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GIRIS

Biyoteknoloji biyolojik ajanlar araciligi ile mal ve hizmet uretmek uzere bilim ve muhendislik ilkelerinin birlikte uygulanmasidir. lnsanlar da dahil olmak uzere her cins biyolojik yasam seklinin temel yapi taslari hucrelerdir. Hucre bolunmesi sirasinda bolunen hucreye tamamiyla esdeger yeni bir hucre meydana gelir. Bolunme sirasinda meydana gelen olayin esasi ise ana hucrenin kendisine ait tum yapi ve islevlerinin yeni hucreye aktarilmasini saglayan bir kimyasal madde olusturmasina dayanmaktadir. Genetik bilgiyi kodlayan bu madde Deoksiribonukleik asit (DNA) olarak isimlendirilen dev bir makromolekuldur. Pratikte DNA olarak kisaltilan bu makromolekulun baslica iki temel islevi bulunmaktadir. Bu ozelliklerden birincisi kendisini eksiksiz bir sekilde kodlamasi yani benzerini cikarmasidir.

DNA makromolekulunun ikinci islevi ise ilgili bulundugu hucre ya da canlinin yapi ve karekterini belirlemesidir. Soz konusu edilen hucre ya da canlinin yapi ve karekterini belirlemesi ozelligi genler araciligi ile olur. Buna gore bir gen belli ozellikteki bir polipeptidin sentezini dogrudan ya da dolayli bir sekilde idare eden bir DNA kesididir. Anilan genlerin buyuklukleri yaklasik olarak 300-10000 yapitasi arasinda degismektedir.

Temelleri 1900'lerde Mendel yasalariyla atilan genetik biliminde son 1520 yil icinde kaydedilen cok hizli gelismeler ve bu gelismelerle ilintili olarak belirlenmis iki onemli bulgu olan, hucre fuzyonu ve rekombinant DNA teknolojisi calismalarindan elde edilen sonuclar laboratuvarlardan endustriye aktarilmaya baslanmistir.

Rekombinant DNA teknolojisi, biyoteknoloji dolayisi ile genetik biliminin onemli bir dalini olusturmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisi en genel anlami ile bir organizmaya ait olan onemli bir urunun veya faktorun sentezini kodlayan genlerin modern yontemler kullanilarak cikarilmasi ve bir araci vektorle birlestirilmesini izleyen asamada anilan ozelligin alici organizmaya aktarilmasi olarak tanimlanabilir.

Gen tasiyan DNA segmentlerinin bir vektor DNA'si ile birlestirilmesi asamasinda plazmid vektorler, faj vektorler, viral vektorler ve bakteriyel vektorler olmak uzere 4 tur tasiyici vektorden yararlanilmaktadir.

Kromozomlarin disinda, bakterilerin icinde bulunabilen, DNA yapisinda ve bulunduklari prokaryotik ve okaryotik organizmalarin ya da hucrelerin bazi ozelliklerini kontrol altinda tutan ve bu ozellikleri genetik olarak kodlayan cogu da dairesel sekilde ve alt yuzeyleri ile bakteri sitoplazmasmin bir noktasina tutunarak bakteri kromozomundan ayri bir bicimde bolunme gosteren elementlere plazmid adi verilir. Plazmidlerin buyuklugu 1-2 milyon daltondan 150 megadaltona kadar degismektedir.

Plazmidlerin hepsinde kendi replikasyonlarini saglayan genlerle birtakim fenotipik karekterisi yoneten genler bulunur: Bazi plazmidlerde ise bakteriden bakteriye kendi transferisrini saglayan transfer genleri bulunur. Bunlara Konjugatif Genler adi verilmektedir. Bu tur genleri bulundurmayan turlere ise Non' Konjuge Plazmidler denir. Non Konjuge Plazmidler ancak F faktorleri· nin de bakterilerde bulunmasi veya diger konjugatif plazmidleri araciligi ile harekete gecirilerek konjugasyonla baska bakterilere aktarilabilir ki bu olay Plazmid Mobilizasyonu olarak adlandirdmaktadir.

