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Nisin Ureticisi Lactococcus lactis subsp. lactis LL27 Susunun Beyaz Peynirde Listeria
monocytogenes’in Gelisiminin Engellenmesi Uzerine Etkisi

OZET

Bu arastirmada dort farkli Lactoccocus lactis subsp. lactis susu (LL2, LL23, LL9 ve LL27)
kullanarak {iiretilen beyaz peynirlerde 90 giin boyunca proteoliz ve lipoliz diizeyleri ile
Listeria monocytogenes’in kaliciligi incelenmistir. Elde edilen sonuglar, beyaz peynirdeki
proteoliz ve lipoliz diizeyinin susa bagli oldugunu gostermistir. L. lactis subsp. lactis LL23
ile yapilan peynirde kazein fraksiyonlarinin proteoliz diizeyi daha yiiksek bulunurken L. lactis
subsp. lactis LL27 ile tiretilen peynirde serbest yag asitleri (6zellikle orta ve uzun zincirli yag
asitleri) diizeyi ¢ok daha yiiksek saptanmistir. Farkli suslar kullanarak iiretilen peynirler
arasinda toplam bakteri sayis1 ve pH gelisimi agisindan 6nemli bir farklilik gézlenmemistir.
Bununla birlikte L. lactis subsp. lactis LL9 susu kullanilarak tiretilen peynirdeki laktik asit
diizeyi diger peynirlere oranla daha diisiik saptanmstir. Ote yandan beyaz peynir drneklerinde
90 giinliik depolama sonunda sadece L. lactis subsp. lactis LL27 susunun Listeria
monocytogenes’ in gelisimini inhibe ettigi belirlenmistir. Aragtirma sonucunda incelenen L.
lactis subsp. lactis suslarindan en az iki tanesinin (LL23 ve LL27) beyaz peynir iiretiminde
starter kiiltiir olarak kullanima uygun oldugu tanimlanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Beyaz peynir, L. lactis subsp. lactis, Lipoliz, Proteoliz, Nisin, Listeria

monocytogenes



The Effect of Nisin Producer Strain Lactococccus lactis subsp. lactis LL27 on the
Inhibition of Listeria monocytogenes in Beyaz Cheese

ABSTRACT

The development of proteolysis and lipolysis and persistence of Listeria monocytogenes in
white brined cheese made using four three wild-type strains Lactococcus lactis subsp. lactis
(namely LL2, LL9, LL23 and LL27) were monitored for a period of 90 days. Result obtained
indicated that develop ments of proteolysis and lipolysis in white-brined cheese were strain-
dependent. While the proteolytic degredation of casein fractions was more evident in the
cheeses made using L. lactis subsp. lactis LL23, the level of free fatty acids (especially
medium and long chain fatty acids) was much higher in the cheese produced using L. lactis
subsp. lactis LL27. No marginal difference was noted among the wild type strains in terms of
total bacteria counts and pH development. However in the cheese made using L. lactis subsp.
lactis LL9 the development of lactic acid was more limited compared to the other cheeses. On
the other hand, it was determined that only the strain LL27 was inhibited Listeria
monocytogenes in white-brined cheeses end of the 90 days period. To conclude at least two
of the wild-type strains of L. lactis subsp. lactis (LL23 and LL27) were found to be suitable
as, starter culture for white-brined cheese making.

Key Words: White-brined cheese, L. lactis subsp. lactis, Lipolysis, Proteolysis, Nisin, Listeria
monocytogenes
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1. GIRIS

Gida endistrisinde giivenli gida iiretimi ve liretim tasarimlar1 esastir. Son yillarda gida
tiretim teknolojilerinde ve gida giivenligi alaninda kaydedilen gelismelere ragmen, patojen
mikroorganizmalarla kontamine olmus gidalarin tiiketimi her gecen yil artmaktadir. Bu
durum insan sagliginin iizerine olumsuz etkilerinin yaninda, ekonomik olarak 6nemli
kayiplara da neden olmaktadir. Gidalardan Listeria’nin izolasyonu ve idendifikasyonu
yontemlerindeki ilerlemeler ve epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen sonuglar,
insanlarda 6nemli gida kaynakli enfeksiyon ve zehirlenme etkenlerinden birinin de Listeria
monocytogenes enfeksiyonlar1 oldugunu ortaya koymustur (Schlech 1988, Farber and
Peterkin 1991, Reij et al. 2004). Psikrofil bir mikroorganizma olan Listeria monocytogenes
buzdolabi sicakliginda gelisebilmesi nedeniyle 6ne ¢ikan bir bakteridir. Genellikle sporatik
olarak seyreden listeriozis etkeni olan Listeria’nin dogada yaygin olarak bulunmasi ve
toprak kokenli olmas1 gidalardaki kontaminasyon riskini artirmaktadir (Seeliger and Jones

1986, Clevaland et al. 2001).

Bircok iilkede yapilan epidomiyolojik ¢alismalarda 6zellikle Kuzey Amerika ve Avrupa
tilkelerinde goriilen listeriozis vakalarinin, pastorize siit, yumusak peynir ve diger siit
tiriinleri ile baglantili olarak ortaya ¢iktigi belirlenmistir. Ayrica, hayvansal gidalardan
kaynaklanan listeriozisin hamile kadinlarda diisiiklere, bagisiklik sistemi baskilanmig kadin
ve erkeklerde menenjite neden oldugu, 6liim riskinin de % 30 gibi yiiksek oranlara ulastigi
belirlenmistir. Bu yoni ile Listeria monocytogenes gida endiistrisinde ciddi endiseler
dogurmus ve hiikiimetlerin gida koruma yontemlerini sorgulamalarina neden olmustur

(Farber and Peterkin 1991, Zottola and Smith 1991, Bersot et al. 2001).

Listeriozis enfeksiyonlar1 hayvansal gidalar arasinda 6zellikle Listeria monocytogenes ile
kontamine peynir tiilketiminden kaynaklanmaktadir. Bu kontaminasyonun peynir yapimi,
olgunlastirilmasi, depolanmasi ya da nakledilmesi asamalarinda, basta sicaklik ve pH
olmak {izere degisik kosullara bagl olarak gergeklestigi, Listeria’ nin degisen diizeylerde
canli kalabildigi ve bu {iriinlerin listeriozis yoniinden potansiyel saglik riski olusturdugu

saptanmigstir (Maisnier-Patin et al. 1992, Bersot et al. 2001).

Biyoteknoloji alanindaki gelismelere paralel olarak, biyokoruyuculardan faydalanma

oranlar1 her gegcen giin artmaktadir. Biyokoruma ydntemleriyle hem gidanin depolama



Omrii hem de giivenilirligi artmaktadir. Biyokoruma yontemlerinden birisi de laktik asit
bakterileri veya bunlarin {iretmis olduklari antimikrobiyel bilesiklerin kullanilmasidir.
Laktik asit bakterileri bu amag¢ dogrultusunda starter kiiltiir, yardimer kiiltiir veya koruyucu
kiiltiir olarak gida endiistrisinde kullanim alan1 bulmuslardir. Laktik asit bakterileri organik
asitler, hidrojen peroksit, antimikrobiyel enzimler, alkol, diasetil, asetaldehit, reuterin,
karbondioksit ve bakteriyosinler gibi antimikrobiyel aktiviteye sahip metabolitlerin biri
veya birkacini lireterek diger mikroorganizmalarin gelisimini dnlemektedirler (O'Sullivan

et al. 2002,Carminati et al. 2004).

Bakteriler tarafindan iiretilen protein yapisinda antimikrobiyel bilesikler olan
bakteriyosinler, duyarli bakterilere kars1 bakterisidal veya bakteriyostatik etki
gostermektedirler. Dogal kaynakli olmalari, insan ve hayvan bagirsak sisteminde kolayca
pargalanmalar1 ve korunacak gidalarin fizikokimyasal yapilarinda herhangi bir degisime
neden olmaksizin gida kaynakli bozulma ve hastalik etmeni bakterileri inhibe etme
ozellikleri ile bakteriyosinler 6nemli biyokoruyucular arasinda yer almaktadirlar. Laktik
asit bakterilerinin bakteriyosinleri mikrobiyel gida bozulmalarini 6nleme ve gida kaynakli
patojen mikroorganizmalari inhibe etme potansiyeline sahiptirler. Gida katki maddesi
olarak kullanilmasima izin verilen ve ilk ticari kullanim olanagi bulunan bakteriyosin
Lactococcus lactis subsp. lactis tarafindan iiretilen nisindir (E234). Oldukg¢a genis bir etki
spektrumuna sahip olan nisin, FDA (Food and Drug Administration) tarafindan GRAS
(Insan ve hayvan tiiketiminde giivenilir ajan) metabolitler kapsamina alinmis ve gida
koruma ajani olarak belirlenmistir (Anonymous 1988a, Nel et al. 2004). Ayrica Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan gidalarda kullanimina onay verilmis tek bakteriyosindir
(Bouttefroy and Milliere 2000, Nel et al. 2004). Bugiin Tiirkiye de dahil olmak iizere
birgok lilkede gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir. 50 Avrupa iilkesi yaninda
Cin’de ve Amerika’da gidalarin korunmasi amaci ile nisin kullanilsa da iiretim maliyetinin
yiiksek olmasi nedeniyle, gida {ireticileri tarafindan smirli diizeyde tercih edilmektedir

(Cleveland et al 2001, De Vuyst and Leroy 2007, Bizani et al. 2008).

Yiiksek diizeyde antimikrobiyel aktivitesi yaninda, fiziksel ve kimyasal ajanlara karsi
gosterdigi stabilite, nisinin gida koruma ajani olarak kullanimini 6ne ¢ikarmaktadir.
Saflastirilmis ya da yar1 saflagtirilmis nisinin dogrudan gidalara ilavesi yaninda, fermente
gidalarin tliretiminde nisin {ireticilerinin starter kiiltiir olarak kullanimi iizerinde yogun

calismalar stirdiiriilmektedir.



