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Peynir Teknolojisinde Enterokoklar —II: Koruyucu ve
Probiyotik Kiiltiir Olarak Kullammmlan

Oguz GURSOY' Ozer KINIK?

Summary

Enterococci in Cheese Technology-1I: Their Usage as Bioprotective
or Probiotic Culture

Enterococci are used as probiotic in some European countries; most of them
are Enterococcus faecium, but some preparations also include Enterococcus faecalis.
They have also potential important roles as bioprotective culture and acceleration of
ripening in cheese technology. In this paper, we will discusse use of enteroccoci as
bioprotective culture, ripening agent and probiotic culture in cheeses.
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Giris

Peynirlerin dogal mikrofloralarinda bulunabilen ve/veya
starter kiiltiir olarak peynire ilave edilebilen enterokoklarin, bazi 6nemli
ozellikleri nedeniyle peynir teknolojisinde koruyucu  kiiltiir,
olgunlagmay1 hizlandirici ajan ya da probiyotik bakteri olarak kullanim
potansiyelleri bulunmaktadir. Bu makalede enterekoklarin peynir
teknolojisindeki koruyucu ve/veya olgunlasmayr hizlandirict kiiltiir
olarak kullanim potansiyelleri ile probiyotik peynir {iiretiminde
kullanimlar1 son bulgular 1s1¢1nda degerlendirilmistir.
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Enterokoklarin Koruyucu Kiiltiir ve Olgunlasmayl
Hizlandiricr Olarak Kullanim

Peynir pihtisinda bulunan kazeinler rennet ve siitte dogal
olarak bulunan plazmin vasitasiyla hidrolize edilerek peynir tiretimi ve
olgunlagsmas1 sirasinda biiylik ve orta biiyiiklilkteki peptitlere
pargalanir. Bu peptitler starter laktik asit bakterilerinin peptidazlar ile
daha ileri seviyede parcalanarak kiiclik molekiil agirligindaki peptitlere
ve serbest amino asitlere kadar parcalanmaktadir. Aromatik, dallanmis
zincirli ve siilfiir igeren amino asitler ugucu aroma bilesiklerinin
olusumunda 6n bilesiklerdir. S6z konusu bilesikler kismen starter
bakterilerin etkileriyle olusurlar. Starter bakterilerin erken lizisi, hiicre
ici enzimlerin substratlara daha kolay ulasmasini saglamakta ve bu
durum peynir aromasinin gelisimini hizlandirabilmektedir. Olgunlasma
siiresince stater bakterilerin lizis’ini arttirmak i¢in kullanilan
yaklagimlar; (i) otolitik stater bakterilerin se¢imi, (i) litik
bakteriyofajlarin kullanimi ve (iii) liretimde bakteriosin {ireten destek
kiiltiirlerin kullanim1 kavramlarini igermektedir (Oumer et al., 2001).

