MO07 0,00 000 | 000 | 0,00
1M19 11,50 | 14,05 | 14,99 | 14,16 8M09 5,69
1M20 000 | 000 | 223 | 990 8M11 2,75
2M01 098 | 421 8M13 | 11,17
2M04 17,33 8M15 0,00 160 | 267 | 304
2M06 0,00 8M17 0,97 0,85 033 | 0,00
2M07 000 | 611 9MO05 5,23 975 | 11,18 | 1253
2M08 6,67 | 16,08 9M07 5,57 1246 | 13,39 | 1422
2M10 1,65 | 0,00 3,74 9M09 3,09 8,57 810 | 874
2M12 471 | 1539 9M11 2,13 1054 | 1364 | 1479
2M14 000 | 468 | 883 | 1175 9M13 0,00 790 | 918 | 10,34
2M16 000 | 000 | 000 | 000 9M15 0,00 824 | 652 | 741
2M18 000 | 126 | 464 | 811 oM17 1,98
2M20 0,00 | 0,00 5,35 oM19 | 1248
3M01 0,00 10M01 6,81
3M03 0,00 10M02
3M04 15,01
3M05 | 9,26 | 1697 | 0,00 |
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Tablo 3.3: (Devam)

INKUBASYON INKUBASYON
IZK%LD‘I‘JT 6sa | 125a | 18sa | 24sa | LAl 6sa | 1252 | 1852 | 245a
10M19 | o000 | 13,19 14M01
10M20 | 317 | 944 | 1622 14M02 | 4,18 712 | 765 | 1031
11M01 | 10,66 | 17,00 14M03 | 0,00 456 | 813 | 9,90
11M02 | 12,57 14M04 | 3,99 504 | 659 | 32
11M04 | 476 | 12,37 | 16,89 14M05 | 0,00 000 | 470 | 395
11M05 | 7,66 | 16,64 14M06 | 7,47 11,70 | 1333 | 17,97
11M06 | 080 | 6,17 | 14,37 14M08 | 0,00 000 | 000 | 0,00
11M07 | 000 | 000 | 48 | 678 | 14M09 | 0,00 243 | 569 | 7,70
11M09 | o000 | 460 | 768 | 952 | 14M10 | 9,89 1068 | 1031 | 1231
11M10 | o062 | 644 | 1004 | 1530 | 14M11 | 0,00 616 | 981 | 11,77
11M11 0,00 | 0,00 14M12 | 0,00 000 | 000 | 0,00
14M13 | 2,31 691 | 481 | 29
11M13 3,54 14M15 1,55 000 | 1355 | 1083
11M14 | 111 14M17 | 0,00 000 | 000 | 0,00
11M15 0,00 14M18 7,27 6,87 632 | 472
11M16 | 10,70 14M19 | 472 292 | 337 | 232
481 | 1066 | 1523 14M20 [ 0,00 000 | 000 | 0,00
0,00 000 | 000 | 15M01 0,99 0,00

12M06 0,00 15M08 0,00 0,00 0,00 3,40
12M07 12,81 15M09 3,70 12,57 0,29 11,67
12M08 13,50 | 11,74 | 11,59 9,40 15M10 0,99 10,54 0,00 0,00
12M09 0,00 0,00 0,00 0,00 15M12 10,83

12M11 5,60 4,87 6,36 4,53 15M14 10,21

12M13 6,84 13,59 15M15 5,35

12M15 9,23 15M16 4,35

12M17 0,75 9,26 11,27 13,93 15M17 8,44

12M18 17,33 | 11,93 | 11,12 11,85 15M18 0,00

12M20 0,00 0,00 0,00 4,12 15M20 0,00 0,00 0,00 0,00
13M02 1,97 4,09 0,00 6,83 16M02 14,44 1514 | 15,79
13M06 511 16M04 12,41 5,90 2,61
13M10 14,59 16M06 0,00 0,00 6,08 12,59
13M12 5,81 16M08 7,32 10,84 8,48 11,64
13M13 2,15 16M10 1,84 9,05

13M14 0,00 16M11 3,95 10,11 7,39 7,23
13M15 0,00 16M12 13,61 17,72 16,00 | 17,92
13M16 7,31 16M14 0,00 4,62 10,34 | 11,94
13M16 9,64 16M16 8,10 12,14 14,72 | 16,58
13M18 13,57 16M18 6,74 8,23 2,24 13,60
13M19 5,51 16M20 5,63 11,25 11,23 | 12,98
13M20 8,04 17M04 0,00 0,00 9,75
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Tablo 3.3 (Devam)

INKUBASYON INKUBASYON

Iﬁ%ﬁf 6sa| 12sa | 18sa | 24sa Iﬁ%’BﬁT 6sa | 12sa | 18sa | 24sa

17M06 | 0,00 | 000 | 000 | 699 | 21M20 | 000 | 652 | 921 | 964

17M08 0,47 4,65 12,94 22M01 11,17

17M10 | 1159 | 13,03 | 16,69 22M02 | 000 | 836

17M12 | 842 | 13,08 22M03

17M16 | 0,62 | 241 22M04 | 000 | 1258 16,32

17M18 22M05 | 652 | 1083 | 939 | 7.97

17M20 22M06 | 000 | 298 | 1005 | 16,29

18M01 0,00 0,00 0,00 0,00 22M0Q7 2,71 7,63 10,64 11,34

18M05 0,00 0,00 0,00 0,00 22M08 1,98 10,69 13,86 14,08

18M07 24M07 | 1415

22M10 2,11 14,29
22M11 6,62 14,55 1512 | 13,93

22M14 | 4,23 268 | 000 | 0,00
22M15 | 0,04 363 | 500 | 308
22M16 | 0,00 0,00 | 000 | 0,00
19M12 | 157 | 280 713 | 959 | 22M17 | 158 12,34 | 1576
19M14 | 0,00 | 0,00 0,00 22M18 | 517 11,82 | 1461 | 1482
19M16 | 10,99 9,46 15,49 22M19 12,84
19mM18 | 782 | 393 509 | 650 | 22M20 | 4,02 79 | 11,28 | 1296
23M02 | 4,28 670 | 441 | 527
23M04 | 1,09 49 | 691 | 856
23MO06 0,00 1,78 588 | 10,20
20M04 | 1,65 23M08 | 3,68 7,09 | 1317
21M01 | 0,00 23M10 | 1221 | 1415 | 1511 | 16,02
21M02 | 1,68 23M12 | 9,97 271 | 366 | 314
21M04 | 0,00 23M14 | 0,00 000 | 612 | 1447
21M05 | 14,79 23M16 | 345 846 | 12,96 | 1504
21M06 | 0,00 | 0,00 000 | 000 | 23M18 | 0,00 574 | 1595
21M07 [ 0,77 | 998 1254 | 1392 | 23M20 | 0,00 000 | 000 | 000
21M08 | 0,00 | 0,00 000 | 000 | 24M01 | 0,00 551 | 836 | 894
21M09 | 10,36 | 10,93 811 | 311 | 24M02
21M10 | 1259 | 16,01 24M03 | 0,25 702 | 978 | 10,39
21M11 [ 000 | 1277 | 1563 24M04 | 0,00 104 | 1596
21M12 | 0,00 | 0,00 143 | 499 | 24m05
21M13 [ 0,00 | 421 307 | 151 | 24M06 | 2,90 11,06
21M14 | 0,00 | 5,09 22M09 | 0,52 530 | 12,89 | 13,97
21M15 | 654 | 1442 24M08 | 3,97 8,48
21M16 | 263 | 11,73 24M09 | 0,23 9,09 | 1231 | 1566
21M17 [ 0,00 | 0,00 005 | 261 | 24M10 | 0,00 11,17 | 15,00
21M18 | 0,00 | 0,00 690 | 1409 | 24aM11 | 3,09 854 | 12,60 | 16,11
21M19 [ 0,00 | 885 1031 | 128 | 24M12

30




Tablo 3.3 (Devam)

INKUBASYON INKUBASYON
Iﬁ%’a‘g 6sa | 12sa | 18sa | 24sa Iﬁ%‘BﬁT 6sa | 12sa | 18sa | 24sa
24M13 | 0,00 | 000 545 | 30M11 | 877 | 1004 | 1078 | 7.66
2uM14 | 7.8 30M13 | 558 | 11,16 | 13,20 | 13.23
24M15 | 12,63 3IMOL | 025 | 579 | 612 | 573
24M16 | 0,00 31M03 | 228 | 778 | 938 | 821
24M17 8,93 31M05 0,00 6,12 8,18 6,95
24M18 0,00 31MO07 1,30 7,36 8,70 6,87
24M19 7,09 31M09 0,00 0,00 3,88 5,79
24M20 0,00 31M11 0,00 4,65 9,50 9,45
30M01 12,69 31M13 0,00 2,75 4,54 3,92
30M03 4,09 10,65 | 14,39 | 15,75 31M15 14,18
30M05 8,16 8,68 9,79 10,74 31M17 7,93
30MO07 0,00 0,00 3,18 3,20 31M19 0,00 1,42 2,93 3,63
30M09 0,00 8,41 10,66 | 11,64
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Tablo 3.4: Cig siitten izole edilen termofil LAB izolatlarmn 24 saatlik inkiibasyon