Bu arastirmada dort farkli L. lactis subsp. lactis susu (LL2, LL23, LL9 ve LL27)
kullanarak {iretilen beyaz peynirlerde 90 giin boyunca proteoliz ve lipoliz diizeyi ile
Listeria monocytogenes’in inhibisyonu incelenerek s6z konusu suslarin endiistriyel

kullanim potansiyellerinin tanimlanmasi amaglanmaistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Lactococcus Cinsinin Genel Ozellikleri

Laktik asit bakterileri (LAB); Gram pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan, ¢ubuk ve
koklar seklinde, katalaz testi negatif, mikroaerofilik, aerotolerant, fakiiltatif anaerobik,
aside dayanikli, karbonhidratlart ve yiiksek alkolleri homofermentatif veya
heterofermentatif yolla fermente ederek baglica son {iiriin olarak laktik asit iireten
bakterilerdir. Gelisme ortamlarinda tek, ¢ift veya kisa zincirler halinde bulunup boyutlar
ortalama 0,5-1,5 um arasindadir. LAB’leri i¢inde yer alan cinsler Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus, Carnobacterium, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Tetragenococcus, Weissella, Vagococcus, Enterococcus ve Aerococcus’dur (Axelsson
1993, Stiles and Holzaphel 1997).

LAB’leri icerisinde yer alan laktokoklar, starter kiiltiir olarak fermente siit iirlinlerinde
yillardir kullanilmaktadir. Laktozu fermente ederek laktik asit olusturmaktadirlar. Ayrica
kazeini hidroliz (proteolitik aktivite) etme ve bakteriyosin iiretme aktivitesine de
sahiptirler. Bugiine kadar starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterileri arasinda
insanlarda kronik yada enfeksiyoz tipte hastalik etmeni sus tanimlanmamustir. Gida
endiistrisindeki dnemleri nedeniyle biyokimyasal ve genetik arastirmalarin odagi haline
gelen laktokok tiirleride evrimsel pozisyonlari ile patojenik cinslerden ayrilmaktadir

(Erlandson and Batt 1997).

Enzimatik analizler, % G+C oranlari, lipit ve lipotaykoik asit kompozisyonu, immiinolojik
karakteristikler ve 16S rDNA analizleri gibi taksonomik ¢alismalar sonucunda
Streptococcus ve Lactobacillus cinslerinin ortak 6zellik gosteren tiirleri Lactococcus cinsi
altinda toplanmistir. Katalaz negatif, mikroaerofilik ve N grup antijenik yapida tanimlanan
Lactococcus cinsi iiyeleri, genellikle hemolitik reaksiyon gostermezler. Ancak bazi L.
lactis subsp. lactis suslarinda zayif da olsa a-hemoliz goriilebilir. Bu bakterilerin en iyi
gelistigi ortam sicakligit 30°C° dir. Ayrica grup lyeleri 10°C’nin altinda, 45°C’nin
tizerinde, % 6,5 NaCl varliginda ve pH 9.6 ve iistiinde gelisme yetenegi gosteremezler
(Cizelge 2.1). Bu cins bes tiirden olusmaktadir. Bunlar: L. garvieae, L. piscium, L.
raffinolactis, L. lactis ve L. plantarum dur. Bu tiirler arasinda gida teknolojisi agisindan

Oonem tasiyan tek tiir L. lactis’dir. L. lactis’in iki alt tiirti (L. lactis subsp. lactis ve L. lactis



subsp. cremoris) ile bir biyovaryetesi (L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis) starter
kiltlir suslar1 olarak kullanilmaktadir (Axelsson 1993, Boumerdassi et al. 1997, Carr et al.

2002, de Vos and Hugenholtz 2004).

Cizelge 2.1. Laktokok tiirlerinin karakteristik 6zellikleri

L. lactis spp.
Test L. garvieae | Cremoris | hordniae | lactis L. piscium | L.plantarum | L. raffinolactis
40°C’de gelisim + — — + — — _

% 4 NaCl’de gelisim + — _ + ND + _
Arjinin hidrolizi + — + + — — —
Laktoz’dan asit + + — + + _ +
Mannitoldan asit + - - - + + ND
Raffinozdan asit - — — — + — +

Pirolidoniarilamidaz + - - — ND — —

+ : Pozitif reaksiyon; - : Negatif reaksiyon; ND: Belirlenmedi

LAB’leri fermente siit, et, meyve, sebze ve tahil iiriinlerinin iiretim ve olgunlastiriimasinda
onemli rol oynamalar1 nedeni ile gida teknolojisinde biiylik 6nem tasimaktadir. Cesitli
gidalarin bu yontemle muhafazasi en eski gida muhafaza metotlarindan birisi olarak kabul
edilmektedir. Giliniimiizde modern isleme ve koruma yontemleri gelistirilmis olmasina
ragmen, tiiketicilerin minimum miktarda islenmis gidalara yonelik tercihlerinin artmast
kimyasal koruyucularin gidalarda kullanimlarini kisitlamaya baglamistir. Kimyasal
koruyuculara kars1 giiclii bir alternatif olmalarindan dolay1, starter kiiltlir susu se¢iminde
antimikrobiyel aktivite Ozelligi gosteren LAB iiyelerinin tanimlanmasi kritik bir agsama

haline gelmistir (De Vuyst and Leroy 2007).

2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Urettigi Bakteriyosinler

2.2.1. Bakteriyosinlerin tarihgesi ve tanimi

[k kez Gratia (1925), E. coli V susunun, diger bazi E. coli suslarinin gelisimini inhibe
eden bir antibakteriyel madde iirettigini bildirmistir. Bu antimikrobiyel madde biiyiik
molekiiler agirliga sahip bir protein olarak tanimlanmis ve kolisin olarak adlandirilmistir.
Daha sonra 17 kadar kolisinin farkli E. coli tiirleri tarafindan iretildigi bulunmustur.

Bakteriyosinlerin ayni yada farkli bakteri grublari tarafindan sentezlenen yilizden fazla



¢esidi bulunmaktadir. E coli suslarinin yani sira Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc, Staphylococcus ve Enterococcus gibi birgok mikroorganizma bakteriyosin
tiretmektedir (Chen and Hoover 2003). Bakteriyosinler biyokimyasal 6zellikleri, molekiil
agirliklari, etki spektrumlari, etki mekanizmalari ve genetik yapilar1 bakimindan heterojen
bliyiilk bir sif olustururlar. Bakteriyosinler, polipeptip yapida olup bakteriyel
ribozomlarda sentezlenen, katyonik, genellikle diisiik molekiil agirliga (3-10 kDa) sahip,
pH araliklar1 genis, izoelektirik noktalar yiiksek, hidrofobik veya amfipatik antimikrobiyel
maddelerdir. Etki spektrumlar farklilik gosterse de bircok Gram pozitif bakteri ve yakin
suslar iizerinde antimikrobiyel aktiviteye sahiptirler (Klaenhammer 1993, De Martinis et

al. 2002, De Vos and Hugenholtz 2004).

2.2.2. Bakteriyosinlerin siniflandirilmasi

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler, molekiil biiyiikliigii kimyasal
yapilari, etki mekanizmalar1 ve 1s1 stabiliteleri temel alinarak dort sinifa ayrilmislardir
(cizelge 2.2 ). Ancak biyokimyasal 6zellikleri tanimlanmasi bakimindan daha ¢ok ilk ii¢
siif dikkate alinmaktadir (Klaenhammer 1993).

Siif I bakteriyosinleri, yapilarinda diger amino asitlere oranla daha c¢ok lantionin
icermeleri nedeniyle lantibiyotikler olarak adlandirilmaktadir. Bunlar, kiigiik molekiiler
agirlikli (<5 kDa) membran aktif peptitler olup, yapilarinda bilinen amino asitlerden farkl
olarak lantionin ve metillantionin amino asit tiirevleri igermektedir. Ayrica yapilarinda
biyokimyasal 6zelliklerini etkileyen dehidroalanin ve dehidrobutirin de bulunmaktadir
(Klaenhammer 1993, Twomey et al. 2002). Lantibiyotikler kimyasal yapilarina ve
antimikrobiyel aktivitelerine gore tip A ve tip B olmak iizere iki alt gruba ayrilmislaridir.
Tip A lantibiyotikler esnek, lineer, uzun ve net pozitif yiike sahip hidrofobik yapidaki
polipeptitlerdir. L. lactis tarafindan iiretilen laktisin 481 ve L. lactis subsp. lactis tarafindan
tiretilen nisin bu grubun en belirgin drnekleridir. Grubun diger iyeleri Bacillus subtilis
ATCC 6633 tarafindan iiretilen nisin benzeri peptit subtilin ve Staphylococcus epidermidis
tarafindan iiretilen epidermin, Pep5 ve epilansin K7’dir. Tip B lantibiyotikler globiiler
yapida olup yaklasik 2 kDa molekiil agirligina sahip yiiksiiz yada negatif yiikli enzim
inhibitorleridir. Rijit ve globiiler olan tip B lantibiyotikleri yaklasik 20 amino asit igerirler.
Tip B lantibiyotiklere sinnamisin, mersasidin, ankovenin, aktagardin Ornek olarak

verilebilir (Papagianni 2003, Koponen 2004, Bauer and Dicks 2005, Fontana et al. 2006).



Sinif II bakteriyosinlerinin Sinif I bakteriyosinlerinden farki lanthionin igermemelerinden
kaynaklanmaktadir. Diisiik molekiiler agirliklara sahiptirler (<10 kDa). Amfilik helikse,
degisik oranlarda hidrofobiteye, p-tabakali yapiya sahiptirler. Bu simniftaki  bazi
bakteriyosinler 100 °C’den 121 °C’ye kadarki sicakliklara kars1 dayaniklidir (De Martinis
et al. 2002, Fontana 2006). Smif II bakteriyosinleri 3 alt grup altinda toplanmaktadirlar:
Grup Ila Listeria’ya kars1 aktiftir. Ayrica icerdikleri peptid'in N-terminalinde Try-Gly-
Asn-Gly-Val-Xaa-Cys amino asit dizisini igermektedirler. Grup Ila bakteriyosinleri disiilfit
kopriileriyle bagli en az iki sisteine sahip sistibiyotiklerdir. Disiilfit baglar1 bu
bakteriyosinlerin aktivitesi i¢in ¢ok énemlidir. Ornek olarak; pediosin PA-1, pediosin AcH,
sakasin A, mezenterisin Y 105, kurvasin A, diversin V41 ve leusin A verilebilir. Grup IIb
bakteriyosinlerinin aktivite gosterebilmeleri i¢in genellikle iki farkli polipeptit
gerekmektedir. Bu polipeptidler tek tek aktivite gosterebilirler fakat etkin bir sekilde
calisabilmeleri i¢in ikisinin de aktif hale gelmesi gereklidir. Bu gruba laktasin F,
laktokoksin G ve M ornek olarak verilebilir. Grup Ilc bakteriyosinlerine tiol’la aktif edilen
peptitler denilmektedir. Bu grupdakilerin ¢ogu sistein amino asit dizisi igerirler ve
aktiviteri i¢in indirgenmis sistein dizilerine ihtiya¢ duyarlar. Asidosin B ve enterosin P en
bilinen iiyeleridir (Tagg et al. 1976, Klaenhammer 1993, De Martinis et al. 2002,
Papagianni 2003, Fontana et al. 2006).