Bilindigi gibi bakteriosinler bazi bakteriler tarafindan iiretilen
ve protein yada polipeptit yapisinda olan makromolekiillerdir. Bunlar
dogal antibiyotikler olarak degerlendirilmekle birlikte, klasik
antibiyotiklerden farkli olarak mide ve ince bagirsaklardan gegerken
proteazlar tarafindan aminoasitlere pargalanmaktadirlar. Bu nedenle
viicutta absorbe edilmezler ve kalin bagirsak florasina ulasamazlar
(Bayizit ve Yilsay, 2000). Enterekoklarin gida sistemleriyle iliskili
bir¢ok susu ve Ozellikle de E. faecalis ve E. faecium enterosin’ler
olarak adlandirilan ¢esitli bakteriyosinleri iiretme kabiliyetine
sahiptirler. Enterekoklarin en bilinen enterosinleri; Enterosin A,
Enterosin B, Enterosin P, Enterosin 50, Bakteriosin 31 ve AS-48
sitolisin’dir (Franz et al., 2003; Kavas ve Kinik, 2003). S6z konusu
enterosinler ~ Listeria  monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Clostridium spp. (0zellikle Clostridium botilinum ve Clostridium
perfringes) ve Vibrio cholerae’ya karsi aktivite gostermektedir (Garde
et al., 1997; Sarantinoupoulus et al., 2002, Giraffa, 2003). Enterosinler
genellikle Sinif II bakteriosinler grubunun bir {iyesidirler ve genellikle
giiclii anti-Listeriyal etkili 1siya stabil antibiyotiklerdir. Bir gida
antimikrobiyal1 i¢cin gerekli kosullar1 karsilayan bu tip 6zellikler, gida
sistemlerinde biyoprezervatifler olarak enterosinlerin genis (kapsamli,
yaygin) uygulamalarma imkan saglamaktadir (Giraffa, 2003). Ancak
yukarida bahsedilen yaklasimda 6nemli olan nokta enterosin iireten
Enterokok tiirlerinin peynir iiretimi sirasinda ve sonrasinda da bu
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aktivitelerine devam etmeleri gerekliligidir. Bakteriosin {iretimi
kompleks gida sistemlerinde bir ¢ok faktor tarafindan etkilenebilir. Zira
bakteriosin iireten bir bakteri olan E. faecium FAIR-E 198’un, peynir
iiretimi igin siite inokulasyonu ve sonrasinda enterosin iiretmedigi
belirlenmistir (Sarantinopoulos et al., 2002).

Enterosinlerin Ozellikleri ve enterosin lireten suslarin siit
teknolojisindeki potansiyel uygulamalarina iliskin ¢cok sayida arastirma
yapilmaktadir. Bu agidan enterosinlerin siit teknolojisinde kullanimi
icin; siitte 30-37°C’lerde enterokoklar tarafindan iiretilebilme ve
stabilite, rennet ve 1siya karst dayanim, starter laktik asit bakterileriyle
uyum ve genis bir pH araliginda stabilite gibi 6zelliklere sahip olmalari
gerektigi siklikla bildirilmektedir (Giraffa, 1995, 2003).

Konu ile ilgili calismalarin birinde Oumer et al. (2001),
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis
subsp. lactis var diacetylactis ve Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris iceren mezofilik ticari starter kullanarak inek ve koyun siitii
karisimindan (4:1) yar1 sert bir Ispanyol peyniri olan Hispanico peyniri
tiretmistir. Uretimde bakteriosin iireten destek kiiltiir olarak peynir
stittine farkli oranlarda (0-1 g/kg) E. faecalis INIA 4 kiiltiirii ilave
etmistir. Destek kiiltiir asidifikasyona etki etmemisken, starter
laktokoklarin canliligini, proteoliz seviyesini ve aroma bilesikleri
konsantrasyonunu olduk¢a 6nemli seviyede etkilemistir. 1 g/kg destek
kiiltiir kullanilarak iretilen 45 giinliik peynirde toplam proteoliz ve
toplam serbest amino asit seviyeleri kontrol peynirinden sirasiyla 1.8 ve
2.17 kat yiliksek ¢ikmistir. Yine aymi peynirde 3-metil-1-biitanal,
diasetil ve asetoin konsantrasyonlari artmis ve bu durum lezzeti olumlu
etkilemistir. Yine Garde et al. (1997) bakteriosin tireten E. faecalis
INIA 4’1 (peynir siitiine % 0.003 ve % 0.10 seviyelerinde ilave ederek)
destek kiiltiir olarak yar1 sert Hispanico peyniri iiretiminde kullanmis ve
destek kiiltiiriin peynir aromast olusumu iizerine etkisini incelemistir.
Calismada 90.003 oraninda destek kiiltiir igeren siitten yapilan
peynirde kontrol grubuna gore daha belirgin bir proteoliz ve daha hizli
lezzet gelisimi oldugu belirlenmistir. Arastirmacilar diisiik inokulasyon
oraninin  peynirde olgunlasmayr hizlandirmak i¢in rahatlikla
kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Probiyotik Olarak Enterokoklar