Plazmidlerin esas olarak birer genom olmalari nedeniyle icinde bulunduklan bakterilerde bazi ozellikleri yonetmeleri ve bazi fenotipik degisikliklere yol asmalari dogal bir olgudur. Ancak bir takim plazmid izolasyon yontemleri ile varliklari ortaya konmus fakat fenopitik islevleri henuz belli olmayan plazmidlerde mevcuttur ki bunlara Gizli Plazmidler denmektedir.

Bugune kadar bakterilerde plazmidlerin kodlari tespit edilmis olan fenotipik ozelliklerin bazilari su sekilde sayilabilir. Antibiyotiklere, agir metal iyonlarina ve ultraviyole isinlarina direnc ozellikleri; enterotoksin ve eksfoliyatif toksin, K88 ve K89 yuzeysel antijenleri, hemolizinler, proteazlar, bakteriyosinler, ureaz ve hidrojensulfur olusturmasi; laktoz, sakkaroz, rafinoz, sitrat metabolizmasinda etkinlik; kanfroktanol, toluen parcalanmasi ve ayrica azot fiksasyonu. Bu arada son yillarda elde edilen bulgular Staphylococ'larda pigment,.koagulaz ve fibrinozin olusturulmasi, Streptococ'larda serum oposite faktoru; M protein olusturma ve galaktoz, ksiloz gibi sekerlerin fermentasyonlari gibi ozelliklerin plazmidler tarafindan kodlandigini gostermistir:

Bir bakteride bulunan plazmidlerin sayisi buyuklugu ve nitelikleri uzun sure ayni kalir ve yavru hucrelere aynen aktarilir. Yavru hucrelere aynen aktarilan plazmid sablonunun epidemiyolojik arastirmalarda buyuk onemi bulunmaktadir. Kulture alinan bakteri hucrelerinin deterjanlarla muamele edilerek eritilmesi neticesinde DNA'lar aciga cikar. Aciga cikan DNA molekulleri Lizat ve agarozjel elektroforezinde islem gorunce plazmid DNA'lari molekul buyukluklerine gore ayrilirlar. Bu DNA molekulleri ozel boyalarla boyanip incelendiklerinde bakterilerin yapisinda bulunan plazmidler ozel bir gorunum verirler. Plazmid Parmak Izi adi verilen bu gorunumlerin birbirleri ile karsilastirilmasi neticesinde ayni kokenden gelen bakteriler tespit edilebilir ki bu olgunun ozellikle epidemiyolojik calismalardaki onemi buyuktur.

Plazmid denen olusumlar tek nukleik asitli olmalari, enfektif olmalari, bakterilerden ayri bir metabolizmalarinin bulunmamasi, buna karsilik icinde bulunduklari bakterilerin metabolizmalarina bagimli olmalari gibi ozellikleri nedeni ile virus ve bakteriyofajlara benzemelerine karsin birbirine temas eden iki hucreden aktarilma disinda bir yol ile, yani tekbaslarina hucreye yapisip aktarilamamasi gibi ozellikleri ile de ayrim gosterirler.

Plazmid DNA'larin izolasyonunda bugun bircok yontem kullanilmaktadir. Anilan yontemler arasinda;

a. Hizli yontemler

1. Alkali-Deterjan yontemi 

2. Kaynatma yontemi

b. Sezyumklorid ve Etidiyumbromidde ultrasantrifuj veya kolon kromotografisi ile plazmid DNA izolasyonu

c. Jel Elektroforezi ile plazmid DNA izolasyonu sayilabilir.

2.PLAZMÎDLERIN KODLADIGI OZELLIKLER

Bugune kadar Laktik Streptokoklarin genel olarak cok sayida plazmid icerdikleri saptanmasina karsin bunlardan sadece bir kisminin kodladigi ozellikler tam olarak tespit edilebilmistir. Yapilan calismalar spesifik plazmidler ve fenotipik karekteristikler arasindaki iliskinin spontan ya da kontrollu fermentasyonlar neticesinde plazmid azalmasina yol actigini gostermistir. Bazi plazmidlerin esas olarak kararsiz yapida olmalari ve daha onceden var olan bir ozelligin ani olarak ortadan kaybolmasi arasinda bir iliski olmadigi ifade edilmektedir. Ornegin Streptococcus lactis 713'nin 9.7 ve 18 Md. plazmidlerinin birtakim fonksiyonel islevlerden sonra bazi laktoz turevlerinden uzaklastigi gorulmus ancak bunu izleyen calismalar bazi hallerde laktozu fermente edebilen bakterilerinde anilan 2 plazmidi kaybettiklerini ortaya koymustur.