Siif III bakteriyosinler biiyiikk molekiil agirliga sahip (>30 kDa), isiya dayaniksiz
proteinlerdir. Helvetisin J, helvetisin V-1829, asidophilus A, laktosin A ve B bu grubun
tanimlayict ornekleridir (De Martinis et al. 2002). Cizelge 2.2° de farkli siniflara ait bazi
bakteriyosinler ve iiretici mikroorganizmalar verilmistir (De Martinis et al. 2002, Chen and

Hoover 2003, De Vuyst and Leroy 2007).



Cizelge 2.2. Farkli siniflara ait bazi bakteriyosinler ve iiretici mikroorganizmalar

(Klaenhammer 1993, De Vuyst and Leroy 2007)

Bakteriyosin

Uretici Mikroorganizma

Simif I

TipA- lantibiyotik
Nisin

Lactococcus lactis

Laktosin S Lactobacillus sake
Epidermin Staphylococcus epidermidis
Gallidermin Staphylococcus gallinarum
Laktisin 481 Lactococcus lactis
TipB- lantibiyotik
Duramisin Streptomyces cinnamoneus
Mersasidin Bacillus spp.
Aktagardin Actinoplanes spp.
Ankovenin Streptomyces spp.
Simf I1

Sinif I1a
Lokosin A-UAL 87 Leuconostoc gelidum
MesenterisinY 105 Leuconostoc mesenteroides
Diversin V41 Carnobacterium divergens
Enterosin A Enterococcus faecium
Sakasin A Lactobacillus sake

Smuf IIb
Laktokoksin G Lactococcus lactis
Laktokoksin M Lactococcus lacti.
Plantarisin A Lactobacillus plantarum
Plantarisin EF Lactobacillus plantar.

Smif IlIc
Asidosin B Lactobacillus acidophilu.

Enterosin P
Enterosin B
Divergisin A

Enterococcus faecium
Enterococcus faeciu.
Carnobacterium divergens

Simif 111

Helvetisin J
Helvetisin V-1829

Lactobacillus helveticus
Lactobacillus helveticus




2.2.3. Bakteriyosinlerin biyosentezi

Bakteriyosinlerin gida endiistrisindeki kullanim alanlar1 ile 6nemleri arttikca arastiricilarin
dikkatleri tiretici suglarin genetik materyalleri {izerinde toplanmis ve genis bir sekilde ele
alinmistir.  Bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenmektedir. Ancak smif 1
bakteriyosinlerin aktif formunun olugsmasi i¢in post-translasyonel modifikasyona
ugramalar1 gerekmektedir. Bakteriyosin liretimini kodlayan genler kromozom, plazmid
yada transpozonlar iizerinde yer alabilir. Operonda bakteriyosinin yapisal geni, bagisiklik
geni, bakteriyosinin olgunlagmasi, islenmesi, tasinmasi ve regiilasyonunu saglayan genler
bulunmaktadir. Cogu bakteriyosinin yapisal genleri operona benzer bir yapir gosterir
(Klaenhammer 1993). Gram pozitif bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin
sentezlenebilmesi i¢in dort farkli gene ihtiyag vardir: (I) prepeptidi kodlayan yapisal gen,
(I) immiinite geni, (III) ABC tasiyicisimt kodlayan gen ve (IV) bakteriyosinin disari
tasinmasinda gerekli olan aksesuar proteinini kodlayan gen (Garneu et al. 2002, Chen and

Hoover 2003).

Bakteriyosinler, yapisal genler tarafindan prepeptit olarak kodlanmaktadir. Bu peptit, bir
N-terminal uzantis1 veya lider dizisiyle baslayan olgun bakteriyosinin 6n maddesidir.
Prebakteriyosinler biyolojik olarak inaktif olup N-terminalinde lider peptit ve C-—
terminalinde propeptit igermektedirler. Propeptit domain lider peptidin proteolitik
parg¢alanmasindan sonra aktiflesir ve ardindan modifikasyon islemlerine ugrayarak olgun
bakteriyosine doniigiir. Lider peptit genellikle net negatif yilike sahiptir. Lider peptidin
gorevleri; (I) Uretici bakteriyi yiiksek konsantrasyondaki intraseliiler bakteriyosine karst
korumak, (IT) biyosentezde prepeptidin olgunlagsmasini ve tagima proteinlerine yonelmesini
saglamak ve (III) propeptidin domaini ile reaksiyona girerek enzim—substrat interaksiyonu
icin uygun konformasyonun olusmasini saglamak olarak tanimlanmistir (Sahl et al. 1995,

McAuliffe et al. 2001, Rodriguez et al. 2003).

Sinif I bakteriyosinlerin biyosentezi, sinif II ile sinif III bakteriyosinlerin biyosentezi ile
tiretim asamalar1 bakimindan aynidir. Yanliz smif I bakteriyosinlerin aktiflesmesi icin
propeptidin  post-translasyonel = modifikasyona ugramasi  zorunludur. Propeptit
(prebakteriyosin) sentezlendikten sonra dehidrasyon ve ¢apraz baglanma (kimyasal
modifikasyon) reaksiyonlarina ugramakta ve bunun sonucunda anormal amino asitler

(lantibiyotikler, dehidreamino asitler vb.) olugmaktadir. Siuf II ve smf III



bakteriyosinlerin biyosentezinde propeptidin kimyasal modifikasyonlara ugramasina gerek
yoktur. Smf II ve simf III bakteriyosinlerin {i¢ bilesenli regiilatdr sisteminden biri olan
indiiksiyon faktorii (IF), membranda bulunan histidin protein kinaz (HPK) enzimini uyarir.
Bu uyarmin ardindan HPK enzimi de sitoplazmada bulunan yanit regiilatoriinii (RR)
fosforilize ederek bu uyariyr hiicreye iletir ve bdylece biyosentez baslatilmis olur
(Montville and Winskowski 1997, Ishizaki et al. 1999, Ennahar et al. 2000, Isleroglu ve
ark. 2005). Sentezlenen prebakteriyosinin hiicre digina tasinmasi islemi membrana bagh
olan iki protein (ABC-tasiyict ve aksesuar proteini) tarafindan gerceklestirilir. ABC-
tastyicilarinin N-terminal ve C-terminal bolgeleri yapisal olarak farkli olup C-terminal
kismi1 ATP-baglama bolgesini icerirken, N-terminal bolgesi hidrofobik yapida olup proteaz
aktivite 6zelligine sahiptir. Proteaz aktivitesi prebakteriyosini C-terminalindeki ¢ift glisin
motifinden pargalayarak lider peptidi uzaklagtirmaktadir. Sonugta lider peptit
uzaklagmakta ve olgun bakteriyosin sitoplazmik membrandan disariya taginmaktadir.
Bakteriyosinlerin tasinmasinda aksesuar proteinleri rol oynamaktadir. Aksesuar
proteinlerinin membran translokasyonunu tesvik ettigi ve lider peptidin islenmesinde rol
oynadigr belirtilmektedir (Klaenhammer 1993, Havarstein et al. 1995 Montville and
Winskowski 1997, Ishizaki et al. 1999, Ennahar et al. 2000, Rodriguez et al. 2003,
Isleroglu ve ark. 2005).

Immiinite proteinlerini kodlayan genler diger bakteriyosin yap1 ve islem genlerine genetik
benzerlik gosterir. Yapisal bakteriyosin geni ve immiinite geninin ayni operonda
bulunmasi ve genellikle bir birini takip etmesi yaygindir. Lantibiyotik iiretici bakterilerin
kendi bakteriyosinine karst immiinitesinin ilk dnce bir immiinite geninden kaynaklandigi
distiniilmiistiir (6rnegin nisin igin nisl, subtilin i¢in spal). Fakat diger genlerin
silinmesininde konak immiinetisini degistirdigi goriildiigiinden beri bu bakteriyosinlerin
immiinitesinin birgok proteinin etkisinin bir sonucu oldugu kararina varilmistir. Ornegin;
nisin {iretmeyen nisin direngli L. lactis suslarinin Nisl proteinini kodlayan genetik
elementleri yoktur. Fakat nisF, nisE ve nisG’ye benzer dizileri vardir. Belirtilen genlerin,
bu suslar1 nisine karsi direncine yardim ettigi kabul edilmektedir. nisG’nin silinmesi
hiicreleri nisine kars1 daha az direngli hale getirmektedir (Cleveland et al. 2001, Savagado

et al. 20006).

Lantibiyotik olmayan bakteriyosinlerin immiinitesi ise daha basittir. Immiinite proteinini

bir gen kodlamaktadir. Immiinite proteinleri iiretici bakteriyi kendi bakteriyosinine kars
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tamamen, diger bakteriyosinlere kars1 kismen korumaktadir. Iimmiinite proteinleri arasinda
amino asit dizi benzerligi diisiikk olmasina karsin ortak bazi 6zellikler tasimaktadirlar.
Bunlar katyonik ve hidrofilik molekiiller olup a-heliks yapisina sahiptirler. Transmembran
bolmelerine (hidrofobik) sahip olmamalar1 bunlarin hem hiicre disina salgilanabildiklerini
hem de hiicre i¢inde kalabildiklerini gostermektedir (Jack et al. 1995, Montville and
Winskowski 1997, Ishizaki et al. 1999, Ennahar et al. 2000).

Hiicre mebraninda gézenek (por) olusturan bakteriyosinlere (6rnegin nisin ve pediosin)
karst immunite birkag degisik yolla saglanabilir. Immunite proteini bakteriyosinin
membrana adsorpsiyonunu Onleyebilir, membrana adsorbe olan bakteriyosini dis ortama
geri gonderebilir veya bakteriyosini hiicre i¢ine alinarak parcalayabilir (Ering ve ark. 2006,

Bizani et al. 2008).