“Probiyotik” Yunanca’da ‘“yasam icin” anlamina gelen ve
uzun yillardan beri cesitli sekillerde kullanilan bir kelimedir (Gomes
and Malcata, 1999). Bir probiyotik en basit sekilde “saglik i¢in yararl
canli bir mikrobiyal gida ingrediyenti” olarak tanimlanabilir (Diplock
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et al., 1999; Gibson, 2002; Tuohy et al., 2003). McNaught and MacFie
(2001) tarafindan probiyotikler; “tiiketici sagligina bireylerin intestinal
mikrobiyal dengesini koruyarak veya gelistirerek yararli olan canh
mikrobiyal gida katkilaridir” seklinde tanimlanmaktadir. Diinyada
degisik yorelerde farkli fermente iirlinlerin iiretiminde kullanilan
probiyotik bakterilerin insan saglig1 ve beslenmesi agisindan oldukca
onemli terapdtik ve diyetetik Ozellikleri oldugu bilinmektedir.
Probiyotik  bakteriler  kullanilarak  yapilan  silit  {rlinlerinin;
antimikrobiyal aktivite, kolesterol diisliriicii etki, laktoz intoleransi
hafifletici  etki, immiin  sistemin  aktivasyonu, karaciger
rahatsizliklarinda olumlu etki, antikanserojenik etki, L (+) laktik asit
tretimi gibi bir ¢ok yararli etkisinin oldugu ¢ok sayida literatiirde
bildirilmektedir (Salminen et al., 1992; Hirayama and Rafter, 2000;
Saarela et al., 2000; Aimutus, 2001). Probiyotiklerin bir ¢ogu patojen
olmayan mikroorganizmalardir ve Laktobasiller, Bifidobakteriler ve
Enterokoklar gibi insanlarin sindirim sisteminde dogal olarak
bulunmaktadirlar (Gibson, 2002; Guslandi, 2003). Bazi probiyotik
tiriinler aktif bakteri tiirii olarak enterokoklari igerebilmektedir. Ornegin
ticari probiyotik bir iiriin olan Causido® kiiltiiri Enterococcus
faecium’u aktif bakteri tiirii olarak icermektedir (Lund et al., 2002).
Bilindigi gibi probiyotikler belirli seviyelerde ve siirelerde
yukarida deginilen olumlu saglik etkilerini meydana
getirebilmektedirler. Dolayisiyla probiyotiklerinin etkili olabilecegi
tilketim seviyelerinin tanimlanmasi gerekmektedir. Bu amagcla yapilan
calismalarin ¢ogunda probiyotik iirlinler icerdikleri canli bakteri sayisi
baz alinarak smiflandirilmiglardir. Ancak hala fizyolojik bir etkinin
olusabilmesi icin gerekli probiyotik tiiketim seviyesi hakkinda cok
fazla bilgi mevcut degildir (Sanders and Veld, 1999). Bu konuda ¢esitli
arastiricilar tarafindan 10°, 107 ve 10® cfu/g degerleri 6nerilmektedir
(Ishibashi and Shimamura, 1993; Gobbetti et al., 1998; Stanton et al.,
1998; Fonden et al. 2000; Godward et al., 2000). Genel olarak gida
endiistrisindeki Lactobacillus acidophilus, Bifidobakteriler ve diger
probiyotik mikroorganizmalarin uygulamalar i¢in 10° cfu/g seviyesi
onerilmektedir. Bifidobakteriler i¢in onerilen giinliikk minimum tiiketim
dozu 10%-10° canli hiicre, yada bir baska ifadeyle 10°-10” canli hiicre/g
bakteri iceren bir iirlinden en az 100 g tiiketilmesidir (Boylston et al.,
2004). Yine probiyotiklerin fonksiyonalitesi i¢in ince bagirsakta giinliik
olarak en az 10%10° canli bakteri bulunmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
Bu bilginin dogrulugu durumunda gercek toplam giinliik doz 10°-10"
canli probiyotik bakteri olmalidir. Ancak yapilan bir model ¢aligsmada,
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gastrointestinal sistemde toplam probiyotik bakteriden %10-40’nin
canliligini stirdiirdigi dikkate alinirsa (Sanders and Veld, 1999),
toplam tiiketim dozu, gastrointestinal sistemdeki canlilik seviyesi,
diskidaki canli probiyotik sayist gibi faktorlerin ¢cok yonlii olarak ayri
ayr1 irdelenmesi gerekmektedir.