Sut teknolojisinde plazmidlerin, laktoz metabolizmasi, proteinaz aktivitesi, sitrat metabolizmasi, asetil glukozamin fermentasyonu, bazi kimyasal maddelere karsi dayaniklilik, antogonastik ozellikler, agglutinin ve laktoperoksidaz sistemlerine duyarlilik, ekzopolimer uretimi ve bakteriyofaj mukavemeti gibi ozellikleri kodladigi belirlenmistir.

Laktoz Metabolizmasi

Sut bilesiminde bulunan sut sekeri, sut asidi bakterilerinin etkisi ile sut asidine donusur. Bu donusum sute ilave edilen kultur bunyesinde yer alan mikroorganizmalarin meydana getirdikleri laktaz enzimi tarafindan saglanir. Laktozun mikroorganizmalarca asimile edilerek laktik aside donusturulmesi yogurt olusumunu saglamasi, peynir yapimi sirasinda pihtinin normal olarak suzulmesi, ozellikle kasar ve cheddar tipi peynir yapiminda, pihtinin parcalanmasindan haslama ve kaliplama devresine kadar gecen surede pihti asitliginin belli bir duzeye yukselmesi ve olgunlasmanin garantiye alinmasi gibi bir takim teknolojik faktorler nedeniyle buyuk onem tasir.

Nitekim bugun sut teknolojisi acisindan hayati oneme haiz laktoz metabolizmasinin starter kultur olarak kullanilan sut asidi bakterilerinin plazmid genleri araciligi ile kodlandigi iyi bilinen bir gercektir.

Konu ile ilgili olarak yapilan calismalar incelendiginde; McCay (1974, 1977, 1986) Streptococcus lactis'te “bulunan kromozom disi genlerle, Laktoz metabolizmasi arasindaki benzerligi ortaya koyarak laktozdan faydalanamayan turlerde bulunmayan bir 30Md plazmidini icerdiklerini saptamistir. Ayni kritere gore Smiley ve Fryder 1978 laktoz genlerinin ,S. lactis ML3, C10 ve M18 suslanndaki 33, 40 ve 45 Md plazmidleri ile S. lacti DR1251 susundaki 32 Md plazmidi, Lactobacillus helveticus subs. Juaurtj'deki 8, 2 Md plazmidlerinin buyuk benzerlik gosterdiklerini ortaya koymustur. Hofer (1977) aktriflavinle muamele edildiginde laktoz (-) variantlarin laktoz metabolizmasinda meydana gelen artisi Laktobacillus casei 1185' te mevcut sifrelenmis plazmidlerin bulunmasindan kaynaklandigi savi ile aciklamaya calismistir. Ayrica ,L. casei subs casei' nin 3 susunda bulunan 17, 5, 23 ve 36 Md plazmidlerinin laktozu fermente edici genleri tasidigi ifade edilmektedir.

S. Iactis subs diacetylactis 18-16' da laktoz metabolizmasinin 41 Md plazmidi ile turdes oldugu, ayrica hem plazmid hem·de laktozdan faydalanabilme ozelliginin bir laktoz (-) ture konjugasyon yolu ile transfer edilebilecegi Kempler (1979) tarafindan ortaya konmustur.

Bilindigi uzere Laktik Streptococ'lardaki laktoz metabolizmasi cok basamakli bir prosestir ve proseste gerekli olan tum genlerin plazmidlere kodlanmasi mumkun degildir. Komplementasyon denemeleri yardimi ile Andersen ve McCay (1977) S., cremoris BI. reversibl ve laktoz (-) turlerinin spesifik laktoz enzim bilesenlerini incelemislerdir. Bu calismada bu turlerin fosfotransferaz laktoz metabolizma sisteminin iki bileseni ve fosfo bD galaktosidaz geninin bazi kisimlarinin reversibl olarak laktozdan faydalanabilme islevi gordugu saptanmistir.