boyunca % otoliz degerleri

wo
INKUBASYON INKUBASYON
IZOLAT IZOLAT
KODU 6sa | 12sa | 18sa | 24sa KODU 6sa | 12sa | 18sa | 24sa
2702 000 | 698 | 804 | 10,68 5T20 000 | 000 | 000 | 000
2704 000 | 111 | 339 | 647 8T03
3701 8,01 8T04 167 | 351 | 412 | 439
3702 000 | 000 | 39 | 550 8T05
3703 11,29 8T06 000 | 000 | 058 | 205
3704 7,64 8T08 000 | 000 | 000 | 0,00
3705 358 | 12,79 8T09 000 | 08 | 1,09 | 659
3T06 9,04 8T10 000 | 000 | 058 | 205
3707 6,07 8T12 000 | 060 | 146 | 215
3708 697 | 361 | 000 | 031 8T14 000 | 511 | 732 | 863
3709 357 | 12,18 8T16 000 | 000 | 000 | 000
3T10 041 | 655 | 7,65 | 9,48 8T17
3T11 0,00 8T18 10,30 | 9,70
3T12 1,73 | 310 | 863 | 12,11 8T19 4,10
3T13 0,00 | 12,26 8T20 000 | 1,56 | 295 | 337
3T14 000 | 000 | 000 | 043 9T02 6,05 | 11,85
3T15 211 | 9,27 9704 000 | 000 | 000 | 0,00
3T16 10,76 9T06 057 | 145 | 236 | 2,73
3T17 9T07 393 | 9,09 | 1079 | 11,80
3720 000 | 677 | 11,50 | 9,13 9T08 000 | 000 | 000 | 0,00
4702 12,31 9T09 043 | 1,00 | 1,10 | 2,34
4T04 000 | 000 | 000 | 0,00 9T10 000 | 000 | 000 | 0,00
4T06 000 | 000 | 000 | 0,00 9T11 000 | 000 | 000 | 0,00
4T08 000 | 000 | 000 | 0,00 9T13 074 | 674 | 1035 | 11,46
4T10 0,00 9T14 000 | 000 | 000 | 0,00
4T12 9T15 000 | 000 | 776 | 572
4T14 000 | 000 | 000 | 0,00 9T16 000 | 000 | 000 | 0,00
4T16 000 | 000 | 000 | 502 9T17 000 | 442 | 811 | 810
4T18 12,44 9T19 5,69
4720 10T02 0,46
5702 000 | 311 | 801 | 1028 10T04 1,23
5704 000 | 000 | 000 | 0,00 10T05 0,00
5T06 000 | 427 | 531 | 586 10T06 0,00
5T08 10T07 0,00
5T10 559 | 9,03 | 11,49 | 12,84 10T08 9,76
5T12 229 | 367 | 059 | 034 10T09 0,00
5T14 153 | 215 | 534 10T11 1,95 |
5T16 195 | 699 | 483 | 543 10T12 3,77 |
5T18 000 | 68 | 10,90 10T13 0,00 | 000 | 000 | 000 |
10T14 8,81 |
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Tablo 3.4 (Devam)

INKUBASYON INKUBASYON
IZOLAT iZOLAT
KODU 6sa | 12sa | 18sa | 24sa KODU 6sa | 12sa | 18sa | 24 sa
10T15 361 | 10,16 | 10,43 13T14 0,00 | 11,72
10T16 959 | 11,53 13T16 11,69
10T17 13T18 10,10
13T20 6,23 11,95 | 11,89
14T02 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
14T04 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
14T05 556 | 7,68 | 656 | 576
14T06 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
14T07 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
14708 281 | 372 | 1,22 | 117
14T09 6,29 | 11,58 | 11,04 | 10,04
14T10 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
14T11 0,00 | 385 | 0,00 | 0,00
14T12 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
14T13 0,00 | 4,03
14T14 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
14T18 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
0,00 14720 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
7,13 15701 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
11,14 15T03 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
15T05 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
15T07 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
15T09 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
15T11 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
15T13 368 | 306 | 280 | 3,62
15T15 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
15T17 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
15T19 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
11,08 17701 6,02 | 344 | 399 | 6,02
12T16 0,00 1,21 17T13 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
12T18 000 | 051 | 019 | 1,70 17T15 6,68 | 913 | 11,83
12T20 17T17
13T02 9,93 17T19 2,18
13T04 8,56 18T13 0,77 | 1,00 | 2,99 | 5,20
13T06 0,00 18T15 057 | 052 | 2,40 | 4,59
13T08 652 | 932 | 969 | 10,01 18T17 0,86 | 365 | 520 | 6,49
13T10 18T19 7,62 | 10,33 | 11,76 | 11,25
13T12 0,00 21701 1,97 | 0,00 | 0,00 | 0,00
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Tablo 3.4 (Devam)

INKUBASYON INKUBASYON
iZOLAT iZOLAT
KODU 6sa | 12sa | 18sa | 24sa KODU 6sa | 12sa | 18sa | 24 sa
21T03 3,68 2,03 30T17 7,46
30T18 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00
30T19 2,80 | 10,21 | 10,19 | 11,55
31T01 523 | 229 | 004 | 0,00
31T03 0,00 | 403 | 488 | 528
31T05 0,00 | 358
31T09

000 | 000 | 000 | 000 | 31711 [ 9,03 |

21T11
21T13

22T19 4,98 9,62 7,68 0,00 32T10 0,32 0,00 0,00 0,00
27T07 9,95 7,30 5,86 4,39 32T11 0,00 6,86 9,39 8,88
32T13 0,00 2,27 6,23 8,85
32T14 0,00 0,00 0,00 0,95
32T15 7,92
32T16 0,00 0,00 0,00 0,48
32T17 4,49 9,93 10,03 | 9,62
32T18 0,00 0,00 0,00 0,00
32T19 3,43 7,50 6,70 8,23
32720 0,00 0,00 0,00 0,00
33T01 0,68 2,24 3,02 0,00
33T02 8,94
33T03 0,64 3,64 5,82 6,55
33T04 1,22 1,66 3,63 6,52
33T05 0,35 3,71 6,14 6,06
33T06 3,43 0,14 0,85 3,36
33T10

| 342 | 269 | 564 |

30T11 3,75 34T01
30T12 6,29 34T03
30T14 3,33 0,00 0,00 0,00 34T05
30T15 0,00 0,00 1,20 4,33 34107
30T16 4,96 5,89 5,50 6,13 34T09
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Tablo 3.5: Peynirden izole edilen mezofil LAB izolatlarin 24 saatlik inkiibasyon
boyunca % otoliz degerleri

o

INKUBASYON INKUBASYON
IZOLAT IZOLAT
KODU 6sa | 12sa | 18sa | 24 sa KODU 6sa | 12sa | 18sa | 24sa
35M01 066 | 535 38M10 0,00 | 000 | 476 | 513
35M03 0,00 | 000 | 000 | 1,94 38M12 204 | 111 | 333 | 401
35M05 000 | 625 | 818 | 936 38M14 0,00 | 0,00 | 0,00
35M07 7,05 38M16
35M09 38M18
38M20
39M01 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
39M02 000 | 1,35 | 2,69 | 2388
39M03 0,00 | 0,00 | 0,00
39M04 091 | 4,70 | 859
39M05 446 | 000 | 000 | 552
39MO06 000 | 049 | 340 | 417
39M07
39M08 0,00 | 022 | 230 | 375
39M09 368 | 687 | 9,09 | 12,12
39M10 0,00 | 0,00 | 2,68 | 4,09
39M12 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
39M14 0,00 | 3,66 | 3,67 | 668
39M16 0,00 | 000 | 1,99 | 713
39M18 0,00 | 0,00 | 023 | 0,06
39M20 0,00 | 0,00 | 000 | 1,60
40M01 246 | 8,63 | 11,60 | 15,22
40M02 5,76
40M03 033 | 293 | 212 | 380
40M04 0,00 | 0,00 | 000 | 1,50
40M05 000 | 219 | 621 | 10,20
40M06 0,00 | 000 | 348 | 912
40M07 0,00 | 0,00 | 000 | 1,82
40M08 0,00 | 3,69 | 317 | 375
40M09 000 | 501 | 13,04
40M10 341 | 585 | 0,00 | 0,00
40M11 0,00 | 051 | 064 | 216
40M12 0,00 | 0,00 | 000 | 0,05
37M20 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 40M13 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
38MO02 3,77 | 456 | 441 | 414 40M14  [17.38 | 6,68 | 652 | 9.40
38M04 465 | 571 | 750 | 884 40M15 591 | 10,38 | 559 | 894
38M06 166 | 609 | 862 | 945 40M16 963 | 7,06 | 12,50
38M08 1,36 | 4,09 | 6,06 | 564
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Tablo 3.5 (Devam)