Laktik Asit Bakterileri Endiistriyel Platformu Uluslararasi
Toplantist’nda sadece probiyotik ozellikleri gosterilmis olan bakteri
suslarinin gida katkis1 olarak kullanimlari onerilmistir (Guarner and
Schaafsma, 1998; Gardiner et al., 1999a). Yine FAO/WHO tarafindan
insan tiikketimi i¢in kullanilacak probiyotik mikroorganizmalarin sagliga
yararl etkilerinin gosterilmesi ve bunlarin GRAS (genel olarak giivenli
bilinen) statiisiinde olmas1 gerektigi bildirilmektedir (FAO/WHO,
2001). Ancak enterokoklar hala bir ¢ok kaynak tarafindan GRAS
statlistinde kabul edilmemektedir (Ross et al., 2002). Avrupa Birligi
Cerceve Programi kapsaminda yiiriitiilen “Gida Fermantasyonlarinda
Enterokoklar: Fonksiyonalite ve Gilivenlik Hususlart” konulu bir
arastirmada (FAIR-CT97-3078) yaklasik 400 enterokok’tan olusan bir
koleksiyon olusturulmus ve biyokimyasal karakterizasyon yapilarak sus
seviyesinde tanimlama gergeklestirilmistir. S6z konusu ¢alismada gida,
insan ve hayvan kaynakli izolatlarin ¢ogunlukla E. faecalis ve E.
faecium tiirlerini icerdigi goriilmiistiir. Arastirmacilar ilgili ¢alismanin
baslica sonucunun giivenlik ve fonksiyonalite ile ilgili 6zelliklerin susa
spesifik oldugu ve bu acidan gida ya da probiyotik preparasyonlarin
hazirlanmasinda kullanilacak enterokoklarin sus bazinda dikkatli bir
sekilde degerlendirilmesi gerektigini bildirmislerdir (Vancanneyt et al.,
2002).

Probiyotik bakteriler bir ¢ok peynir ¢esidinin iiretiminde
basariyla kullanilmaktadirlar. Peynirlere probiyotik bakterilerin
ilavesindeki basari; kullanilan tiir ve sus, tiretimde kullanilan laktik asit
bakterilerinin aktivitesi, peynir kompozisyonu, liretim ve olgunlagma
kosullar1 gibi faktorlere bagli olarak degismektedir. Enterokoklarin
cevre kosullarina oldukga direncli olmalar1 ve insan bagirsak florasinda
dogal olarak bulunmalar1 onlarin probiyotik {iriinlerin iiretiminde
kullanimlarint destekleyici unsurlardir. Ayrica enterokoklar bir c¢ok
gidada gida giivenliginin gelistirilmesi i¢in teklif edilen mikrobiyal
katkilardandir.  Antibakteriyel proteinler (bakteriosinler) iireten
enterokok suslar1 peyniri de igeren bir cok gida grubuna ilave
edildiginde bu gidalarda Listeria monocytogenes gibi gida
patojenlerinin gelisimini etkili bir sekilde engelleyebilmektedir.
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Genellikle enterokok’lardan E. faecium suslart gida
uygulamalarinda probiyotik amagli olarak en sik kullanilan tiirdiir
(Vael and Goossens, 2002). E. faecium suslarin yiiksek seviyede
bakteriosin iiretmesi ve insanlarda enterokoklarla ilgili olan
enfeksiyonlarin %80’ininde E. faecalis suslarinin tanimlanmasi bunun
onemli nedenleri arasinda  gosterilmektedir.  Enterokoklardan
E. faecium SF68 susunun diigiik pH’ya dayanikli, safra asitlerine
duyarsiz ve dis etkileri olduk¢a yiliksek seviyede tolere edebildigi
bildirilmektedir (Franz et al., 1999). Yapilan ¢alismalarda E. faecium
SF68 susunun c¢ocuklarda diyarenin Onlenmesi ve antibiyotik
kullanimina bagli diyarenin tedavisinde kullanimi ile ilgili yapilan
aragtirmalarda olduk¢a olumlu sonuglar verdigi de bilinmektedir (Franz
et al., 1999; 2003). Yine E. faecium PR88 susunun insanlarda kolitis
semptomlarin1  azalttigit ve probiyotik olarak faydalanilabildigi
belirtilmektedir (Gardiner et al., 1999a). E. faecium K77 Danimarka’da
ticari olarak bulunabilen ve starter kiiltiir olarak kullanim i¢in Onerilen
bir probiyotiktir (Graffa et al., 1997; Ross et al., 2002).