Sonuc olarak teknolojide saf kultur olarak kullanilan turlerin laktoz metabolizma sistemlerinin spesifik bilesenlerinin plazmidlere sifrelenmis olmasi, ayrica laktoz (·) turlerde mevcut olmamasina karsin D. galaktosidoz aktivitesinin bir plazmide sifrelenecegi olgusu sut teknolojisi acisindan cok buyuk onem tasimaktadir.

Proteinaz aktivitesi

Sut teknolojisinda saf kultur olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin ikinci temel islevi proteinaz enzimi yardimi ile proteinleri pepton, peptid ve aminoasit lere kadar parcalamasidir.

Daha sonralari proteinaz plazmidlerini belirlemek icin yapilan calismalarda bir cok gucluklerle karsilasilmis ise de McCay ve Baldwin (1974) S. lactis C2 susunun proteinaz negatif variantlarinda 10 Md. luk daha kucuk bir plazmide, yine ayni turun agaroz jel elektroforezi ile yapilan calismalarinda ise Klaenhammer (1978) 12,5 Md ve 18 Md. luk bir plazmide proteinaz faaliyetinin sifrelendigini ortaya koymuslardir. Ayrica ,S. lactis'in ML3, C10 ve M18 suslarinda 33, 40 ve 45 Md. luk plazmid kayiplarinin hem laktoz hem de protein metabolizma faaliyetlerinin kaybina yol actigi, S. lactis subs. diacetylactis DRC1'in laktaz ve proteinaz negatif turlerinde aktivitenin 32 Md. luk bir plazmide sifrelendigi yapilan calismalar neticesinde belirlenmistir (Gasson 1982-1983).

Son yillarda spontan olarak ya da laboratuvar duzeyinde yapilan calismalar laktoz ve protein metabolizma faaliyetleri ile ilgili karekterlerin birbirleriyle yakindan iliskili bazi durumlarda da ayni plazmidler uzerine kodlanabilecegini gostermistir.

Sitrat Metabolizmasi

Bazi sut mamullerinin uretiminde ve ozellikle tereyag endustrisinde tat ve aromanin olusmasinda sitratlardan meydana gelen diasetil, asetoin ve bazi ucucu maddeler buyuk rol oynar. Bu maddeler sut asidi ve limon asidinin bazi mikroorganizmalar tarafindan parcalanmasi sonucu meydana gelirler. Teknolojide bu amacla ,S. lactis subs diacetvlactis yaygin olarak kullanilmaktadir. Kempler ve McCay (19791981 ) Gasson (1984) sitratlardan diasetil ve asetoin uretemeyen S. lactis subs diacetylactis variantlarinin 5,5 Md. luk bir plazmidi icermedigini kaydetmislerdir. Arastiricilar anilan plazmidin kaybini spesifik olarak sitrat permeaz faaliyetindeki kayipla ozdeslestirmislerdir. Buna benzer boyutlardaki bir plazmid kaybinin baska bir S. lactis subs diacetylactis variantindaki sitrat metabolizmasma etkisinin incelendigi baska bir calismada ise sitrat negatif variantta 5,5 Md. luk bir plazmid bulunmasina karsin sitrat plazmidi uzerindeki bir nokta mutasyonunun metabolizma kaybina yol actigi kabul edilmistir.

N- Acetyl-D. Glukozamin Permentasyonu

N. Asetil D.Glukossaminidaz sutculukte ozellikle mastitisin bir gostergesi olarak kullanilan bir enzimdir. Mastitisli bir inek sutunde biri lokositlerden digeride meme dokusu hucrelerinden kaynaklanan N. asetil b.D glukosiminidaz enzim aktivitesinin de plazmidlerce sifrenebilecegi ortaya konmustur.

Smiley ve Fryder (1978) L. helveticus subs,jugurt'nin S36-2 susunun akriflavin uygulamasindan sonra yaklasik olarak o/a60'nin Nasetil D.Glukozamini fermente edemedigini ve laktik asit uretme yeteneginin azaldigini, asit uretebilme yeteneginin S13-8 susu ile ayni seviyeye geldigini saptamislardir. Aynca 536.2 turundeki bu fenotipikdegisimin 20' Md. lik plazmid kaybi ile iliskili oldugu, S13-8 susunda ise 18, 20 ve 25 Md. luk 3 plazmidin mevcudiyeti belirlenmistir. Bu bulgular neticesinde plazmidlerden birinin Nasetil Dglukozamin fermentasyonu ve laktik asit uretimiyle ilgili oldugu anlasilmistir.