36

INKUBASYON INKUBASYON
IZOLAT IZOLAT
KODU 6sa | 12sa | 18sa | 24 sa KODU 6sa | 12sa | 18sa | 24 sa
40M17 000 | 000 | 018 | 073 43M07 0,00 | 000 | 951 | 11,21
40M18 272 | 817 | 469 | 627 43M08 0,00 | 11,15 | 16,73
40M19 057 | 994 | 1533 | 18,17 43M09 0,00 | 000 | 377 | 485
40M20 11,72 | 14,63 | 1528 43M10 240 | 494 | 603 | 811
41M01 7,85 | 15,70 43M11 217 | 39 | 416 | 499
41M02 000 | 000 | 461 | 879 43M13 0,00 | 000 | 000 | 000
41M03 591 | 13,61 | 15,10 43M15 0,00 | 000 | 000 | 000
41M04 000 | 7,76 | 13,95 43M17 0,00 | 000 | 000 | 000
41M05 542 | 10553 | 13,07 | 14,68 43M19 0,00 | 000 | 0,00
41M07 8,03 | 16,02 | 17,31 44M01 16,9 |
41M09 2,88 | 11,89 | 17,04 44M02
41M11 11,73 | 18,17
41M13 751 | 1444 | 17,95
41M15 000 | 017 | 214 | 357 44M05 0,00 | 000 | 000 | 006
41M17 416 | 10,88 | 12,77 | 13,80 44M06 0,00 | 000 | 025 | 084
41M19 9,74 | 18,05 | 18,84 | 18,36 44M07 0,00 | 000 | 000 | 000
42M01 11,81 | 18,04 44M08 394 | 000 | 000 | 000
42M02 464 | 13,79 | 16,87 | 18,56 44M09 0,00 | 000 | 041 | 096
42M03 0,00 | 000 | 000 | 0,00 44M10 0,00 | 348 | 1049 | 12,67
42M04 0,00 | 000 | 000 | 0,00 44M12 0,00 | 000 | 000 | 0,00
42M05 0,00 | 000 | 000 | 0,00 44M14 929 | 000 | 000 | 0,00
42M06 011 | 268 | 58 | 719 44M16 1526 | 17,13 | 15,53 | 13,00
| 42mo07  [E00INNGGI00N NeodI e 44M18 3,70 | 585 | 7,88 | 815
42M08 0,00 | 000 | 000 | 0,00 44M20 0,00 | 000 | 000 | 000
42M09 0,00 | 000 | 000 | 0,00 45M01 1,73 | 664 | 949 | 11,20
42M10 0,00 | 000 | 000 | 0,00 45M02 241 | 658 | 10,88 | 14,98
45M03 0,00 | 000 | 000 | 000
45M04 881 | 11,81 | 16,40 | 18,90
45M05 0,00 | 000 | 000 | 0,00
45M06 000 | 000 | 000 | 1,11
45M07 2,20 | 000 | 000 | 0,00
42M16 0,00 | 000 | 000 | 091 45M08 0,00 | 000 | 000 | 054
42M17 0,00 | 000 | 000 | 0,00 45M09 562 | 11,09 | 1544
42M18 45M10 000 | 331 | 7,90 | 11,25
42M19 45M11 0,00 | 000 | 000 | 0,00
42M20 1594 | 18,95 45M12 0,00 | 000 | 000 | 065
43M01 000 | 043 | 1,34 | 2,08 45M13 094 | 302 | 59 | 7,29
43M02 758 | 439 | 532 | 580 45M14 324 | 000 | 282 | 973
43M03 000 | 000 | 083 | 079 45M15 6,65 | 1241 | 15,27
43M04 523 | 434 | 389 | 554 45M16 12,72 | 14,34
43M05 0,00 | 000 | 000 | 0,00 45M17 0,00 | 000 | 000 | 0,00
43M06 0,00 | 000 | 13,05 | 1745 45M18 7,83 | 16,26




Tablo 3.5 (Devam)

INKUBASYON INKUBASYON
iZOLAT IZOLAT
KODU 6sa | 12sa | 18sa | 24 sa KODU 6sa | 12sa| 18sa | 24sa
45M19 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 48M01
45M20 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 48M03
46M01 0,00 | 0,00 | 000 | 0,01 48MO04 6,70 | 7,94 6,08 4,16
46M02 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 48M05
46MO03 0,00 | 0,00 | 000 | 1,09 48M07
46M04 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 48M08
46M05 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 48M09
46M06 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 48M10
46M07 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 48M11
46M08 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 48M13
46M09 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 48M15
46M10 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 48M17
46M11 809 | 1,9 | 3,14 | 1491 48M19
46M12 538 | 12,42 | 0,80 | 0,00 49M01
46M13 0,00 | 0,00 49M02
46M15 0,00 | 000 | 000 | 1,93 49M04 0,00 | 0,00 1,95 3,39
46M16 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 49M05 0,00 | 0,00 0,00 0,00
46M17 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 49MO06
46M18 0,00 | 200 | 2,82 | 391 49M07
46M19 0,00 | 000 | 000 | 3,61 49M08 0,00 | 0,00 0,00 0,00
46M20 0,00 | 000 | 005 | 1,51 49M09 6,38 | 14,81 1,06 0,00
47M01 14,25 49M10 2,68 | 518 4,75 2,94
47M02 0,00 | 0,00 | 000 | 0,14 49M12 0,00 | 0,00 0,00 8,37
47M03 13,55 49M 14 13,95 | 11,83 | 9,67 9,72
47M04 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 49M16 0,00 | 3,98 7,56 8,30
47M05 14,51 49M18 0,00 | 0,00 2,95 8,45
47M06 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 49M20 0,00 | 0,00 0,00 0,00
47MO7 15,11 50MO01
47M08 2,87 | 514 | 860 | 9,26 50MO02 0,00 | 7,78 10,17 | 13,45
47M09 12,63 50MO03 1,39 | 553 3,20 7,84
47M10 1,63 | 637 | 713 | 7,59 50M04 3,66 | 0,00 0,00 0,00
47TM11 6,39 | 16,01 50MO05 0,00 | 0,00 0,00 0,00
47TM12 0,00
47M13 0,00
47TM14 0,00
47M15 15,16
47TM16 | 0,0
47TM17 14,43
47M18 | 000 | 069 | 347 | 378
47M19 13,90
47M20 0,00
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Tablo 3.6: Peynirden izole edilen termofil LAB izolatlarin 24 saatlik inkiibasyon
boyunca % otoliz degerleri

0 el
INKUBASYON INKUBASYON
iZOLAT IZOLAT
KODU KODU 6sa | 12sa | 18sa | 24 sa
41T06 0,00 | 0,00 | 0,00
41707 0,00 | 0,00 | 0,00
35T05 2,04 41708 0,00 | 3,89 | 0,00
35T07 7,06 41709 0,00 | 0,00 | 0,00
41T10 9,85 | 0,00
899 | 6,11
0,00 | 3,22
045 | 6,75
0,69 | 3,80
1,87 | 586
0,00 | 1,98

9,54

0,00

39T16 0,00 1,17 0,10 42T11 0,00 0,00 0,00 0,00
42T13 0,00 0,00 0,00 0,00
42T15 3,34 2,56 0,00 0,00
42T17 0,00 0,00 0,00 0,00
42T19 0,00 0,52 0,63 0,86
44701 0,00 0,00 0,00 0,00
44T02 0,00 0,00 0,00 0,00
44T03 0,00 0,00 0,00 0,00
44T04 0,00 0,00 0,00 0,22
44T05 0,00 0,00 0,00 0,00
44T06 0,00 0,00 0,00 0,00
40T05 0,00 0,00 0,00 0,00 44T0Q7 0,00 0,00 0,00 0,00
40T06 0,00 0,00 0,00 0,00 44T08 9,13 6,65 4,04 2,74
40TQ7 0,00 0,00 0,00 0,36 44T09 0,00 0,00 0,00 0,00
40T10 0,00 44T10 281 | 961 | 1642 | 20,81 |
40T11 8,48 44T11 0,26 0,50 0,00 0,00
40T12 1,43 6,07 3,95 3,26 44T13 0,81 3,40 4,46 4,86
40T14 0,00 0,00 0,00 0,00 44T12 0,00 0,00 0,00 3,98
40T15 0,00 0,00 0,00 0,00 44T14 0,54 0,78 1,83 4,25
40T16 0,00 0,61 1,47 2,06 44T15 0,00 0,00 0,00 0,00
40T17 0,00 0,00 0,00 0,00 44T16 0,00 8,86
40T18 0,00 0,00 0,00 0,00 44T17 0,00 0,00 0,29 0,21
40T19 3,49 3,59 3,03 1,66 44T18 0,00 0,51 1,70 10,44
41T01 0,00 0,00 0,00 0,00 44T20 0,00 0,00 0,00 0,00
41T02 0,00 0,00 0,00 0,00 44T19 0,00 0,00 0,00 0,00
41T03 0,64 0,00 2,37
41T04 2,38 6,57 0,00 0,00 7,61
41705 6,58 | 11,25
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Tablo 3.6 (Devam)

INKUBASYON INKUBASYON
IZOLAT IZOLAT
KODU 6 sa KODU 6sa | 12sa | 18sa | 24 sa
45T03 0,00 47T05 1,83 | 0,00 | 0,00
45T04 0,00 | 000 | 47706 0,00 | 0,00 | 000
45T05 7,60 47707 082 | 0,00 | 000
45T06 2,91 47T08 0,00 | 000 | 097
45T07 1,24 47709 456 | 542 | 316
45T08 0,00 | 0,00 47710 0,00
45T09 212 | 688 | 10,82
45T10 0,00 | 0,00
45T11 0,00
45T12 0,00
45T13 1,19

45T14

45T17 000 | 000 | 000 | 0,00 47T19 0,00 | 000 | 000 | 0,00
45T18 000 | 000 | 000 | 0,00 48T01 0,00 | 000 | 000 | 0,00
45T19 065 | 1,89 0,00 | 0,00 | 0,00
45T20 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00
46T01 000 | 000 | 000 | 000 | 48T11 | 0,00 | 0,00 | 0,00
46T02 0,00 | 035 48T13 0,00 | 000 | 000 | 0,00
46T03 0,00 | 0,00 48T19 450 | 409 | 219 | 239
46T04 0,00 | 0,00 49T01 0,00