2.2.4. Bakteriyosinlerin antimikrobiyel etki mekanizmasi

LAB bakteriyosinleri duyarli bakterilerin sitoplazmik memranina etki gosteren peptitlerdir.
Duyarli bakterilerin hiicre membraninda porlar olusturarak membran gecirgenligini
degistirir. Buna bagl olarak hedef hiicreden K" iyonu ve ATP bilesiklerin sizmasia neden

olurlar. Bunun sonucunda transmembran potansiyeli (A¥)ve pH gradyentinin (ApH)

kismen veya tamamen yok olmasi ile proton itici giicii (PMF) ortadan kalkmaktadir. PMF,
hiicre i¢inde iyonlarin ve metabolitlerin birikmesi ile ATP sentezi gibi sitoplazmik
membranda enerjiye bagli bir¢ok hayati islemleri yiiriitmektir. PMF’nin yok olmasi veya
bozulmasi ATP’nin kaybina, besin maddelerinin aktif transportla taginamamasina, hiicre
ici pH degerinin korunmasinda rol oynayan K ve kofaktor olarak rol oynayan Mg”*
iyonlarinin hiicre digina akigina ve duyarli bakterinin enerji rezervlerinin tiikenmesine yol
acar. Buna paralel olarak DNA, RNA ve protein gibi makromolekiillerin sentezi azalarak

bakterilerin inhibisyonuna ve dliimlerine sebep olmaktadir (Bauer and Dicks 2005).

Bakteriyosinlerin duyarli hiicreler {izerindeki etkisi iki asamal1 bir siirectir. ilk asamada,
bakteriyosinler konak bakterilerin hiicre duvarlarindaki spesifik yada spesifik olmayan
reseptorlere tutunmaktadir. Geri doniisiimsiliz ikinci asamada ise, her bir bakteriyosin,
spesifik hedef hiicresinde patolojik degisimler meydana getirmektedir. Gram pozitif

bakterilerin iirettigi bakteriyosinlerin bu sekilde olan etki mekanizmasi, LAB
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bakteriyosinlerinde biraz farklilik gostermektedir. Bunlarin Gram pozitif bakterilere
tutunmasi spesifik degildir. Diger bir ifade ile, hem duyarli hem de dayanikli hiicre
ylizeylerine tutunduklar1 gézlenmistir. LAB bakteriyosinlerinin hiicre duvarma spesifik
olmayan bir tutunma egilimi gostermelerinin, spesifik reseptorlerin varligini gizleyebilen
hidrofob nitelikteki yapilar1 ile baglantili olabilecegi 6ne siiriilmektedir (Bhunia et al.

1991, Koponen 2004, Pongtharangkul and Demirci 2006).

Bakteriyosinlerin duyarli hiicrelerin sitoplazmik membraninda por olusturmalar1 “Barrel-
Stave”, “Wedge-Model” ve “Lipit Model” olmak iizere 3 model ile agiklanabilir. Barrel-
Stave mekanizmasinin membranda por olusumunu; bakteriyosinlerin katyonik yiik tasiyan
C-terminalinin fosfolipitlerin negatif ytiklii bolgesi ile elektrostatik interaksiyona girmesi
seklinde aciklanmaktadir. Membran potansiyeli varliinda membran igine girerek
oligomerize olmakta ve membranda iyonik por olusturmaktadir. Peptitler merkezi kanalin
etrafina dizilmekte ve hidrofobik yiizeyler membrana dogru, hidrofilik ylizeyler ise porun
merkezine dogru yonelmektedir (McAuliffe et al. 2001, Kopenon 2004, Hamon et al.
2006).

Wedge modelinde bakteriyosinlerin pozitif yiiklii C-terminali anyonik fosoflipitlerle
elektrostatik olarak interaksiyona girip membran yiizeyine sikica tutunmakta ve lipit
dinamiginin bozulmasina neden olmaktadir. Bakteriyosin molekiilleri anyonik
fosfolipitlerle interaksiyon halindeyken membran igine girerek membranda biikiilmelere ve
dolastyla porlarin olusmasina yol agmaktadir (Kopenon 2004, Bauer and Dicks 2005,
Ireton 2007).

Lipit II modeline gdre por olusumunda ise bir peptidoglikan dnciisti olan lipit IT 6nemli bir
rol oynamaktadir. Bu modelde bakteriyosin ilk olarak 1:1 oraninda lipit II nin karbonhidrat
kismina baglanmaktadir. Bakteriyosinin N-terminal kism1 bu baglanmada rol oynamakta
ve negatif bir ylizey gerekmemektedir. Lantibiyotigin C-terminali membran igine girip
membranin karsi tarafina gegmektedir. Por olusumu icin birkag bakteriyosin/lipit II

kompleksi gereklidir (Kopenon 2004, Papagianni et al. 2007).
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2.2.5. Bakteriyosinlerin antimikrobiyel etki spektrumlari

LAB’lerinin iirettikleri bakteriyosinler genellikle Gram pozitif bakteriler iizerinde inhibitor
aktivite gosterirler (Jack et al. 1995). Ancak son zamanlarda Gram negatif bakteriler
tizerinde inhibitor etkiye sahip bakteriyosinler de tespit edilmistir (Lee and Paik 2001, De
Kwaadsteniet et al. 2005). LAB’ lerinde en iyi tanimlanmis ve en yaygin kullanim alanina
sahip bakteriyosin, bazi1 L. lactis subsp. lactis suslar1 tarafindan iiretilen nisindir. Nisin,
aralarinda Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Micrococcus, Staphylococcus, Clostridium ve Listeria cinslerinin de dahil oldugu birgok
tiire kars1 aktivite gosteren genis etki spektrumuna sahip bir bakteriyosindir. Ancak Gram-
negatif bakterilere karsi etkili degildir. Dig membranini uzaklastirilmis veya zarar gérmiis
(EDTA ile muamele edilmis, 1s1 soku veya soguk soka ugramis) Gram negatifler tizerinde
inhibitor etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Liu and Hansen 1990, Schved et al. 1994,
Hauben et al. 1996, De Kwaadsteniet et al. 2005).

Pediosin AcM Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc ve Enterococcus’ un
bazi tiirlerine karsi inhibisyon etkinligi gosterirken Salmonella Typhimurium, E. coli ve

Aeramonas hydrophila ya kars1 etkili olmadig1 saptanmistir (Kwon et al. 1997).

L. lactis subsp. lactis CNRZ481 tarafindan tretilen laktisin 481’in diger laktokoklara,
Lactobacillus, Leuconostoc ve Clostridium tyrobutyricum’a karst bakterisidal etki

gosterdigi belirlenmistir (Carolissen-Mackay et al. 1997).

L. lactis subsp. cremoris R’nin tirettigi laktokoksin R’nin inhibitér spektrumunun genis ve
Staphylococcus, Listeria, Bacillus, Micrococcus, Enterococcus, Lactobacillus,
Streptococcus ve Pediococcus’un bazi tiirlerine karsi inhibitor etkiye sahip oldugu

gozlenmistir (Yildirim and Johnson 1998).

Bulgaristan’da firetilen bozadan izole edilen L. lactis subsp. lactis B14’{in irettigi
bakteriyosin laktis B14’{in baz1 Lb. plantarum, Lb. casei subsp. casei, Lb casei subsp.
pseudoplantarum, Lb. delbrueckii spp. delbrueckii, Lb. delbrueckii spp. delbrueckii, L.
lactis subsp. lactis, Listeria innocua, Leuconostoc dextranicum, Pediococcus pentosaceus,
L. monocytogenes, E. coli tiir ve suslar1 {izerinde inhibitor etkiye sahip oldugu, ancak P.

fluorescens, Yersinia enterocolitica, Citrobacter freundii, Klebsiela pneumoniae,
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Clostridium sporogenes ve Cl. butyricum’a karst inhibitor etkiye sahip olmadigi

belirlenmistir (Ivanova et al. 2000).

L. lactis NK24 tarafindan firetilen laktisin NK24’in ¢ogu LAB’lerine karsi genis bir
antimikrobiyel spektruma sahip oldugu, Gram negatif bakterilerden E.coli KCMM32396
ve Pseudomanas aeruginosa ATCC15442°nin gelisimlerin inhibe ettigi ve bunun yaninda

mayalara kars1 hicbir intibitor etkiye sahip olmadig1 gézlenmistir (Lee and Paik 2001).

L. lactis subsp. lactis CCM tarafindan iretilen bakteriyosinin test edilen tiim L.
monocytogenes tiirlerine kars1 inhibitor aktiviteye sahip oldugu ancak Micrococcus flavus,
L. lactis subsp. lactis biov. diacetylactis ve Bacillus tiirlerine karsi inhibitoér etki

gostermedigi belirlenmistir (Benkerroum et al. 2002).

Rigouta peynirinden izole edilen L. lactis MMT24 tarafindan iretilen laktokoksin
MMT24’in Lactobacillus spp. ve L. lactis’e karsi inhibitor etki gosterdigi, peynirde
bozulma etmeni ve fermantasyon siireclerinde yaygin bir kontaminant olan E. feacalis ve

E. faecium’a kars1 aktivite gostermedigi belirlenmistir (Ghrairi et al. 2005).

L. lactis subsp. lactis IPLA 729 tarafindan iretilen nisin Z’ nin dar bir antimikrobiyel
aktiviteye sahip oldugu ve sadece Gram pozitif bakterilerden birkag tiir ve susu iizerinde

inhibitor etki gosterdigi bildirilmistir (Rodriguez et al. 2003).

E. mundtii ST15 tarafindan iiretilen bakteriyosinin hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakteriler lizerinde etkili oldugu ortaya konmustur. S6z konusu bakteriyosinin test edilen
Lactobacillus, Enterococcus, Bacillus, Propionibacterium ve Clostridium’un bazi suslari
ile Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus,
Streptococcus pneumoniae ve Str. caprinus’un gelisimlerini inhibe ettigi tanimlanmigtir
(De Kwaadsteniet et al. 2005).

Lb. plantarum ST23LD ve ST341LD, E. faecium ST311LD ve Leu. mesenteroides subsp.
mesenteroides ST33LD tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin bazi Gram pozitif bakterilere
(E. faecalis, Lb. casei ve Str. pneumoniae) ve Gram negatif bakterilere (E. coli ve P.

aeruginosa) kars1 inhibitor etki gosterdigi saptanmustir (Todorov and Dicks 2005).

14



Yapilan bir ¢alismada, bozadan izole edilen Lb. plantarum, Lb. pentosus, Lb. rhamnosus
ve Lb. paracasei tiirlerinin tirettigi bakteriyosinlerin Lb. casei, E. coli, P. aeruginosa ve E.

feacalis’e kars1 aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Todorov and Dicks 2006).

Boza’dan izole edilen Lb. plantarum’un JW3BZ ve JW6BZ suslar ile Lb. fermentum’un
JWI11BZ ve JW15BZ suslarinin iiretmis olduklar1 JW3BZ, JW6BZ, JIW11BZ ve JW15BZ
bakteriyosinlerinin Gram pozitif bakteriler iizerinde genis bir inhibitor etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Ayrica bakteriyosin JW15BZ’nin Gram-negatif bakterilerden Klebsiella
pneumoniae’ya karsi aktif oldugu da belirlenmistir (Von Mollendorff et al. 2006).