Bazi kimyasal maddelere dayaniklilik

Sut asidi bakterilerinin asit ve aroma olusturma aktiviteleri uzerine etki yapan bir takim kimyasal maddelere dayaniklilik saglayan genler de plazmidler uzerinde sifrelenmistir. Efstathiou ve McCay (1977) konu ile iliskili olarak yaptiklari bir calismada ,S. lactis C2, ML3, C10 ve M18 suslarinin laktoz ve proteinaz negatif variantlari uzerine bir seri inorganik tuzun etkisini incelemislerdir. Calismada incelenen inorganik tuzlarin kendileri ve turevlerinin inhibitor etkileri arasinda bir farklilik olmamasina karsin laktoz pozitif turlerinin Na2HASO4, ve K2Cr04 e karsi daha dayanikli, Cu504 e ise daha duyarli oldugu ortaya konmustur. Elde edilen veriler dayaniklilik ve duyarlilik genlerinin laktoz plazmidleri uzerine kodlandigini gostermistir. Sutte Streptococ bakterileri uzerinde invivo kosullarda yapilan calismalar bakterilerde ilaclara dayaniklilik faktorlerinin bulunmadigini ortaya koymustur. Son yillarda invivo kosullar yerine cig sutten elde edilen izolatlarla yapilan en onemli calisma Dobrazinski (1982) tarafindan gerceklestirilmistir. Calismada laktik streptococlarin kanamisine karsi mukavemeti, ,S. lactis 71 susundan Bacillus subtilis MT120 susuna kanamisin belirleyici aktarilarak elde edilen plazmid DNA'sinin bir kez daha B. subtilise aktarilmasi neticesinde plazmid iceren kanamisin kolonlari ayrilmistir. Bu veriler S. lactis' teki plazmid DNA'si ile ilac mukavemeti arasindaki iliskinin onemli bir kaniti olarak gosterilmektedir.

Lactobasillerde ilaclara karsi dayaniklilik saglayan plazmidlerin tanimi ilk kez Ishiwa ve Iwata (1980) tarafindan yapilmistir. Arastiricilar Lactobacillus fermentum turunde tetrasiklin ve eritromisine karsi dayanikliligin 10x106 M. dal molekuler agirliga sahip plazmidler uzerine sifrelendigini kaydetmislerdir. Vescova ve arkadaslari (1982) L. acidophilus ile L. reuiteri’de ilaclara dayanikli plazmidler yaninda 8,5 ve 16,7 Mdal. luk kriptik plazmidlerin bulundugunu belirtmislerdir.

Antogonastik Ozellikler

N grubu streptokoklarin organik asitler ve hidrojen peroksitten baska nisin, diplokokin ve bakteriosin gibi bir takim inhibitor maddeler urettigi bir suredir bilinmektedir. Konu ile ilgili son bulgular bu inhibitor maddelerin plazmid DNA ile yakindan iliskili oldugunu ortaya koymustur. S. lactis'in sifrelenmis plazmidinin ticari onem tasiyan bir ozelliginin nisin uretimi oldugu spontan olarak ya da birtakim metabolizma denemeleri neticesinde ifade edilmistir. Sezyumklorur ve ethidiumbromit gradientlerinde isaretlenmis DNA ile (c.c.c.DNA) "S lactis'in 4 varyantinda nisin uretme ve laktozu fermente edebilme kabiliyeti incelenmistir. Yapilan calismada ccc. DNA ile bu aktiviteleri duzenleme kismen basarili olmus 8 nisin ve laktoz pozitif turun 6'sinin, 2 nisin ve laktoz negatif turun 1'inin ccc.DNA icerdigi gorulmustur. ccc.DNA'nin 2 turde. bulunmamasi ise kromozomal integrasyonunun bir gostergesi olarak kabul edilmistir (Kozak ve Dobrozanski 1974).