46T05 0,00 | 0,00 49T02 7,49

46T06 0,00 | 0,00 49T04 0,00

46T07 057 | 000 | 000 | 0,00 49T05 0,00

46T08 000 | 000 | 000 | 0,00 49T06 0,00

46T09 000 | 000 | 000 | 0,00 49T07 6,32

46T10 000 | 000 | 259 | 10,29 49T08 0,00

46T11 073 | 000 | 000 | 0,00 49T09 0,00

46T12 000 | 000 | 000 | 0,00 49T10 0,00

46T13 0,00 | 000 | 000 | 0,00 49T11 563 | 10,93

46T14 000 | 000 | 987 49T12 0,89 | 6,68
46T15 0,00 | 000 | 000 | 9,75 49T13 0,70 | 4,80

46T16 000 | 000 | 623 49T14 0,00 | 0,00

46T18 000 | 624 | 1029 49T15 11,34 | 916 | 000 | 0,00
46T19 1,97 | 128 | 333 | 1093 49T16 8,82

46T20 0,00 | 0,00 49T17

47701 000 | 000 | 000 | 0,00 49T18 2,22 | 1055

47702 000 | 000 | 1128 49T19 088 | 1141 | 806 | 873
47T03 000 | 000 | 000 | 0,00 49T20 1,33 | 386 | 369 | 984
47T04 0,00 | 000 | 1040
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Tablo 3.6 (Devam)

INKUBASYON INKUBASYON

iZOLAT iZOLAT
KODU 6 sa 12sa | 18sa | 24 sa KODU 6 sa 12 sa 18 sa 24 sa

50701 0,00 0,00 0,00 0,00 50T09 7,94
50T02 0,02 2,66 2,47 5,02 50T10 0,00 0,00 1,93 10,55

50T03 0,00 0,00 0,00 0,00 50T12 7,13 2,68 0,18 0,92

50T04 0,00 0,00 0,00 0,79 50T14 0,00 0,00 1,28 2,94

50T05 11,19 50T16 0,00 0,00 0,00 0,00

50T06 0,58 50T18 0,00 0,00 0,00 3,85

50T07 5,94 50T20 0,00 0,00 0,00 0,00

50T08 0,00
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3.3 Cig Siit ve Peynirlerden Izole Edilen ve Yiiksek Otolitik
Aktiviteye Sahip LAB Izolatlarinin Tanimlanmasi

Calismanin amaci dogrultusunda izole edilen izolatlarin arasindan yiiksek
otoliz oranlarina sahip LAB izolatlar1 se¢ildi ve ardindan tiir tanisi yapildi. Cig siit ve
peynirlerden toplanan mezofil ve termofil LAB izolatlarin otoliz oranlarinin dagilimi
sirastyla Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’te gosterilmistir. Buna gore ¢ig
stit izolatlar1 i¢in % 40’dan; peynir izolatlar1 i¢cin % 30’dan daha yiiksek otoliz olan
toplam 33 adet LAB izolat1 segildi. Buna gore ¢ig siitten segilen mezofil LAB
izolatlar1: 1IMQ9, 08M13, 10M19, 11M20, 17M20, 19M02, 19M04, 24M05, 24M07,
24M08, termofil LAB izolatlar1 ise 3T17, 5T08’dir. Diger yandan peynirden segilen
mezofil LAB izolatlari: 35M14, 42M07, 42M11, 42M13, 42M15, 42M19, 44M03,
46M14 49M03, 47M01, 47M07, 47M09, 50M08, 50M09 termofil LAB izolatlar1 ise
45T20, 46T02, 46T04, 46T06, 46T20, 50T07, 50T09’dur.

3.3.1 Otolitik LAB izolatlarmm (GTG)s Parmak-izi ile

Siniflandirilmasi

Ayni suglarin ileri tanimlama analizlerinde tekerrirlii kullaniminin
engellenmesi ve yiiksek cesitlilige ulasmak amaciyla (GTG)s parmak izi profili
benzerliklerine gore segilen 33 izolat kendi igerisinde 15 farkli gruba ayrilmis ve
farkli bant veren suslar nihai tanimlanmak iizere se¢ilmistir. Buna gore ¢ig siit ve
peynirlerden izole edilen farkli (GTG)s parmak izi profillerine sahip suslarin birlikte

yiiriitiildiigii jel goriintiisti Sekil 3.5 ve Sekil 3.6 *da verilmistir.
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Sekil 3.5: Cig siitten izole edilen otolitik LAB izolatlarm (GTG)s parmak izi
profilleri ve gruplandirilmasi (G)
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Sekil 3.6: Peynirlerden izole edilen otolitik LAB izolatlarin (GTG)s parmak izi
profilleri ve gruplandirilmasi (G)
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3.3.2 Otolitik LAB izolatlarmin 16S rDNA Dizi Analizi ile Tiir Tanis

Calisma kapsaminda secilen 33 LAB izolatin tiir seviyesindeki nihai tanisi
icin 16S rRNA geninin birbiri ile ¢akisan iki farkli bolgesi ¢cogaltildi ve s6z konusu
genin 1464 bg’lik boliimiin dizi analizi ile tanimlama gergeklestirildi. Boylece rRNA
geninin hemen hemen biitliniine yakm kismi degerlendirildi. Bu bdlgelerin
cogaltilmas1 amaciyla 16S-27F/16S-780R ve 16S-529F/1491R primer ¢iftlerinden
yararlanildi. Daha sonra NCBI veri tabanina kayith dizi sonuglari ile karsilastirilarak,

otolitik LAB izolatlarinin hangi tiirle homolog olduklar1 belirlendi.

Cig siit ve peynirlerden izole edilip secilen 33 adet otolitik LAB izolatin
genomik DNA’sindan PZR ile ¢ogaltilan ve 16S rRNA genine ait fragmentler Sekil
3.7, Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°da gosterilmistir. Bu sekillerden izlendigi gibi, 16S-
27F/16S-780R primer ¢ifti kullanildiginda her bir LAB izolatindan 753 bg
uzunlugunda bir adet, 16S-529F/1491R primer c¢ifti ile de 962 bg¢ uzunlugunda bir
adet DNA fragmentinin cogaltildig1 agaroz jel iizerinde tespit edildi. Bu sonug
otolitik LAB izolatlarindan dogru bolge ve biiylikliikte ¢ogaltma yapildigina isaret
etti. Ozellikle DNA fragmentlerin bir adet olmas1 primerlerin 6zgiil oldugunu ve
dogru calistigin1 gosterdi. Bu asamadan sonra LAB izolatlarindan alman DNA

fragmentlerinin temizlendikten sonra DNA dizisi ¢ikarilda.

NCBI veri tabani kullanilarak yapilan karsilastirma sonucunda otolitik LAB
izolatlarin tiir diizeyindeki tamimlanma sonuglar1 ve ylizdeleri Tablo 3.1’de
gosterilmistir. Ayrica s6z konusu fragmentlerin niikleotit dizileri de tezin ekler
kisminda sunulmustur. Buna gore ¢ig siit ve peynir drneklerinden izole edilen otolitik
ozellikteki 27 adet LAB izolatlarinin; 1 adedi Lc. lactis subsp. cremoris (17M20), 2
adedi Lc. lactis subsp. lactis (M09, 24M08), 6 adedi Lb. casei (42M07, 42M11,
42M13, 42M15, 42M19, 49M03), 2 adedi Lb. plantarum (47M01, 47M07), 1 adedi
Lb. pentosus (47M09) , 1 adedi Lb. rhamnosus (50T09), 1 adedi Lb. helveticus
(5T08), 8 adedi E. faecium (24M05, 24M07, 50M08, 45T20, 46T02, 46T04, 46T06,
46T20), 1 adedi E. durans (3T17), 1 adedi E. faecalis (19M02), 1 adedi Str.
macedonicus (8M13), 1 adedi Leu. mesenteroides (10M19) ve 1 adedi P. acidilactici
(50T07) tiirleri ile %97’nin lizerinde benzer bulundu. Kalan 6 izolatin LAB suslar1

olmamasidan dolay1 tezden ¢ikarildi.
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Tanimlama sonuglar1 daha Once belirlenen ve otolitik aktivite bakimindan
yiiksek bulunan LAB ile kiyaslandiginda olduk¢a benzer bulundu. Ozellikle Lb.
caseli, Lb. plantarum, Lc. lactis subsp. lactis suslar1 bircok ¢aligmada otolitik aktivite
acisindan On plana ¢ikarilmistir (Higgins ve dig. 1973, Terzaghi ve Sandine 1975;
Lortal ve dig. 1991, Ostlie ve dig. 1995, Dako ve dig. 1995, Boutrou ve dig. 1998,
Nunez ve dig. 2011, Cibik ve Chapot-Chartier 2004, Piraino ve dig. 2008, Xu ve
Kong 2013, Zuo ve dig. 2014). Buna karsin bu ¢alismada otolitik aktivite agisindan
onemli oranda olan Lb. rhamnosus (50T09) susu bu yonde yapilmis ¢aligmalar

acisindan farkli olarak dikkati cekmektedir.