Lb. plantarum AMA-K tarafindan iretilen bakteriyosin AMA-K’nin bazi Gram pozitif
bakterilerden Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus ile Gram negatif bakterilerden E.
coli ve K. pneumoniae’ya kars1 inhibitor etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Todorov et al.
2007).

LAB bakteriyosinlerinin Gram negatif bakterilere kars1 inhibisyon etkisi, zarar gérmemis
hiicreler i¢in halen tartismali bir durumdur. Ancak bu grup bakteriyosinlerin biiyiik
cogunlugunun konak hiicrelere karsi spesifik olmayan bir baglanma gostermesi, S6z
konusu etkinligin miimkiin olabilecegi yonilinde degerlendirilmektedir (De Vuyst and

Lerey 2007, Akkog et al. 2009).

2.2.6. Nisin

Nisin, lantibiyotik smifinin en iyi tanimlanmis tyesidir. L. lactis subsp. lactis’ in bazi
suslar tarafindan iretilen ve ribozomlarda kodlanan peptit yapisindaki bakteriyosindir.
Nisin 1947 yilinda Mattick ve Hirsch tarafindan tanimlanarak adlandirilmistir. Molekiil
formiilii Ci43H230N42037S7 ve molekiil agirligi 3354,25 Da’dir. Olgun bakteriyosin
yapisinda 34 adet amino asit bulunmaktadir (Sekil 2.1). Bu amino asitlerden 8 tanesi
kiikiirt icerir ve en Onemlisi lantiyonin ve 3-metil lantiyonin’dir. Bu amino asitlerin
yaninda dehidroalanin ve dehidrobutirin gibi diger amino asit kalintilarin1 da igermektedir
(Bruno et al. 1992, Wessels et al. 1998). Nisin, kuru formda 6zelligini yitirmeden yillarca
kalabilir. pH 2,0-10,0 gibi genis pH araliginda stabildir, diisik pH’ 11 cozeltilerde
kolaylikla ¢oziiliir, 121 “C’de 15 dakika 1s1l isleme dayanikli, a-kemotripsin ve proteinaz K
uygulamasina kars1 ise duyarhidir (De Vuyst and Vandamme 1994, Zendo et al. 2003).
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Nisinin; nisin A, nisin Z ve son yillarda izole edilen nisin Q olmak {izere ii¢ dogal varyanti
bulunmaktadir (Zendo et al. 2003). Nisin A ve nisin Z, polipeptidin 27. pozisyonundaki bir
amino asitin farklilasmasi sonucu olusur. Eger bu pozisyondaki amino asit aspartik asit ise
Nisin Z, histidin amino asiti ise Nisin A olarak adlandirilir. Nisin A ve nisin Q, polipeptit
zincirindeki dort amino asitin degisimi sonucu farklilasmistir. Nisin Q, nisin A’dan;
polipeptidin 15. pozisyonundaki alanin yerine valin, 21. pozisyonundaki metiyonin yerine
16sin, 27. pozisyonundaki histidin yerine asparajin ve 30. pozisyonundaki izoldsin yerine
valin amino asitlerini i¢cermesi ile ayrilmaktadir. Nisin A ile nisin Q arasinda tanimlanan bu
farkliliklar, 27. pozisyonda yer alan asparajin harig, nisin Z ile nisin Q arasinda da ortaktir

(Zendo et al. 2003, Koponen 2004).

Sekil 2.1. Nisinin Primer Yapis1 (Koponen 2004)
Dha = dehidroalanin, Dhb = dehidrobutirin, Abu = a-aminobutirik asit, Ala-S-Ala = mezo-
lantiyonin, Abu-S-Ala = threo-metillantiyonin ve diger L-amino asitler (izoldsin, Alanin,

Losin, Prolin, Glisin, Lizin, Metiyonin, Asparagin, Serin, Histidin, Valin)
L. lactis subsp. lactis suslari tarafindan iretilen nisin, letal etkisi ve genis aktivite

spektrumu nedeniyle en ¢ok calisilan ve halen dogal gida koruyucusu olarak kullanimina

izin verilen tek bakteriyosindir (Hurst 1981, Delves-Broughton et al. 1996, Zendo et al.
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2003, Samelis et al. 2005). Nisin ilk olarak peynirlerde koruyucu olarak kullanilmig ancak
sadece peynirlerle sinirli kalmayip diger siit iirlinleri, et, kanath ve deniz iriinleri gibi
cesitli gidalarda, biyokoruyucu olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu bakteriyosin, L. lactis
subsp. cremoris gibi yakin akraba tiirlere ilave olarak, Corynebacterium, Lactobacillus,
Listeria, Micrococcus, Mycobacterium, S. aureus ve Streptococcus tiirlerinin de dahil
oldugu genis bir konakc¢1 spektrumunda inhibisyon etkisi gostermektedir (Mohamed et al.

1984, Noonpakdee et al. 2003, Samelis et al. 2005).

Yapilan ¢alismalarda nisinin sitratlar, etilen diaminotetraasetik asid gibi selat ajanlariyla,
ayrica, sodyum laktat, lizozim, EDTA, NaCl gibi maddelerle kombine edilmesinin,
Salmonella spp. ve E. coli gibi énemli diger gida patojenlerini de inhibe ettigini ortaya
koymustur (Elliason and Tatini 1999, Chung and Hancock 2000).

Bir arastirmada Bolonya sosisleri ve jambonlar1 Brochotrix thermosphacta, E.coli
O157:H7, Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus, L. monocytogenes ve S.
Typhimurium ile deneysel olarak kontamine edildikten sonra, degisen oranlarda nisin,
EDTA ve lizozimi kombine ederek paketlenmistir. Analizler sonucunda sozii edilen
patojenlerin sayisinda belirgin bir azalma oldugunu tespit etmislerdir (Gill and Holley

2000).

L. monocytogenes ile kontamine (10°-10* kob/g) edilen balik drneklerine nisin (4000-6000
IU/mL) ve nisinin % 60’lik sodyum laktat ile 1:1 oranindaki kombinasyonu enjekte
edilginde, nisinin balik 6rneklerindeki L. monocytogenes ve toplam mezofil bakteri sayisini
diistirdiigii, fakat sodyum laktatla kombinasyon halinde uygulanmasimin daha etkin

sonugclar verdigi tespit edilmistir (Nykanen et al. 2000).

Dilimlenmis domuz etleri 10> — 10° kob/cm® oraminda L. monocytogenes ile kontamine
edildikten sonra, 5000 IU/mL oraninda nisini, farkli oranlardaki laktik asit, asetik asit,
sodyum asetat, sodyum diasetat ve potasyum benzoat ile kombine ederek iirlinler
ambalajlanmistir. Nisin ile kombine edilmis gruplarda L. monocytogenes sayisinda 1.0-1.5

log kob/cm® oraninda bir azalma oldugu saptanmistir (Samelis et al. 2005).
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2.3. Peynirlerde Listeriozis

Listeria’lar ilk olarak 1911 yilinda Hulphers tarafindan hasta tavsanlarin karacigerinde
olusan nekrotik odaklardan izole edilmis ve Bacillus hepatitis olarak isimlendirilmistir
(Beuhat et al. 1997). Corynebacteriaceae familyasinda yer alan Listeria, fakiiltatif anacrob
ve mikroaerofil, basit boyamada ¢ubuk ve kokobasil, Gram pozitif, spor olusturmayan ve
kapsiilsiiz psikrofil bir bakteridir. Yash kiiltiirlerde hiicreler ardi ardina dizilerek uzun
zincirler olustururlar. Katalaz pozitif ve oksidaz negatiftir. D- glukoz ve diger sekerlerden
asit olustururlar. Voges-Proskauer ve metil kirmizisi reaksiyonlar pozitiftir. Ure ve jelatini
pargalayamazlar. Listeria cinsi i¢inde yer alan tiirler L. monocytogenes, L. innocua, L.
ivanovii, L. welshimeri, L. seeligeri ve L. grayi’dir. Listeria tiirleri i¢inde sadece L.
monocytogenes insan patojeni olmasina ragmen ¢ok nadiren de olsa L. ivanovii, L.
seeligeri ve L. welshimeri’nin insanlarda hastaliga neden oldugu belirlenmistir (Akgelik et
al. 2000, Vazquez-Boland et al. 2001, Biberoglu ve ark., 2003).

Insanlar icin dominant patojen sus olan L. monocytogenes insanlarda listeriozis olarak
adlandirilan enfeksiyon hastaliginin etmeni olup son yillarin en 6nemli gida kaynakli
patojenidir. Listeria monocytogenes, Gram pozitif, intraseliiler fakiiltatif anaerob, sporsuz,
birkac hiicreden olusan kisa zincirli kokobasil veya bazen filamentéz formda bulunabilen
bir bakteridir. Bu bakteriler kiiciik, 0.4-2 mm boy ve 0.5 mm ende, hafif kivrik, uglari
yuvarlak, uglart bazen sis olarak goriilen tekli veya kisa zincir formunda basillerdir. Sivi
besiyerindeki hiicreler veya 36 saatten sonra kati besiyerindeki koloniler Gram negatif
reaksiyon verebilir (Turantas ve Unliitiirk 2002). Listeria monocytogenes hareketli bir
organizma olmasina karsin hareketliligi gelisme sicakligina baghdir. Hiicreler 25 °C’de
hareketli olmalarina kargin 37 °C’ de hareketsizdirler. Optimum 30-37 °C, minimum 1-3 °C
(stt icinde 0,1-0,4 °C’lerde), maksimum 45 °C’de gelisebilmektedir. Psikrofil bakteri
oldugundan buzdolab1 sicakliginda gelisebilir. Buna karsin, diisiik dozdaki radyasyon
uygulamalarina ve gida korumadaki yeni egilim olan biyokoruyuculara ornegin nisin,
pediosin gibi bakteriyosinlerine karst duyarlidir (Vazquez-Boland et al. 2001, Ekici ve ark.
2004, Hamon et al. 2006).

Listeria monocytogenes dogada yaygin olarak bulunmakta olup toprak, su, gida (siit, et,
sebze vb.), insan ve hayvanlar izole edildigi ortamlardir. L. monocytogenes, gidalar

araciligtyla insana gecgebildigi gibi, insandan insana bulagsma da s6z konusudur.
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Enfeksiyonlarda en ¢ok rol oynayan gidalar; ¢ig siit, siit {iriinleri ve sebzelerle birlikte et,

kiimes hayvanlar1 ve deniz tirlinleridir (Hamon et al. 2006).