Sut asidi bakterilerinin diplokokin meydana getirmeleri ile plazmid DNA'si arasindaki olasi iliskiye ragmen Dip (-) variantlarinin Dip (+) fenotipine donusumleri arasindaki iliski ortaya cikarilamamistir. Yapilan calismalar neticesinde diplokokin uretiminin konjugasyon yolu ile tasinabildigi saptanmistir.

N grubu Streptokok bakterilerinin cogu bakteriosin benzeri inhibitor maddeler uretebilirler. Dobrazonski ve arkadaslarinin (1982) invivo kosullarda S. diacetylactis'in WMU susu uzerinde yaptiklari calismalar bakteriosin tipi maddelerin de konjugasyon yolu ile hucreden hucreye aktarildigini ortaya koymustur.

Gunumuzde bakterilerin nisin, diplokokin ve bakteriosin uretme kabiliyetinin plazmidlere tam olarak entegre edilemeyecegi, plazmid teknolojisinde kaydedilen ilerlemeler sayesinde belirlenmistir.

Agglutinin ve Laktoperoksidaz sistemlerine duyarlilik

Son yillarda sutun muhafazasinda calsmalar endojen antibakteriyel sistemler uzerinde yogunlastirilmistir. Bu endojen antibakteriyel sistemlerden birini olusturan (aktoperoksidaz sistem (LP) laktoperoksidaz enziminin hidrojenperoksit varliginda tiyosiyanat iyonlarinin okside edilmesine dayanmaktadir. Bu reaksiyonla olusan hiposiyanoz asit sutun pH derecelerinde disosiye olarak antibakteriyel etkili hipotiyosiyanat iyonlarina donusmektedir. Son calismalar; otoklavda sterilize edilmis sutlerde starter kulturler gelistirildigi zaman duyarli mutantlar meydana getirmelerine karsi bu mutantlarin LP sistemine dayanikli oldugunu ortaya koymustur. Ornegin Reither (1963-1984), S. lactis C10 susunun liyofilize kulturunun glukoz broth besi yerinde yapilan aktivasyon denemelerinde hucrelerin %47'sinin LP sisteme dayanikli %10'unun LP sistemine duyarli, %43'unun ise hem agglutinin hem de LP sisteme duyarli oldugunu belirlemistir. Arastirici denemede LP sisteme dayanikli varyantlarin inhibitorlerin parcalanmasini saglayan bir enzimi hucre yapisinda bulundurmalarina karsin ortaya cikan en buyuk sorun olarak dayanikli turlerin LP sistemine karsi stabil olmamalarini gostermistir. Arastirici ayrica LP antibakteriyel sistemin aktivitesini engelleyen enzim uretiminin ve agglutininlere dayanikli fenotipler meydana gelmesinin bir plazmid DNA molekulu uzerine sifrelendigini ortaya koymustur.

Ekzopolimer uretimi

Bu konuda yapilan calismalarda Ropy (Ipliksi) yapi olusturan Laktik Streptokoklardan S. cremoris turleri bir fermente sut icecegi olan Villi'den izole edilmistir. Ropy ve nonropy izolatlarin protein profilleri kiyaslandiginda nonropy variantlarda belli gruplarda azalma ve artis yaninda bazi yeni gruplarin meydana geldigi gorulmustur. Ayrica nonropy variantlar uzerine inkubasyon sicakliklarinin etkisi ile iliskili olarak yapilan calismalar plazmid DNA'nin ekzopolimer uretimi ile gorevli belli bazi proteinleri kodladigini gostermistir. Bununla beraber fermente sut mamullerinin uretiminde kullanilan cesitli turler tarafindan uretilen ekzopolimerlerin buyuk onemi dikkate alinarak DNA'si ile ropy fenotipi arasindaki iliskinin belirlenmesine yonelik calismalar henuz inceleme safhasindadir (Forseen ve Rounild 1973, Forseen ve Pakkild 1979).