[zolatlarin tanimlama sonuglar1 otoliz oranlar1 ile degerlendirildiginde, ayni
tiirlerin otoliz oranlarinin da olduk¢a benzer oldugu gozlendi. Her ne kadar
bakterilerin otolitik davraniglari susa bagl bir 6zellik olsa da (Pillidge ve dig. 2002),
calismadan elde edilen (GTG)s parmak izi sonuglari ile birlikte diisiiniildiiglinde bu

tiirlerin ayni suslar olmasindan bu durumun ileri geldigi varsayilabilir.
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Sekil 3.7: Cig siit ve peynirlerden izole edilen LAB izolatlarindan 16S-27F/16S-
780R primerleri kullanilarak ¢ogaltilan 16S rDNA fragmentleri

Sekil 3.8: Cig siit ve peynirlerden izole edilen LAB izolatlarmdan 529F/1491R
primerleri kullanilarak ¢ogaltilan 16S rDNA fragmentleri

Sekil 3.9: Cig siit ve peynirlerden izole edilen LAB izolatlarmdan 529F/1491R
primerleri kullanilarak ¢ogaltilan 16S rDNA fragmentleri

49



Tablo 3.7: Cig siit ve peynir Orneklerinden izole edilip, segilen

izolatlarmin rRNA geni dizi analizine gore tanimlama sonuglari.

otolitik LAB

PUFECC Izolat Izolasyon Tiir Tanimlama
Kodu Kodu Kaynagi Yiizdesi
(%)
PFC229 01MO09 Siit Lc. lactis subsp. lactis 100
PFC236 05T08 Siit Lb. helveticus 100
PFC235 03T17 Siit E. durans 97
PFC255 08M13 Siit Str. macedonicus 98
PFC234 10M19 Siit Leu. mesenteroides 98
PFC233 17M20 Siit Lc. lactis subsp. cremoris 97
PFC239 24M08 Siit Lc. lactis subsp. lactis 100
PFC232 24MO05 Siit E. faecium 98
PFC247 24M07 Siit E. faecium 99
PFC254 19M02 Siit E. faecalis 100
PFC240 42M07 Koy Peyniri Lb. casei 100
PFC241 42M11 Koy Peyniri Lb. casei 98
PFC230 42M13 Koy Peyniri Lb. casei 100
PFC242 42M15 Koy Peyniri Lb. casei 99
PFC243 42M19 Koy Peyniri Lb. casei 99
PFC249 45T20  Tulum Peyniri E.faecium 99
PFC250 46T02  Tulum Peyniri E. faecium 99
PFC251 46T04  Tulum Peyniri E. faecium 99
PFC252 46T06  Tulum Peyniri E. faecium 99
PFC253 46T20  Tulum Peyniri E. faecium 99
PFC244 49M03 Ezine Peyniri Lb. casei 96
PFC245 47M01  Tulum Peyniri Lb. plantarum 97
PFC231 47M07  Tulum Peyniri Lb. plantarum 97
PFC246 47M09  Tulum Peyniri Lb. pentosus 98
PFC248 50M08 Ezine Peyniri E. faecium 98
PFC237 50TO07 Ezine Peyniri P. acidilactici 99
PFC238 50T09 Ezine Peyniri Lb. rhamnosus 99

50



3.4 Otolitik LAB’lerinin Otolizine Cevresel Kosullarin Etkisi

Yapilan molekiiler tanimlama sonucunda 27 izolat arasindan benzer tiirlerden
bir adet alinarak 10 adet LAB’nin (PFC229, PFC230, PFC231, PFC232, PFC233,
PFC234, PFC235, PFC236, PFC237, PFC238) otoliz ozelliklerine pH, tuz
konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi ve sicakligi ile LAB’lerin gelisme ortaminda

kullanilan seker cesitliliginin etkisi arastirildi.

3.4.1 LAB Suslarinin Otolizi Uzerine Sicakhgmn Etkisi

Secilen 10 adet LAB’nin otolizi iizerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in,
s6z konusu suslarm potasyum fosfat tamponunda (100 mM, pH7.0) 10°C, 20°C, 30°C
ve 40°C sicakliklarda 24 sa inkiibasyonla otolizi gergeklestirildi. Tiim suslarm farkl
sicaklik derecelerindeki otoliz oranlar1 Sekil 3.10°da gosterilmistir. Buna gore
sicaklik artis1 ile birlikte tiim suslarin otolitik aktivitesinde artis gozlendi (p<0,05).
Ozellikle 20°C’den sonra LAB suslarinin otoliz oranlarinda 2 kata yakm artis
meydana geldi. Ancak 30°C ile 40°C arasinda tiim suslar benzer otolitik aktivite
gosterdi. Ayni sekilde 10°C ile 20°C arasinda da LAB suslariin otolizi benzer
diizeyde Olgiildic (p>0,05). S6z konusu bu sonuglar literatiir verileri ile
kiyaslandiginda benzer sekilde Crouigneau ve dig. (2000), Oenococcus oeni susunda

10°C’den 40°C’ye otoliz oraninin arttigini rapor etmistir.

LAB’lerinin en yiiksek otolizi 30°C’de oldugu 8l¢iildii (p<0,05). 30°C de en
yiiksek otolitik aktivite Lc. lactis subsp lactis 'te tespit edildi. En diisiik otoliz orani
ise P. acidilactici’de belirlendi. Buna ilaveten Lb. plantarum susunun otolitik
davranisiin ise sicaklik degisimden en az etkilendigi gbzlendi. Kozakova ve dig.
(2010) ise iki farkli laktokok susunun otolitik aktivitesine sicaklik faktoriiniin etkisini
degerlendirmek i¢in 12 giin boyunca Lc. lactis HMM81 ve Lc. lactis NIZO B643
suslarini 13, 30, 45 ve 56 °C’de inkiibe etmis, ilk 6 giinde 30 °C de maksimum otoliz

degerleri elde edilmistir.

Peynirin olgunlagma sicakligi acgisindan sonuglar degerlendirildiginde,
10°C’de en yiiksek otoliz Lc. lactis subsp lactis’te meydana geldi bunu ise Lb.

plantarum takip etti. Ancak tiim suglarin otoliz orant maksimum otoliz oranlarina
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kiyasla %50 oraninda azaldi (p<0,05). Calismada Lc. lactis subsp. lactis susunun
otolitik aktivitesinin digerlerine kiyasla yiiksek olmasi, bu susun peynir iiretiminde
starter kiltiir olarak kullanilmasi ve olgunlasmada 6nemli rol almasi (Crow ve dig.

1995) agisindan 6nemlidir.
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Sekil 3.10: Cig siit ve peynirden izole edilen ve segilen LAB’lerin otolizi lizerine
sicakligin etkisi. Farkli harfler p< 0,05 diizeyinde farkli oldugunu ifade etmektedir.
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3.4.2 LAB Suslarinin Otolizi Uzerine pH’1n EtkKisi

Farkli pH’ya ayarlanan potasyum fosfat tamponunda 30°C’de 24 sa inkiibe
edilen 10 adet LAB’nin otoliz oranlar1 Sekil 3.11°de gosterilmistir. Potasyum fosfat
tamponunun pH’smin 7,0’den asagiya diismesi durumunda tiim suslarin otoliz
oraninda O6nemli (p<0,05) diisiis belirlendi. Diger suslardan farkli olarak Lb.
plantarum susunda s6z konusu pH’nin diismesi otolitik aktivitede daha ilimli bir
diistise neden oldu. Tampon pH degerinin 3,5’e diisiiriilmesi durumunda 7 susta (Lc.
lactis subsp. lactis, Lb. casei, Lc. lactis subsp. cremoris, Leu. mesenteroides, E.
durans, Lb. helveticus ve P. acidilactici) otoliz meydana gelmedi. LAB’lerinde pH
diistisii ile birlikte otoliz oranlarinin 6nemli miktarda diismesi, peptidoglikan hidrolaz
enzimlerin ¢alismast i¢in gerekli optimum pH ile iliskili oldugu ileri siiriilebilir.
Clinkii bakterilerde otoliz peptidoglikan hidrolaz enzimlerinin hiicre duvarinda

bulunan peptidoglikan tabakayi hidroliz ederek gergeklesmektedir (Chapot-Chartier
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ve Kulakauskas 2014). Nitekim bu ¢alismanin sonuglar1 ile benzer sekilde Ostlie ve
dig. (1995) Lc. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis’te pH 5,0’ten 7,0’ye otoliz
oraninin arttig1 ileri pH degerlerinde yeniden diistiigiinii rapor etmistir. Ayn1 yazarlar
diisik pH’da otolizin diismesini hiicre sistemlerinde bulunan ve peptidoglikan
hidrolaz enzimini parcalayan baska peptidaz enzimlerin aktiflesmesine baglamistir.
pH dististi ile birlikte LAB’lerinde otolitik aktivitenin diistiigii benzer sekilde
Kozakova ve dig. (2010) tarafindan da rapor edilmistir. Ancak Huard ve dig. (2004)
ve Nunez ve dig. (2011) ¢alismalarinda pH diisiisii ile birlikte otoliz degerlerinin
yiikseldigini ifade etmistir. Bu durumu Huard ve dig. (2004) AcmB, AcmD’nin pl

degerlerinin notr pH degerlerine yakin olmasi ile agiklamistir.

Peynirin olgunlastiriimasinda ortammin pH’simin 5,0 civarinda olmasi suslar
arasindan Lb. plantarum, E. faecium, E. durans ve Lc. lactis subsp. lactis otoliz
aktivitesinin orta diizeyde devam etmesi nedeniyle peynir teknolojisi agisindan 6n

plana ¢ikmaktadir.