Listeria monocytogenes, kontamine olmus ¢ig gidalarin tiiketilmesiyle viicuda alinir. Oral
yolla alman L. monocytogenes bagirsakta kolonize olur. Mikroorganizma ylizeyinde
bulunan internalin proteini ile konak hiicrenin epitel hiicrelerine ve makrofajlara tutunur. L.
monocytogenes makrofajlar’da cogalir. Salgiladigi listeriosin O (hemoliz) proteinleri
vasitasiyla makrofaj membraninda gozenek (por) olusturarak fagositlerin membranini
parcalar ve konak hiicre icinde serbest kalir. Yani bakterinin fagositik parcalanmaya
ugramadan fagozomdan c¢ikmasini saglar. Fagositik parcalanmada katalaz, siiperoksit
dismutaz ve fosfolipaz enzimleri de rol oynamaktadir. Katalaz ve siiperoksit dizmutaz
oksidatif enzimleri serbest radikalleri notralize ederek, fosfolipazlar ise membran lipitlerini
parcalayarak bakterinin makrofaj i¢inde lize olmasini engeller. Act A geni konak hiicrenin
aktin proteinlerinin polimerizasyonunu saglayarak bakteri hiicre yiizeyinin aktin flamenteri
ile kaplanmasinda ve kuyruk olusturmasini saglayarak bakterinin hiicreden hiicreye
aktarilmasinda itici bir gii¢ olarak rol oynar (Vazquez-Boland et al. 2001, Archambaud et

al. 2006, Ireton 2007).

L. monocytogenes optimum 7,2-7,6 pH’ da gelismesine karsin genis pH (5-10 pH)
araliginda ¢ogalabilmektedir. Minimum pH istemi ise 4,4-4,6 dir (Ekici ve ark. 2004). L.
monocytogenes tuza kars1 olduk¢a dayanikli bir mikroorganizmadir. % 10 NaCl varliginda
cogalabilir. Etkenin % 25 NaCI’ de 132 giin canli kalabildigi bildirilmistir. L.
monocytogenes bircok vejetatif mikroorganizmaya oranla 1sil isleme karst daha
dayaniklidir. Ayrica, L. monocytogenes soguga da olduk¢ca dayanikli bir

mikroorganizmadir (Anonymous 2004).

Bu bakterinin neden oldugu hastaliklar gebelerde diisiik ve bebek 6liimii, meningoensefalit,
menenjit (beyin zar1 ve omurilik iltihaplanmasi), septisemi (kan zehirlenmesi) ve lokal
enfeksiyonlar olarak siralanabilir (Ireton 2006 ve 2007). L. monocytogenes toplumdan
edinilen menenjitlerin dordiincii sirada en sik nedeni olan bakteri olarak bildirilmistir
(Doganay ve ark. 2002). Listeria menenjitinde 6liim oran1 % 30 dolaylarindadir. Tedavi
edilmeyen veya tedavisi geciken kisilerde menejitin neden oldugu Sliimlerin orant % 79’a
kadar ¢ikmaktadir. Genel olarak, Listeria enfeksiyonu gegirdigi bildirilen kisilerin ise %

30’unun 6ldigi saptanmigtir (Biberoglu ve ark. 2003, Ireton 2007).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cig siit

Peynir yapinu igin Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftligi
(Ikizce/Haymana) Hayvancilik Isletmesi'nden Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Siit

Teknolojisi Arastirma ve Uygulama Isletmesi’ne getirilen inek siitii kullanilmistir.

3.1.2. Beyaz peynir

Beyaz peynir Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde yapilmistir.
Aragtirmanin ilk bolimii i¢in dort farkli peynir iiretilmistir. Kontrol peyniri, endiistriyel
diizeyde peynir yapimi i¢in kullanilan L. lactis subsp. lactis LL2 (PK1, bakteriyosin
ireticisi olmayan) susu ile liretilmistir. Diger {i¢c ¢esit peynirin yapiminda ise sirasiyla L.
lactis subsp. lactis LL9 (laktisin 481 iireticisi), L. lactis subsp. lactis LL23 (laktisin 3147

tireticisi) ve L. lactis subsp. lactis LL27 (nisin {ireticisi) suslart kullanilmistir.

Arastirmanin ikinci boélimiinde ise starter kiiltiir olabilme potansiyelleri incelenen L. lactis
subsp. lactis LL27, LL23 ve LL9 suslarinin peynirlerde Listeria monocytogenes ATCC
7644’lin gelisimini engelleme yetenegini incelemek iizere bes farkli peynir {iretilmistir. L.
lactis LL27, LL23 ve LL9 suslarinin tek tek kullanildigi ii¢ peynir ¢esidine ilave olarak iki
adet kontrol peyniri iiretilmistir. Kontrol olarak starter kiiltiir ilave edilmemis ancak L.
monocytogenes ile kontamine edilmis ve bakteriyosin iiretmeyen LL2 susu ile birlikte L.
monocytogenes ilave edilerek iiretilen peynirler kullanilmistir. Tiim siitlere peynir yapimi

sirasinda 107 kob/g oraninda L. monocytogenes ATCC 7644 inokiile edilmistir.
3.1.3. Starter Kkiiltiir
Starter kiiltiir olarak dort farkli laktokok susu kullanilmigtir. Bunlar bakteriyosin iireticisi

olmayan L. lactis subsp. lactis LL2 (PK1) ve bakteriyosin iireticisi L. lactis subsp. lactis
LL9 (laktisin 481 {ireticisi), L. lactis subsp. lactis LL23 (laktisin 3147 iireticisi) ve L. lactis
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subsp. lactis LL27 (nisin {ireticisi) suslaridir. Starter kiiltiirler siite % 1,5 oraninda

(hacim/hacim) ilave edilmistir.

3.1.4. Peynir mayasi

Peynir mayas1 olarak, kuvveti 1/10000 civarinda olan, ticari sivi mikrobiyel enzim

kullanilmistir.

3.1.5. Kalsiyum Kkloriir (CaCl,)

Uretimde kalsiyum kloriir (Merck) 100 litre siite 20 g olacak sekilde ilave edilmistir.

3.1.6. Salamura

Peynirlerin tuzlanmasi i¢in kullanilan salamura, ticari rafine iyotsuz tuzun (Billur tuz) su
icerisinde % 12 oraninda ¢oziindiiriiliip 95 °C’de 15 dakika 1sitilmasi ve sogutulmasi ile
hazirlanmustir.

3.1.7. Ambalaj malzemesi

Peynirlerin saklanmasi i¢in piyasada ticari olarak satilan kapakli plastik bidonlar

kullanilmustir.

3.1.8. Bakterilerin kokeni ve gelisme ortamlari

Bu calismada starter kiiltiir olarak kullanilan L. lactis subsp. lactis LL2 (bakteriyosin
tiretmeyen), L. lactis subsp. lactis LL27 (nisin ireticisi), L. lactis subsp. lactis LL9
(laktisin 481 ftreticisi), L. lactis subsp. lactis LL23 (laktisin 3147 iireticisi) ve kontaminant
bakteri olarak kullanilan Listeria monocytogenes ATCC 7644 Ankara Universitesi Fen

Fakiiltesi Biyoloji Boliimii kiiltiir koleksiyonundan saglanmustir.

Laktokok suslar1t M17 broth ve agar ortamlarinda, indikator bakteri olan L. monocytogenes
Palcam besiyerinde gelistirilmistir. Laktokok suslart 30 “C, L. monocytogenes susu 37
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°’C’de inkiibe edilmistir. Calismada kullanilan biitiin bakteriler -80 °C’de % 40 steril

gliserol igeren uygun besiyerlerinde muhafaza edilmistir.

M17 Broth ve Agar

Polipepton 50g
Fitopepton 50¢g
Maya ekstrakti 25¢g
Et ekstrakti 50g
B-disodyum gliserofosfat 19,0 g
Laktoz (% 19) 50,0 mL
MgS04.7H,O 1,0 mL
Askorbik asit 0,5¢g
Agar 150¢g
Distile su 950 mL

pH 7,15 £ 0,02 (sterilizasyondan dnce)
Ortam igerikleri 950 mL distile su igerisinde ¢oziiliip 121 °C’ de 15 dakika siire ile sterilize
edilmistir. Hazirlanan besiyeri su banyosunda sogutulup (45 °C), ayn sterilize edilen laktoz

cozeltisi (50 mL) ilave edilmistir (Terzaghi and Sandine 1975).

Palcam Listeria Selektif Agar

Pepton 230¢g
Maya ektrakti 30g
Nisasta 1,0g
Sodyum klortir 50¢g
Agar agar (columbia agar) 130¢g
D(-) mannitol 10,0 g
Amonyum demir(III) sitrat 0,5¢g
Eskiilin 0,8 g
Dekstroz 0,5¢g
Lityum kloriir 150¢g
Fenol kirmizisi 0,08 g
pH 7,2 +0,02
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Selektif Katki:

Polimiksin B Sulfat 5,0 mg
Seftazidim 10,0 mg
Akriflavin 2,5 mg

Katki maddelerini iceren siseye 1 mL steril damitik su ilave edilmis ve iyice
karigtirtlmustir. Otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilize edilen ve 45-50 °C'ye sogutulan 500
mL Palcam agar besiyerine hazirlanan 1 sise selektif katki maddeleri ilave edilmstir.
Besiyeri ile katkinin homojen bir sekilde karigmasi saglandiktan sonra steril petri

kutularia dokiilmiistiir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bakteriyosin aktivite testi

L. lactis subsp. lactis suslarinda bakteriyosin iiretim 6zelliginin belirlenmesinde iki farkli
yontem kullamilmistir. Bakteriyosin {iretim 06zelliginin tanisinda kullanilan birinci
yontemde, M17 sivi besiyerinde gelistirilen aktif L. lactis subsp. lactis suslar1 6ze
yardimiyla M17 agar ortamlarina slirme ekim yapilmis ve bakteriler bu ortamlarda
30 °C’de 18 saat gelistirilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan kolonilerden, steril kiirdan
araciligryla M17 agar ortamina nokta ekim yapilmis ve 30 °C’de 18 saat inkiibasyona
birakilmistir. Uygun besiyeri ve inkiibasyon sicakliginda 18 saat gelistirilen indikator
bakterilerden L. monocytogenes’ den 100 pL alinarak, % 0.7 oraninda agar iceren 5 mL
yumusak agar (TSA) {lizerine aktarilmis ve bu ortamlar M17 agar besiyerinde gelistirilen
laktokok kolonileri {izerine homojen bir sekilde yayilmistir. Petri  kutular1 L.
monocytogenes gelisimi i¢in 37 °C 18 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu siire sonunda,
laktokok suglarinin L. monocytogenes’e karsi olusturdugu inhibisyon zonlar1 incelenmistir
(Van Belkum et al. 1989).