Bakteriyofaj Mukavemeti

Sut teknolojisinde saf kultur adi verilen starter kulturlerin gelisimini kisa surede sona erdirerek, hucre zarlarini parcalayan ve bakteri virusu denilen bakteriyofaj enfeksiyonlarina karsi dayaniklilik plazmid DNA'lar uzerine sifrelenmistir. Faj dayanikliliginde etkili bir faktor olan restriksiyon ve modifikasyonun aktivitesini kodlayan plazmidler en belirgin ve acik olarak S. cremoris turlerinde gosterilmistir. Ayrica fajlara karsi tam ya da kismi dayaniklilik saglayan 30 ile 50 Mdal molekuler buyuklukteki plazmidlerin N grubu Laktik Streptokoklarin tumunde bulundugu belirtilmektedir (Sanders ve Klaenhammer 1981,1984; De Vos ve Underwood 1984).

3. GENETIK CALISMALAR VE SUT ENDUSTRISINDEKI POTANSIYEL UYGULAMALARI

Biyokimyasal ve fizyolojik calismalarla desteklenen genetik calismalar ozellikle son yillarda rekombinant DNA tekniklerinin kullanim olanaklarini artirmis bu da kultur kullanimini yayinlastirmak isteyen sut mikrobiyologlarina yeni bir cigir acmistir. Nitekim gelecekte endustride kullanilacak starter kulturler laktik asit bakterileri ile gidalarda kullanimina izin verilen diger bakterilerin plazmid DNA'larini icerecektir.

Bir peynir kulturunun en buyuk islevi istenilen oranda asit meydana getirebilme yetenegidir. Gelecekte laktoz metabolizmasini kodlayan genlerin manipulasyonunun stabilizasyon ve dengeyi saglayacagi ayrica bu niteligin faydali bakteri turlerini de stimule edecegi umit edilmektedir. Fajlara dayanikli kulturlerde laktoz kullanimini arttirarak dayanikliligi yukselteceklerdir.

Biyokimya ve genetik bilimleri uzerindeki gelismeler stabilizasyon ve proteolitik aktivitenin guclendirilmesi yolu ile olgunlasmamis sut mamullerinin daha hizli ve seri uretimini saglayacaktir. Olgun peynirlerde ise hem mevcut starter kulturlerin hem de starter olmayan proteolitik sistemlerin manipulasyonu yolu ile; acilik gibi kusurlarin gelismesini ve depolama maliyetlerini azaltici, hizlandirilmis olgunlasma uygulamalari artacaktir.

Tat ve aroma ureten bakterilerin sitrat genlerinin stabilizasyon ve manupilasyonu, karbondioksit uretimi olmaksizin diasetil uretiminin maksimize edilme olasiligini arttiracak ve peynirde aroma olusumunda potansiyel bir kaynak olusturacaktir.

Basit seleksiyon yontemleri fajlara duyarsiz turlerin gelisimine olanak saglamasina ragmen bu alanda genetik manipulasyon icin cok buyuk potansiyel bulunmaktadir. En azindan 3 plazmide kodlanmis faja dayanikli mekanizmalar gelistirilerek gelecekte gen sifreleme stratejileri bu ozelligi mevcut ya da yeni turleri arttirmak icin kullaniIacaktir.

· Laktik asit bakterilerinin inhibitor etkili maddeler uretimi, genetik calismalarda yararlanilabilecek duzeyde potansiyel bir kaynak olusturacaktir. Yuksek konsantrasyonlarda nisin uretebilen genetik manipulasyona ugratilmis turler peynir ve diger gidalarda· spor olusturan bakterilerin kontrolunde yarar saglayacaktir.

Laktik asit bakterilerindeki lizozim gibi antimikrobiyal etkili maddelerin genetik olarak sifrelenmesi gelecekte ilave antimikrobiyal katki maddelerine ve yuksek pisirme sicakliklarina cozum olarak kontrollu yeni hazirlama tekniklerinin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.

Sut endistrisinde fosfat iceren faj inhibitor ortaminda gelisebilen, iyonlara dayanikli, liyofilizasyon kosullarina toleransli starter bakterilerine ihtiyac duyulur. Bu amacla tek bir fermentasyon icin gerekli bir tek suslu kulturde anilan tum karekteristiklerin maksimize edilmesi arzu edilen bir ogedir. Bu amaca mevcut arastirmalarin devami ve molekuler biyologlar, mikrobiyal fizyolojistler ve sut teknologlari arasindaki siki isbirligi sayesinde ulasilabilecektir.