60 b b
b
s 50 N b b b b
Z a0 b
' ®pH: 3.5
i 0 Ao p
= a a a EpH: 4.0
% 20 a a
= - a a pH: 5.0
;; 10 a A EpH: 7.0
a
0 N . nl s
= i & o = : = < s =
\&\\ -:Pi eo@ R o o ‘&t & P § ;P\. q-‘?

iﬂ bl & -a."" "l- :}'} o %\ \y

& ¥ R ¢ & ﬁ':"
& RS W W
@ PR
& \ﬁ\'

A\ ¥

Sekil 3.11:Cig siit ve peynirden izole edilen ve secilen LAB’lerin otolizi {izerine
pH’m etkisi. Farkli harfler p<0.05 diizeyinde farkli oldugunu ifade etmektedir.
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3.4.3 LAB Suslarinin Otoliz Uzerine Farkh Tuz Konsantrasyonunun
Etkisi

Calismada secilen 10 adet LAB’nin farkli tuz konsantrasyonlarina ayarlanmis
(%0,5, %1, %3, %5, %7, %10) potasyum fosfat tamponunda (100 mM, pH:7,0) 30
°C’de 24 sa inkiibasyon sonunda otoliz degerleri Sekil 3.12°de gdsterilmistir.
Buradan izlendigi gibi LAB’nin farkli NaCl konsantrasyonlarindaki otoliz
davraniglar1 farkliliklar gosterdi (p>0,05). Her bir susun maksimum otolizi farkli
NaCl konsantrasyonunda gerceklesti. Tiim suslar degerlendirildiginde en yiiksek
otoliz E. faecium PFC232’de %41 oraninda %10 NaCl varliginda meydana geldi.
Diger taraftan Lc. lactis, Lb. casei ve Lb. plantarum suslarinin otoliz oranlarmnin

NaCl konsantrasyonu artis1 ile degismedigi gézlendi (p>0,05).

Bu LAB’lerinin peynir iiretiminde starter kiiltiir veya destek kiiltiir olarak
kullanilabilecegi varsayildiginda; peynir olgulastirilmasinda kullanilan  %3-5
araligindaki NaCl konsantrasyonunda en yiiksek otoliz Lb. plantarum PFC231 (%30-
33) ile Lc. lactis subsp. lactis PFC229 (%24-29) suslarinda belirlendi. Ayrica bu
suslarm NaCl konsantrasyon degisimlerinden ¢ok fazla etkilenmeyerek benzer otoliz

oranlarma sahip olduklar1 da izlendi.

Benzer bir ¢alismada Lc. lactis HMMS81 ve Lc. lactis subsp. lactis N120B643
suslarmin 0-15 g/L NaClI kullanilan ortamdaki otoliz oranlar1 belirlenmis, buna goére
bu suslarin en yiiksek otolizi 6,5 g/l NaCl oraninda meydana gelmistir. Diger
taraftan bu ¢aligmada da tuz konsantrayonu ile LAB suslarinin otoliz arasinda iligkili

bir korelasyon bulunamamistir (Kozakova ve dig. 2010).
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Sekil 3.12: Cig sit ve peynirden izole edilen LAB’lerin farkli NaCl
konsantrasyonlarindaki % otolitik aktivite degerleri. Farkli harfler p<0.05 diizeyinde
farkli oldugunu ifade etmektedir.

3.4.4 Otoliz iizerine inkiibasyon Siiresinin Etkisi

LAB’lerin otolizi tizerine farkli sicakliklardaki inkiibasyon siiresinin etkisini
belirlemek amaciyla, LAB’ler potasyum fosfat tamponunda (100 mM, pH 7,0) 10°C,
20°C ve 40°C’de ayr1 ayr1 12 ve 24 sa inkiibe edildi. LAB’lerin farkli sicaklik ve
stirelerdeki otoliz oranlar1 Sekil 3.13 a, b ve c¢’de sunulmustur. Buna gore tiim
inkiibasyon sicakliklarinda 24 saatlik inkiibasyon sonunda, 12 saate gore
LAB’lerinde daha yiiksek otoliz gerceklesti. Ancak inkiibasyon sicakliginin
yiikselmesi ile 24 saat sonunda 12 saate gore LAB’lerin otoliz degerlerinin daha
fazla arttig1 saptandi (p<0,05). Tiim sicakliklarda inkiibasyon siiresinin artis1 ile
birlikte en fazla otoliz artis1 Lc. lactis subsp. lactis PFC229, Lb. plantarum PFC231
ve E. faecium PFC232 suslarinda meydana geldi. Bu sonuglar peynir
olgunlastirilmasinda siireye bagli olarak LAB’lerin otolizinin artacagma isaret

etmistir.
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Sekil 3.13: Cig siit ve peynirden izole edilen LAB’lerin 10°C (a), 20°C (b) ve
40°C’de (c) 12 ve 24 saat inkiibasyon sonucu Olciilen % otoliz degerleri. Farkli
harfler p<0.05 diizeyinde farkli oldugunu ifade etmektedir.
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3.45 Bakteri Gelisme Ortaminda Kullanilan Seker Tipinin LAB

Suslarimin Otolizi Uzerine Etkisi

LAB’lerin gelisme ortaminda farkli seker (laktoz, maltoz, sukroz ve glukoz)
kullaniminin hiicre otolizi lizerine etkisi Sekil 3.14°de gosterilmistir. Lb. plantarum
PFC231 disinda tiim suglarda en yiiksek otoliz, glukozun gelisme ortaminda
kullanilmasi ile gergeklesti (p<0,05). Lb. plantarum PFC231 susunda ise en yiiksek
otoliz laktoz sekeri ile birlikte %37 oraninda meydana geldi. Ancak glukoz diginda
diger sekerlerin kullanilmasi durumunda LAB suslarinin otoliz oranlarinda 6nemli
farklilik g6zlenmedi. Otoliz agisindan etkili oldugu gozlenen glukozun gelisme
ortaminda kullanilmas1 durumunda en yiiksek otoliz (%50) Lc. lactis subsp. lactis
PFC229 susunda meydana gelirken, bunu Leu. mesenteriodes PFC234 susu (%46)
takip etti.

Gelisme ortaminda farkli seker kullaninminin LAB’lerinin otolizi {izerine
etkisi degerlendirildiginde dikkati ¢eken sonuglardan en 6nemlisi Lb. plantarum
PFC231 susunun otolizinin laktoz kullanilmasi durumunda daha fazla olmasi ve
diger sekerlerin de laktoz kadar otolize neden olmasidir. Bu durum 6zellikle peynir
olgunlasmasi agisindan oldukg¢a Onemlidir. Ciinkii peynir {iretimi ve olgunlagsma
stirecinde ortamda bulunan laktoz bu susun starter veya destek kiiltiir kullanilmas1
durumunda otolizini tesvik edeceginden peynirin olgulasmasina katki da bulunacagi

One surelebilir.

Calismadan alinan sonuglara gore glukozun LAB’lerde otolizi tesvik ettigi,
diger sekerlerin otolizi baskiladig1 agik bir sekilde gozlenmistir (p<0,05). Benzer bir
sekilde Vegarud ve dig. (1983) gelisme ortaminda karbon kaynagi olarak laktoz
yerine glukoz kullaniminin suglarin gelisimini ve otolizini arttirdigini belirtmislerdir.
Seker farkliligi ve otoliz iliskisini ortaya koyan baska bir ¢alismada da ortamda
galaktoz bulundugunda duragan fazdaki Lc. lactis subsp. lactis L1403 ve Lc. lactis
subsp. cremoris MG1363 suslarinin ortamda glukoz varligina kiyasla daha az otoliz
oldugu rapor edilmistir. Ayni1 c¢alismada her iki susta otolisin olan AcmA’nin
hiicresel ifadesinde bir farkliligin olmadigmn tespit edilmistir. Ancak ilave denemeler

galaktozun hiicre duvar1 lipoteikoik asit (LTA) yapisinda degisiklige neden
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oldugundan AcmA’nin peptidoglikan yapisina baglanamadigina isaret etmistir (Buist
ve dig. 2008).
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Sekil 3.14:Cig siit ve peynirden izole edilen LAB ‘lerin gelisme ortaminda farkl
seker tiplerinin kullanilmasi durumunda 6lgiilen % otoliz oranlar1. Farkli harfler
p<0.05 diizeyinde farkli oldugunu ifade etmektedir.

3.46 Farkh pH ve Tuz Konsantrasyonu Kombinasyonlarinin

LAB’lerin Otolizine EtKkisi

Tez calismasinda arastirilan g¢evresel faktorlerin LAB’lerin otolizi lizerine
birlikte etkisi, bu suslarin peynirin olgulastirildigi kosullardaki otoliz davranisi
hakkinda bilgi alabilmek i¢in arastirildi. Buna gére Materyal ve Metot kisimindaki
Tablo 2.1°de verilen 4 farkli kombinasyonun uygulanmasi sonucunda LAB suslarinin
otoliz oranlar1 Sekil 3.15’de verilmistir. Tlim kombinasyonlarin uygulanmasi 10°C
inkiibasyon sicakliginda gerceklestirilmistir. 10 adet LAB’den 6’sinda en yiiksek
otolizin izlendigi kombinasyon %5 NaCl+pH 5 degerlerinde gergeklesti. Bunun
disinda 3 adet LAB’de ise en yiiksek otoliz %3 NaCl+pH 4 kombinasyonunda
olustu. Bu sonuglar LAB suslarinda ¢evresel faktorlerin kombinasyonunda pH’in

otoliz iizerinde daha fazla etkili olduguna isaret etti (p>0,05).