L. lactis subsp. lactis suslarinin bakteriyosin iiretme yeteneginin belirlenmesinde ikinci
yontem olarak kuyucuk yontemi kullanilmistir. Bu yontemde, test edilecek L. lactis suslar
M17 siv1 besiyerinde 30 °C’de 18 saat siireyle gelistirilmis ve santrifiij edilmistir (6000

g’de 15 dk). Santrifiij isleminden sonra iist sivi, membran filtre (0,45 pm gozenek capli)
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kullanilarak sterilize edilmistir. Indikatdr bakteri iceren agar ortamlarmda kuyucuklar
olusturulduktan sonra hazirlanan iist sividan 100 pL aktarilmis ve 37 “C’de 18-24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda laktokok suslarinin olusturduklar inhibisyon

zonlar1 incelenmistir (Geis et al. 1983).

3.2.2. Beyaz peynir yapim

Laboratuvara getirilen siitler kaba siizme islemine tabi tutularak tiiy ve benzeri
partikiillerden armdirilmistir. Siitler stirekli karistirilarak 68 “C’de 10 dakika 1s1l igleme
tabi tutulmus ve pastorizasyon gerceklestirilmistir. Daha sonra yaklasik 32 “C’ye sogutulan
siit, 10’ar litrelik gruplara ayrilmistir. Mayalama kazanlarina aktarilan siitlere iyonik
kalsiyum dengesini yeniden saglamak i¢in % 0,02 oraninda kalsiyum kloriir (CaCl,)
eklenmistir. Ardindan % 1,5 oraninda starter kiiltiir ve/veya ~10" kob/g diizeyinde Listeria
monocytogenes ATCC 7644 ilave edilip 60 dakika bekletilmistir. Bu islemlerden sonra 90
dakikada piht1 kesim olgunlugu elde edilebilecek sekilde ticari peynir mayast (32+1°C)
ilavesi gergeklestirilmistir. Mayalama siiresi sonunda piht1 bigaklar yardimiyla yaklagik
0,5-1,0 cm”’lik parcalar halinde kesilmis ve peynir alti suyunun ayrilmasi igin 15 dakika
kadar beklenmistir. Ardindan i¢inde cendere bezi bulunan kaliplara aktarilmis ve kirk bes
dakika kadar kendi halinde siiziilmeye birakilmistir. Sonra kademeli olarak arttirilan
agirliklar (0,5 kg’dan 1,5 kg’ kadar) kullanilarak baskili siizme iglemine alinmistir. Baski
isleminin bitiminden sonra teleme 8 cm x 8 cm x 8 cm’lik boyutlarda kesilmistir
(Anonymous 1983). Kesilen peynir kaliplar1 % 12 konsantrasyonlarindaki salamuralara

alinmis ve steril plastik kutulara koyularak 4 °C de ¢alisma bitimine kadar saklanmustir.
3.2.3. Kimyasal analizler
Peynir 6rneklerinin toplam kurumadde (Anonymous 2001), titrasyon asitligi (Anonymous

2006), yag (Anonymous 1978), ve tuz igerigi (Anonymous 1988b) belirlenmistir. pH
Ol¢iimlerinde pH metre (Model Kent EIL, 7045/46) kullanilmistir.
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3.2.4. Serbest yag asitlerinin belirlenmesi

Toplam serbest yag asitleri ve her bir serbest yag asidinin belirlenmesinde Deeth et al.
(1983) yontemi kullanilmistir. 5 g peynir 6rnegi 2,5 g Na,SOy ile ezilmistir. Uzerine 5 mL
i¢ standart (C;7 ) ve 300 uL H,SOy4 eklenip, 1 dakika siireyle iyice karistirtlmistir. Karigima
5 mL hekzan eklenerek bir saat bekletilmistir. Bir saatin sonunda karisimin sivi fazi alinip
2 mL % 6’lik formik asit/eter ¢ozeltisi ile karistirilmistir. Bu karisim santrifiij edilip (2000
g, 10 dakika) st sivi viallere aktarilmistir. Vialler kullanilana kadar -18 °C’de
saklanmigtir. Hazirlanan peynir 6rneklerinden analiz i¢in 5 pL kullamilmistir. Caligmada
alev iyonlasmali detektorii (FID) bulunan Agilent 6890 kromatografi sisteminden
yararlanilmistir. Sistemde Agilant-FFAP 300 mm x 250 pm x 0,25 um kapiller kolon
kullanilmistir. Analiz kosullart: enjeksiyon sicakligi, 250 °C; ayirma orani, 1/10; 6rnegin
akis hizi, 2 mL dak™'; H, hava ve islem gazinin akig hizi sirasiyla 33 ml dak™, 30 ml dak™,
30 ml dak™ olarak kullanilmustir.

3.2.5. Ure-Poliakrilamid jel elektroforezi (Ure-PAGE)

Peynir Orneklerinde proteolizin izlenmesinde, lire-poliakrilamid jel elektroforez analizi,
yontemi kullanilmistir (Hayaloglu et al. 2004). Peynir kaliplar1 rendelenerek d6rneklemenin
homojen yapilmasi saglanmigtir. 20 g rendelenmis peynir alinip 40 mL distile su ile
karistirildiktan sonra stomacher (Lab Blender 80; Seward Medical, London, England)
cihazinda 5 dakika siire ile homojenize edilmistir. Homojenize edilmis 6rneklerin pH
degeri 4,6’ya 1,0 M HCI kullanilarak ayarlanmis ve 20 °C’de 30 dakika bekletilmistir. Siire
sonunda pH kontrol edilerek yeniden ayni diizeye getirilmistir. Homojenizat, 40 °C’de 1
saat bekletilmis ve pH 4,6’da ¢6zlinmeyen maddeler 3000 g’de 30 dakika stireyle 4 °C’de
santrifiij edilerek ayrilmistir. Cokelti (pH 4,6’da ¢6ziinmeyen maddeler) ilire-PAGE ile
analiz edilmek tizere dondurularak kurutulmustur. Hidrofobik peptidleri belirlemek i¢in pH
4.6’da ¢oziinen fraksiyonun 20 mL’sine 46,67 mL saf etanol ilave edilerek etanol
konsantrasyonu % 70 (v/v) ayarlanmistir. Karistm 20 °C’de 30 dakika tutulup ardindan
santrifiij (3000 g, 30 dakika, 4 °C) edilmistir. Cokelti faz1 Whatman No.1 filtre kagidi ile

ayrilarak daha sonra kullanilmak {izere dondurularak kurutulmustur.
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Elektroforez analizi Power Pac 200 giic kaynagina sahip Bio-Rad mini jel sistemi
kullanilarak gergeklestirilmistir (Bio Rad Laboratrories Ltd., Bio Rad House, Maylands
Avenue Hemel Hempsted, Herts, HP2 7TD, UK). pH 4,6’da ¢6ziinmeyen 6rnekler (10 g
dondurularak kurutulmus 6rnek) % 49 {ire iceren 6rnek tamponunda ¢oziindiiriilmiis, 50
°C’de 3 dakika tutulup hizla 20 °C’ye sogutulmustur. Daha sonra 6rnekler (10 uL) jellere
yiiklenerek 270-300 volt akim altinda ytiriitiilmiistiir. Jele marker olarak uygulanan brom
fenol blue’nun jelin sonuna gelene kadar akim uygulanmistir. Blakesley and Boezi (1977)
tarafindan tanimlandig: gibi jeller Coomassie Brilliant Blue G-250 ile bir gece boyandiktan

sonra fazla boya uzaklagincaya kadar distile su igerisinde bekletilmistir.

3.2.6. Beyaz peynir orneklerinde bakteri varhgimin belirlenmesinde kullanilan

mikrobiyel yontemler

Mikrobiyolojik analizler i¢in, analiz edilecek beyaz peynir 6rneginden 10 g alinip 90 mL
steril diliisyon sivist (% 2 sodyum sitrat c¢ozeltisi) ile karistirilmistir. Sonra karisim
stomacherde (Lab Blender 80; Seward Medical, London, England) 3 dakika siireyle

homojenize edilmistir.

Daha sonra steril % 0.9 sodyum kloriir igerisinde diliisyonlar hazirlanarak, Laktokok
suslar1 M17 agar ortamina, L. monocytogenes ise Palcam Listeria Selektif agara (Merck)
steril pipetlerle (100 pL) aktarilmistir. Daha sonra diiliisyon oranlar1 dikkate alinarak 1 g
peynir O6rnegindeki mikroorganizma sayilari belirlenmistir (Benech et al. 2002). Bu

sayimlar her bir bakteri i¢in {i¢ paralelli olacak sekilde yiiriitiilmiistiir.

L. monocytogenes’in sayimi i¢in; yukarida anlatildigi gibi hazirlanan peynir 6rneklerinden
seri diliisyonlar yapilarak Listeria selektif agara inokiile edilmistir. 37 °C de 48 saat
inkiibasyondan sonra bakteri sayimlart yapilmistir. Seyreltme oranlar1 dikkate alinarak 1

gram peynir drnegindeki mikroorganizma sayilar1 belirlenmistir (Benech et al. 2002).

Palcam agarda istenmeyen mikroorganizmalarin iiremesini engellemek icin besiyerine
eklenen selektif katki maddesinin icinde polimiksin B siilfat, sefasidim ve akriflavin
bulunmaktadir. Eklenen antibiyotikler rakabetci flora y1 baskilayarak etkisini gosterir.

L. monocytogenes besin ortaminda bulunan eskiilini glukoz ve eskiilinetine parcalayarak
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ortamda bulunan Fe-(Ill) iyonlar1 ile kompleks olusturur ve ortamin renginin siyaha

donmesine neden olur (Griffiths 1989).