Peynirlerin geleneksel mikroflorasinda bulunan enterokoklarin
da ¢esitli probiyotik etkileri goriilebilmektedir. Saavedra et al. (2003)
ev yapimi bir Arjantin peyniri olan Tafi peynirinden 122 adet E.
faecium susunu izole etmistir. S6z konusu 122 sustan 9 susun kolesterol
disiiriicti 6zelligi oldugu, 6 susun bakteriosin iiretme kabiliyetinde
oldugu (bunlardan 2 susun anti-Listeria 6zelligi oldugu) ve probiyotik
olarak uygulamada kullanilabilecek bu suslarin viriilans 6zelligi
olmadig1 belirlenmistir.

Probiyotik etkili enterokoklarin peynir iiretiminde kullanimi
gerek insan sagligi gerekse iiriin kalitesinin arttirilmasi agisindan son
yillardaki popiiler yaklasimlardan biridir. Gardiner et al. (1999a),
Cheddar peynirinde probiyotik E. faecium’un (PR88 susu) gelisme
karakteristiklerini calismislardir. Calismada peynir siitiine 2x10” cfu/g
starter ilave edildiginde, ilave edilen mikroorganizmalarin 9 ay
olgunlastirma siiresince 3x10® cfu/g seviyelerinde canliliklarini
strdiirdiikleri tespit edilmistir. Calismada, olgunlasma periyodu
boyunca kontrol peynir ile PR88 susu ilave edilen peynir
karsilagtirildiginda PR88 susunun ilave edildigi peynirde proteolizin
arttign ve yiiksek seviyelerde koku-aktif ucucu bilesiklerin meydana
geldigi  goriilmistiir. Ayrica, PR88 susunun ilavesi peynir
kompozisyonuna ve peynirin duyusal 6zellikleri {izerine etki
etmemistir. Tekrar edilen ticari denemelerde, arastirmacilarca
probiyotik mikroorganizma ilave edilen peynirin aromasinin daha iyi
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oldugu bildirilmistir. Gardiner et al. (1999b) yaptiklar1 baska bir
caligmada gastrointestinal sisteme probiyotik bir bakteri olan
Enterococcus faecium’un Fargo 688® susunun tasmmasinda Cheddar
peynirinin uygun bir tastyici olarak kullanilip kullanilamayacagim
aragtirmuslardir. Arastirmada peynir siitiine 2x10'" cfu/g Enterococcus
faecium igeren kiiltiirden %0.01 (agirlik/hacim) oraninda, ve
Enterococcus faecium’un Fargo 688%° Rif' kiiltiriinden (hayvan
besleme caligmasinda sonradan yapilacak selektif sayim igin
kullanilmistir) % 2 oraninda ilave edilmistir. Fargo 688® susunun
Cheddar peynirinde 8°C’de yapilan 15 aylik depolamadan sonra 4x10°
seviyesinde canliligini siirdiirdiigii tespit edilmistir. Calismanin bir
parcast olarak yiriitiilen besleme denemesinde 8 domuz 21 giin
boyunca Cheddar peyniri ile 1.3x10' cfu/giin probiyotik bakteri
almiglardir. Besleme periyodu siiresince domuzlarin digkilarindaki
ortalama fekal probiyotik sayismin 2x10° cfu/g diski oldugu tespit
edilmigstir. Calismada elde edilen bu veriler gastrointestinal sisteme
canli probiyotik bakterilerin tasinmasinda Cheddar peynirinin oldukga
uygun bir ara¢ oldugunu gostermistir. Yine ¢alismada kullanilan
enterokoklarin peynirlerin kalite kriterleri iizerinde (aroma, lezzet ve
tekstiir) olumsuz bir etkisi goézlenmemis ve enterekok suslarmin
ilavesinin Cheddar peyniri aromasint gelistirdigi belirlenmistir. So6z
konusu probiyotik peynirin kontrol grubu ile karsilastirildiginda yiiksek
seviyelerde koku-aktif ugucu bilesik icerdigi GC/MS yontemiyle tespit
edilmis, yine HPLC ile yapilan analizde de serbest aminoasit
seviyesinin arttig1 belirlenmistir. Arastirmacilarca enterokoklarin
ilavesinin Cheddar peyniri aromasini gelistirmesi ve son {iriiniin
probiyotik 6zellik gdstermesi nedeniyle hem saglik agisindan hem de
ekonomik acidan daha avantajli oldugu belirtilmistir (Gardiner et al.,
1999b; Stanton and Ross, 2000).