Tuz konsantrasyonu ve pH’mn kombinasyonlu denemelerinde en yiiksek

otoliz, Lb. plantarum PFC231 susunda %3 NaCIl+pH 5 kombinasyonu ile % 16,48
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oraninda tespit edildi. Bu deger s6z konusu susun potasyum fosfat (100 mM, pH 7,0)
tamponundaki otoliz oranina kiyasla %55 daha diisiiktiir. Buna ilavaten ayni susun
%?3 tuz konsantrasyonu ve pH 5’teki otoliz oranlarina gore de sirasiyla %48 ve %42
diistik oldugu hesaplandi. Tiim bu karsilastirmalar pH ve tuz konsantrasyonu
kombinasyonunun Lb. plantarum PFC231 ‘de oldugu gibi LAB’de otolizi diisiirdiigii
sonucuna varildi. Ancak peynir olgulastirmasinda kullanilan tuz konsantrasyonu ve
pH degerleri dikkate alindiginda (Lortal ve Chapot-Chartier 2005) basta Lb.
plantarum PFC231 olmak iizere, E. durans PFC235 ve E. faecium PFC232 suslarinin

peynir olgunlastirmasinda otoliz olarak katki saglayabilecekleri 6ne stirelebilir.

Peynir ortamini modelleyen kosullarda yapilan bir ¢alisgmada Lc. lactis
susunun farkl tiirlerinde 0,17 M NaCl konsantrasyonunda pH 5,4’de, pH 7,0’a gore,
ilavaten 0,51 M NaCl konsantrasyonunda ise pH 7,0’de, pH 5,4’e gore daha yiiksek
otoliz oranlar1 belirlenmistir (Nunez ve dig. 2011). Bu literatiir verisi ile tez sonuglar1
kiyaslandiginda ortam kosullarinda tuz konsantrasyonu ve pH’nin birlikte
artirildiginda LAB’lerinin otoliz oranlarinin da artirdigi sonucu bakimindan

uyumludur.
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Sekil 3.15: Cig siit ve peynirden izole edilen LAB’lerin % otolitik aktivite
degerlerine tuz (%3-5), pH (4-5) ve sicakligin (10°C) birlikte etkisi. Farkli harfler
p<0.05 diizeyinde farkli oldugunu ifade etmektedir.
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3.5 Otolizin Proteolik Aktiviteye Etkisi

Yiiksek otolitik aktiviteye sahip ve tanimlanmis 10 adet LAB susunun otoliz
olduktan sonra hiicre i¢i proteolitik aktivitesi, s6z konsu suslardan elde edilen hiicre
i¢i preparatlarin farkli inkiibasyon siirelerinde (4, 24, 48 ve 72. sa) kazeini par¢alama
spesifiteleri SDS-PAGE jeli iizerinde goriintiilenerek belirlendi. Buna gore Sekil
3.16’da goriildiigi tizere E. faecium PFC232’un 24. sa sonunda kazeini pargalamaya
basladig1 ancak 72. sa sonunda diisiik molekiil agirlikli protein bantlar1 olusturdugu
gozlendi. Lb. plantarum PFC231 24. sa’ten sonra kazeini pargaladigi, 48. sa sonunda
ise kazein bantlarnin tamamen izlenemedigi gorilmiistiir. Sekil 3.17 ve Sekil 3.18
incelendiginde ise, E. durans PFC235, Lc. lactis subsp. lactis PFC229 ve Lb
helveticus PFC236 izolatlarmin bantlarinda zamanla herhangi bir degisim
gozlenmedi. Sekil 3.19 ve 3.20 ise Leu. mesenteroides PFC234 ve P. acidilactici
PFC237 suslarmin 48. sa’ten sonra yogun proteolitik aktivite gostererek kazeini
pargaladig@i 72. sa’ten sonra ise herhangi protein izinin bulunmadig1 goriildii. Lb.
casei PFC230 susunda ise sadece 72. sa’te kazeinin pargalanabildigi gozlendi. Lc.
lactis subsp cremoris PFC233 susunun proteolitik aktivitesi 24. sa’te baslayip, 48.
sa’te ortamda sadece diisiik molekiil agirhikli proteinler kaldi. Lb. rhamnosus
PFC238 susunda ise 24. sa’te kazein pargalanmaya basladi ve 48. sa sonunda kazein

bantlar1 tamamen kayboldu.

Lb. plantarum PFC231 susunun 48. sa sonunda kazeini tamamen
parcalamasindan dolayi, hiicre ici proteolitik aktivitesi yliksektir. Bu susa ilaveten
Leu. mesenteroides PFC234, Lc. lactis subsp. cremoris PFC233, P. acidilactici
PFC237, Lb. rhamnosus PFC238 suslarmin da yiiksek oldugu sdylenebilir. Bu
sonuglar basta Lb. plantarum PFC231 susu olmak iizere diger sayilan LAB’lerin
otoliz olduktan sonra ortama saliverilen hiicre i¢i proteolitik enzimlerin kazein gibi
proteinleri  parcalayabilecegi ve bdylece peynir olgunlasmasma katkida
bulunabilecegine isaret etti. Nitekim bircok calismada peynirin olgunlastirilmasinda
matrikste bulunan bakterilerin otolizi sonucu hiicre i¢i peptidaz enzimlerinin
proteinleri indirgeyerek peptitlere ve hatta amino asitlere kadar pargaladiklari bu
reaksiyonlarin da peynirin aromasmin gelistirilmesinde 6nemli rol oynadig1 rapor

edilmistir (Sheehan ve dig. 2005, Boutrou ve dig. 1998, Hannon ve dig. 2007).
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Sekil 3.16: E. faecium PFC232 ve Lb. plantarum PFC231 izolatlarinin otoliz sonrasi
hiicre i¢i enzimleri tarafindan kazeinin par¢alanmasmin SDS-PAGE jel goriintiisii
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Sekil 3.17: E. durans PFC235 ve Lb. helveticus PFC236 izolatlarinin otoliz sonrasi
hiicre i¢i enzimleri tarafindan kazeinin par¢alanmasinin SDS-PAGE jel goriintiisii
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Sekil 3.18: Lc. lactis subsp. lactis PFC229 ve Lb. casei PFC230 izolatlarinin otoliz
sonras1 hiicre i¢i enzimleri tarafindan kazeinin pargalanmasinin SDS-PAGE jel
goruntusu
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Sekil 3.19: Leu. mesenteroides PFC234 ve Lc. lactis subsp. cremoris PFC233
izolatlarinin otoliz sonrasi hiicre i¢i enzimleri tarafindan kazeinin pargalanmasinin
SDS-PAGE jel goriintiisii

62



o, kazein
B kazein
k kazein

p-lg

a—la

Sekil 3.20: P. acidilactici PFC237 ve Lb. rhamnosus PFC238 izolatlarmin otoliz
sonras1 hiicre i¢i enzimleri tarafindan kazeinin pargalanmasinin SDS-PAGE jel
goruntusu
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4. GENEL SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda ¢ig siit ve peynir orneklerinde yiiksek oranda otoliz olabilen

LAb’lerin izolasyonu, tanimlanmasi ve otolitik davraniglarinin karakterizasyonu

aragtirtlmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda ¢aligma sonuglari, Lb. plantarum PFC231

susunun, gerek yiiksek otoliz 6zellikleri, gerekse de peynir olgunlagtirmasinda 6ne

¢ikan disiik sicaklik, pH ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda otolitik davraniglarini

stirdiirmesi nedeniyle peynir iiretimi icin starter kiiltiir olarak 6nemli oldugunu

gostermistir. Bunun diginda calismada elde edilen diger sonuglar ve Oneriler asagida

srralanmaistir.

1)

2)

3)

Denizli bolgesinden toplanan ¢ig siit ve peynir orneklerinin mikroflorasinda
bulunan LAB’lerin otoliz oranlar1 genel olarak literatiir bulgular1 ile uyumlu olsa
da, maksimum otoliz degerleri bakimindan literatiirde rapor edilen degerlerden
daha yiiksek sus izolasyonu yapilamamistir. Bu durumun yapilan otoliz
kosullarinin farkliligindan ileri geldigi diisiiniilmektedir.

Ortam kosulunun pH’s1, calismada kullanilan LAB’leri en fazla etkileyen faktor
olmustur. pH’nin otoliz iizerindeki belirleyici etkisi muhtemelen hiicre
otolisininin ¢alismasmi etkilemesinden ileri gelmektedir. Ancak bu durum
peynirin  olgunlasmasinda  kullanilabilecek  bir  parametredir.  Peynir
matrikslerinde pH’nin  diizenlenmesi ile otolizin de diizenlenebilecegi
Onerilebilir.