Sonuc¢

Ozellikle son 5 yillik periyotta fonksiyonel gidalara olan
tiketici ilgisi ve buna bagli arastirma ilgisinin artmasi, probiyotik
Ozelliklere sahip olan enterokok suslarinin gidalara ilavesi fikrini
oldukca popiiler hale getirmis ve konu ile ilgili olarak yapilan
calismalardan olumlu sonuglar alinmistir. Bu sayede probiyotik iceren
peynirlerin basaril bir sekilde gelisimi hem siit iirlinleri {ireten firmalar
arasinda rekabetin olugsmasina hem de daha besleyici ve fizyolojik
kalitesi yiiksek siit iirlinlerinin miktarlarinin artmasina olanak
saglayacaktir. Genel olarak diinyanin gesitli bolgelerinde, degisik tip
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peynirlerin giinde en az bir defa tiiketildigi kabul edilirse ki cogunlukla
bdyledir, yiiksek tiiketim degerleri nedeniyle peynirlerin probiyotiklerin
tagiyicisi olarak kullanilmast olduk¢a 6nemli ve etkin bir yaklagim
olarak goriilmektedir. Eger probiyotik peynirler geleneksel peynir
yapim teknolojisinde higbir degisiklige gidilmeden yada c¢ok az bir
degisim ile tretilebilirlerse, bu durum ireticiler acisindan probiyotik
peynirlerin ticari olarak {iretimini cazip hale getirecektir.

Ozet
Enterokoklar bazi Avrupa iilkelerinde probiyotik olarak kullanilmaktadir.
Probiyotik olarak en ¢ok kullanilan tiir Enterococcus faecium iken bazi
preparasyonlar Enterococcus faecalis de igerebilmektedir. Ayrica enterokoklarin
biyolojik koruyucu kiiltiir ve olgunlagmayr hizlandirict ajan olarak kullanim
potansiyelleri de bulunmaktadir. Bu makalede enterekoklarin koruyucu kiiltiir ve
probiyotik olarak kullanimlar1 yeni bulgularin 151¢1nda degerlendirilmistir.

Anahtar sozciikler: Enterokok, olgunlagma, peynir, dogal koruyucu kiiltiir
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