LAB’lerin yiiksek otoliz olmasi, peynir olgunlastirilmasit agisindan katki
saglayabilecegi ya da destek kiiltiir olarak kullanilabilecegi yoniinde yeterli
degildir. Caligma sonuglarinda da goriildiigi gibi Lc. lactis subsp. lactis, E.
durans, Lb. helveticus, otoliz olmasina ragmen kazeini par¢alayamamistir. Bu
nedenle otoliz g¢aligmalarinda hiicre i¢i enzimatik aktivite de bu yonde
yiiriitiilecek ¢aligmalar i¢in diisiiniilmesi gerekir. Ornegin ¢alismada izole edilip
tanimlanan Lb. plantarum PFC231, Lc. lactis subsp. cremoris PFC233 ve Lb.
rhamnosus PFC238 suslarinin gosterdigi yiiksek hiicre i¢i proteolitik aktivite

arastirilmalidir.
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EK A.1 Tablolar

Tablo A.1: Cig siit ve peynirden izole edilen LAB izolatlarinin 16S rDNA bélgesinin

cogaltilmast sonucu elde edilen PZR driinlerinin jel {izerinde gorilen DNA

bantlarinin dizileri.

izolat
Kodu

Tammmlama
Sonucu

DNA Dizisi

17M20

10M19

Lc. lactis subsp.
cremoris

Leu.
mesenteroides

AAAAATTTCCATGCGCTGCCTCATAATACACTTGACGCATGAAATTGGTGCTTGCA
CCAATTTGAAGAGCAACGAACGGGTGAATAACCCGTGGGGAATCTGCCTTTGAGC
GGGGGACAACATTTGGAAACCAATGCTAATACCGCATAATAACTTTAAACACAAG
TTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGATGATCCCGCGTTGTATTAG
GTAGGTGGGGAGGGAAAGGCTCACCAAGGCGATGATACATAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGGTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGGTATAGAAGAACGTTGGTGAGAGTGG
AAAGCTCATCAAGTGACGGTAACTACCCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGGCCCGGAGCGGTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAG
CGAGCGCAGTGGTTTATTAAGTCTGGTGTAAAAGGCAGTGGCTCAACCATTGTATG
CCTTGGAAACTGGTAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGGC
TGTAACTGACACTGAGCTCCAAAGCGTGGGGGAGCAAACAGGATAGAAATACCCT
AGGTAAAAC

GCCTATACATGCAGTCGACGCACAGCGAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGG
CGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGG
AAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACACAAAGTTAAAAGG
CGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAA
AGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTG
GGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACA
ATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCG
TAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACG
GTACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
TGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTTATTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAA
CTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGAT
ATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTGAG
GCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATA
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24M05

24M07

1M09

E. durans

E. faecium

Lc. lactis
subsp. lactis

GTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGC
GAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGG
AAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAG
GCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCTACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTT
TTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTC
ATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCG
CAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCA
TTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGT
CTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATAAATAATA
CCCTGGT

CGTGCCTATACATGCAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGG
AAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGA
AGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCAT
GGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGC
GTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG
ATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATT
GGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT
GGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCA
A

TGAGCGCTGAAGGTTGGTACTTGTACCGACTGGATGAGCAGCGAACGGGTGAGT
AACGCGTGGGGAATCTGCCTTTGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTA
ATACCGCATAAAAACTTTAAACACAAGTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCAT
CACTCAAAGATGATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACC
AAGGCGATGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAG
ACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACG
AAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAAC
TCTGTTGGTAGAGAAGAACGTTGGTGAGAGTGGAAAGCTCATCAAGTGACGGTA
ACTACCCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGTGGTTTATTAA
GTCTGGTGTAAAAGGCAGTGGCTCAACCATTGTATGCATTGGAAACTGGTAGAC
TTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT
ATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACACTGA
GGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
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24M08  Lc.lactis CAGTTGAGCGCTGAAGGTTGGTACTTGTACCGACTGGATGAGCAGCGAACGGGTG
subsp. lactis ~ AGTAACGCGTGGGGAATCTGCCTTTGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATGC
TAATACCGCATAAAAACTTTAAACACAAGTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCAT
CACTCAAAGATGATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAA
GGCGATGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACA
CGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAG
TCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTT
GGTAGAGAAGAACGTTGGTGAGAGTGGAAAGCTCATCAAGTGACGGTAACTACCC
AGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGC
GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGTGGTTTATTAAGTCTGGTGT
AAAAGGCAGTGGCTCAACCATTGTATGCATTGGAAACTGGTAGACTTGAGTGCAG
GAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAA
CACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACACTGAGGCTCGAAAGCG
TGGGGAGCAAAC

8M13 S.macedonicu = GACGCTGAAGACTTTAGCTTGCTAGAGTTGGAAGAGTTGCGAACGGGTGAGTAAC
S GCGTAGGTAACCTGCCTATTAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATAC
CGCATAATAGTGTTTAACACATGTTAGAGACTTGAAAGATGCAATTGCATCACTAG
TAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGAC
GATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGGGCAACCCTGAC
CGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAG
AGAAGAACGTGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACAGTGACGGTAACTTACCAGAAA
GGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGT
CCGGATTTATTGGGCGTAAGCGAGCGCAGGCGGTTTAATAAGTCTGAAGTTAAAG
GCAGTGGCTTAACCATTGTTCGCTTTGGAAACTGTTAAACTTGAGTGCAGAAGGGG
AGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGG
TGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGTAGAA

5T08 Lb. helveticus GGCGGCGTGCTATACTGCAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACC
GGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAG
AAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCAT
GGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCAT
TAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCTACGATGCATAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGT
GAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAG
TAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAG
CGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAG
GGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAACAT

3T17 E. durans TATACTGCAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAA
GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAAC
ACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTG
AAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCTACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATC
CCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGC
GGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAA
ACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACT
GACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAC
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47M07

42M19

50M08

42M07

Lb. plantarum

Lb.casei

E. faecium

Lb.casei

TGCCTATACATGCAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGAT
TTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGA
AGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCG
CATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGC
GTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGAC
CTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCC
GCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACAT
ATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGG
CTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACA
GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAG
CAAACA

TGCCTATACATGCAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGA
TTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTT
AAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACC
GCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCG
GCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCG
AACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACG
CCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAAT
GGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATT
TATTGGGCGTAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCG
GCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAC
AGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTA
GCGACA

CTATACATGCAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAA
GAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGG
ATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTT
TGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAG
CTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAG
GGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGT
GAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGA
GTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTA
AAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGG
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTC
CATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
TA

TATACATGCAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCA
ACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGT
GGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCAT
GGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGT
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACT
GAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCG
TGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCG
GCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTT
AACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTG
GAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGA
CAG
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42M11 Lb. casei CGCGTGCCTATACATGCAGTCGACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGA
GATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCT
TAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACC
GCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGC
GTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACT
GAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTG
AGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCA
GAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTA
AA

49M03 Lb. casei CGTGCCTATACTGCAGTCGAACGAGGTCTCGTGATGTCGGTGCTTGCCCGAGATTC
ACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTACCACGTGGGTAACCTGCCCTTAGGTG
GGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGG
TTCTTGGCTGATAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTA
GCTAATTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTACCCGAACTGAGAG
GTTGATCGGCCACATTGAGACTGACACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAATGCTTTCGGGTCGAAAAACTCTGGTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTA
ACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCACAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGCAGGTGTATAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTATAGCGA
GCGCAGGCGGATTTTTAAGGCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCT
GCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCACAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTA
TATGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGTGAAGGCGACTGTCTG
GGTCTGTAACTGACGCTGACGCTCGAATATTGGGGCCATCGAACAGGTGAAAAA

47M09 Lb.pentosus GCTATACATGCAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTA
CATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCG
GGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGG
TCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTA
GCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAG
GGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTA
ACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCG
AGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTG
CATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGG
TCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGATAGAATATAAC
CCTGGG

47M01 Lb.plantaru  TACATGCAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTT
m GAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGG
ATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCG
AGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTA
GATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTA
ATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
GGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAA
GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGT
TCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCG
CAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATC
GGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAG
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42M13  Lb.casei

42M15  Lb.casei

50709 Lb.

rhamnosus

46T02 E. faecium

TGCCTATACATGCAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATT
CAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGT
GGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGG
TTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAG
CTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTT
GATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
GGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAG
GCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTG
TCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGC
GGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAAC
TGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGACAGCAAA

CTATACATGCAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAA
CATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGG
GGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCT
TGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGAT
CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCT
TTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCG
GCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGT
TTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAGACTGG
GAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATAGAAATTAACCCTG

ATACATGCAGTCGAACGAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTT
TGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGA
TAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGG
CTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAACTAGTTG
GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGG
CCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTC
GGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCG
TGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTT
TTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGTGCATCGGAAACTGGGA
AACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
TATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAG
GCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATAGATATATCCCCTGGG

AGTCGACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGAA
CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACA
GGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTC
GGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTC
ACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGA
GACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGA
AAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTG
TTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCGAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAG
AGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGAATAACCCTGGTA
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46T20 E. faecium CGCGTGCTATACATGCAGTCGACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAA
AAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGA
TAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGAT
TTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCT
TGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTC
TTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGA
GACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
TATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGG
CTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG

46T04 E. faecium TGCTATACTGCAGTCGACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGA
AGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAAC
ACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGA
AAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCG
GCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGAT
CGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGAC
GGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACT
TGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATA
TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGCA

45T20 E. faecium GCCTATACTGCAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAG
AAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAA
CACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTG
AAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
GGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGA
TCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGA
CGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGAC
TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT
ATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATAGAAATACCCTGGGTA

46T06 E. faecium GCTATACATGGCAGTCGACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAG
AAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAA
CACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTG
AAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
GGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGA
TCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGA
CGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGAC
TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT
ATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGTAAAAAAAACACCCCGTGGTATA
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50T07 P.acidilactici TGCTATACTGCAGTCGACGAACTTCCGTTAATTGATTATGACGTGCTTGCACTGAA
TGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTG
CCCAGAAGCAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAA
AACCGCCTGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGC
GGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTAGCCG
ACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGG
GTGAGAGTAACTGTTCACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGG
GCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAGCCTTCGGCTCAACC
GAAGAAGTGCATTGGAGCTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC
TGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGACAG
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