3.2.7. Plazmid iceriklerinin belirlenmesi

3.2.7.1. Plazmid izolasyonu

M17 broth ortaminda 30 “C’de 18 saat gelistirilen L. lactis subsp. lactis kiiltiirlerinden, 10
mL’ lik M17 broth ortamlaria birer mL’ lik inokiilasyonlar yapilarak, tiipler 30 *C’de ii¢
saat boyunca inkiibasyona birakildi. Bu siire bitiminde bakteri kiiltiirleri, 6000 devirde 15
dakika santrifiij edilmistir. Ust s1v1 atilarak hiicre ¢okeltisi kurutulmaya birakilmistir. Daha
sonra, lizerine 379 pL sakkaroz tamponu eklenip ¢oziilmiis ve steril mikrofiij tiiplerine
aktarilmistir. 37 °C’ye kadar 1sitilan bu karisima, 96.5 uL lizozim ¢ozeltisi ilave edilip 37
°C su banyosunda 5 dakika bekletilmistir. 48.2 pL Tris-EDTA-1 eklendikten sonra,
mikrofiyj tiiplerine % 20 sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisinden 27.6 pL eklenerek
karistirilmistir. Bu agsamada ortamda viskozitenin artisi, lizizin basladigini gostermektedir.
Lizizin tamamlanmasi i¢in, mikrofiij tiipleri 37 °C su banyosunda 10 dakika bekletilmistir.
Stire sonunda tiipler mekanik karistiricida ve yliksek devirde 30 saniye karistirilarak
kromozomal DNA’nin kirilmasi saglanmistir. Ortama, yeni hazirlanmis 3N NaOH
cozeltisinden 27.6 pL ilave edilmis ve tiipler diiz bir zemin {izerinde 10 dakika siire ile
yavag bir sekilde karistirilarak kromozomal DNA’nin alkali diinatiirasyonu saglanmistir.
Denatiirasyon asamasinin sonunda mikrofiij tiiplerine 49.6 uL 2M Tris-HCIl c¢ozeltisi
eklenerek 3 dakika boyunca yine diiz bir zeminde karistirllmigtir. Mikrofiyj tiiplerine, +4
°‘C’de tutulan 5M NaCl ¢ozeltisinden 71.1 pL ve % 3 NaCl ile doyurulmus fenol
¢ozeltisinden 700 pL ilave edilip +4 °C’de 15000 devirde 20 dakika santrifiij edilmistir.
Tiplerde olusan iist faz, mikropipet ile alinarak yeni mikrofiij tiiplerine aktarilip
deproteinasyonun saglanmasi i¢in kloroform/izoamilalkol (24:1) ¢o6zeltisinden 700 pL
ilave edilmistir. Tipler +4 °C’de 15000 devirde 20 dakika santrifiij edilerek iist faz alinip,
esdeger hacimde izopropanol eklenmistir. Ekstraktlar -20 °C’de 1 gece bekletilmistir. Daha
sonra plazmid DNA, 15000 devirde 20 dakika santrifiij edilmek suretiyle ¢oktiiriilmiistiir.
Son asamada sivi faz akitilarak DNA c¢okeltisi kurutulmustur. Cokeltiler, 20 pL
Tris-EDTA-2 igerisinde ¢oziilmiis ve elektroforez uygulamasindan 6nce RNaz A stok
cozeltisinden 2 pL ilave edilerek 37 °C’de 45 dakika inkiibe edilmistir (Anderson and
McKay 1983).
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Sakkaroz Cozeltisi

Tris
EDTA
Sakkaroz
Destile su

pH 8,0 + 0,02

Lizozim Cozeltisi

Tris

Lizozim
Destile su
pH 8,0 £ 0,02

Tris-EDTA-1
Tris

EDTA
Destile su

pH 8,0 = 0,02

SDS Cozeltisi
Tris

EDTA

SDS

Destile su

pH 8,0 + 0,02

Tris-HCI1
Tris-HCI
Destile su

pH 7,0 + 0,02

0,655 ¢
0,0372 g
6,7¢g
100 mL

03¢g
0,1g
10 mL

0,6 g
931¢g
100 mL

0,6 g
0,74 g
20g
100 mL

31,52 ¢
100 mL
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Tris-EDTA-2

Tris 0,121 g
EDTA 0,037 g
Destile su 100 mL
pH 7,5 +0,02

% 3 NaCl ile Doyurulmus Fenol Cozeltisinin Hazirlamisi: 100 g fenol iizerine 20 mL

destile su ve 3 g NaCl aktarilarak 45 "C’deki su banyosunda ¢oziilmiistiir. Ortama 0,1 g

hidroksiguinolin ilave edilmis, karistirilarak oda sicakliginda tutulmustur.

RNaz A Cozeltisi: 5 mL steril destile su igerisinde hazirlanan 0,05 M sodyum asetat

¢Ozeltisinin pH’s1 asetik asit ile 5,0’a ayarlanmig ve iizerine 5 mg RNaz A (Sigma, Chem.
Co., USA) ilave edilmistir. Kaynar su igerisinde ortam 5 dakika tutulduktan sonra, —20

°C’de saklanmustir.

3.2.7.2. Elektroforez

Plazmid DNA Orneklerinin elektroforezi i¢in kullanilan jeller % 0,7 agaroz kullanilarak
hazirlanmistir (Meyers et al. 1976). Yatay jel sistemleri i¢in agaroz, kullanilan jel plaka
sisteminin biyiikligiine gore 30-35 ya da 150-200 mL tris-fosfat elektroforez tamponu
igerisinde kaynar su banyosunda coziilerek hazirlanmistir. 45 °C’ye kadar sogumasi
beklenen jel, elektroforez plakalarina dokiilmiis ve jel taraklari yerlestirilerek bir saat kadar
katilagmas1 beklenmistir. Bu siire sonunda katilasan jel, elektroforez tankina alinmis ve jeli
zedelemeden taraklar ortamdan uzaklastirilarak jelin iizerini kapatacak bigcimde tampon
cozelti ilave edilmistir. DNA oOrneklerine RNaz A uygulamasindan sonra oOrnekler su
banyosunda bekletilmistir. Su banyosundan alinan 6rneklere 2 plL marker boya ¢ozeltisi
eklenmis ve mikropipet yardimiyla jel kuyucuklarina aktarilmistir (20 pL). Jellerde
ornekler 100 voltta 2-2,5 saat siireyle yiiriitiilmistiir. Marker boyanin jel sistemini terk
etmesinden sonra elektrik akimi kesilmis ve ortamdan alinan jeller, kullanilan elektroforez
tamponuna yeni hazirlanmig 0,2 pg/mL etidyum bromit igeren ortamda bir saat bekletilerek
DNA boyanmistir. Boyama isleminin sonunda jellere, 366 nm dalga boyunda ultraviyole

151k uygulanmis ve numuneler incelenmistir (Macrina et al. 1982). Fotograflarin ¢ekiminde
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Kodak Gel Logic 200 jel dokiimantasyon sistemi (Eastman Kodak Co., USA)

kullanilmustir.

Tris-Fosfat Tampon (10X)

Tris 108 ¢
% 85 fosforik asit (1,679 pg/mL) 15,5 mL
EDTA (0.5 M) 100 mL
pH 8,0 £ 0,02

Marker Boya

Brom fenol blue 025 ¢
Sakkaroz 40 g
Destile su 100 mL

3.2.8. Istatistiksel analizler
Veriler tek yonlii varyans analiz yontemi ile SPSS paket programu (version 9.0, SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA) kullanilarak analiz edilmistir. Peynir yapimida dahil tiim ¢aligmalar ti¢

tekrarl olarak gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Peynirlerin Kuru Madde, Yag, pH ve Titrasyon Asitligi Karakteristikleri

Arastirmada kullanilan L. lactis subsp. lactis LL27 (nisin treticisi), LL9 (laktisin 481
ireticisi), ve LL23 (laktisin 3147 {ireticisi) suslarinin peynir iretiminde starter kiiltiir
olarak kullanilip kullanilamayacagi, bu suslarin ilavesi ile iiretilen peynirlerin
karakteristikleri incelenerek saptanmistir. Bu amagla yukarida ifade edilen ii¢ sus yaninda,
bakteriyosin Tlreticisi olmayan LL2 (PK1) susu ile iiretilen peynir kontrol olarak
kullamlmustir. Uretilen peynirlerin kimyasal, fiziksel ve mikrobiyolojik o6zellikleri

olgunlagma siiresi (90 giin) boyunca izlenmistir.

Uretilen peynitlerin tiimiinde toplam kurumadde orani olgunlasma siiresince belirgin bir
degisme gostermemistir. Olgunlagsmanin ilk giinlinde tiim deneme peynirleri i¢in toplam
kuru madde oran1 39,54-40,14 g/100 g arasinda bulunmustur. Bu oranlar 90 giin
olgunlastirma stiresi sonunda 40,68-40,85 g/100 g arasinda tespit edilmistir. Benzer sekilde
kurumaddedeki yag icerikleri de olgunlagtirma siiresince sabit kalmistir. Ancak,
olgunlastirma siiresinin ilk iki haftasinda kuru maddeye tuz gecisi hizli bir sekilde
gerceklesmis, daha sonra ise yavasglayarak devam etmistir (Sekil 4.1) Deneme
peynirlerinde pH, olgunlasma siiresi boyunca diisiis gostermistir (Sekil 4.2). pH diizeyleri
bakimindan kontrol peyniri (PK1) ile LL23 kullanilarak iiretilen peynirler arasinda bir
farklilik tespit edilmemistir. En yavas pH gelisimi LL9 peynirinde, en hizli pH gelisimi ise
LL27 peynirinde gerceklesmistir. pH degerlerindeki varyasyon ile paralel bir sekilde,
% laktik asit olarak ifade edilen titrasyon asitligi de tiim peynirlerde 90 giin olgunlastirma
stiresi boyunca artig gostermistir (Sekil 4.3). Olgunlasmanin erken asamalarinda (ilk iki
hafta) titrasyon asitligi, kontrol peynir 6rnegi ve LL9 kullanilarak iiretilen peynirde, diger
deneme peynirlerinden 6nemli oranda diisiik bulunmustur. Kontrol peynir 6rneginde
titrasyon asitligi olgunlasma siiresince dogrusal bir sekilde artis gostermistir. Bununla
birlikte LL9 peynirinde titrasyon asitliginde sinirlt bir artig belirlenmistir. LL27 peynirinde
ilk 30 giin siiresince titrasyon asitligi ¢ok yavas bir artis géstermistir. Bu bulgu, peynirde
kalinti haldeki laktozun LL27 tarafindan yavas metabolize edildigini kanitlamaktadir.
Nisin treticisi L. lactis subsp. lactis suslarinda laktoz metabolizmasinin limitli oldugu
goriistinii dogrulayan bu bulgular, 6zellikle yavas olgunlastirilan peynirler i¢in s6z konusu

susun ideal bir starter susu olabilecegine isaret etmektedir (Prieto et al. 2000, Atasoy et al.
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2008). Bunun aksine LL23 peynirinde titrasyon asitligi artig1 ilk 60 giin boyunca asamali

olarak artmis, 60-90 giin arasinda ise sabit kalmistir.

Peynirlerin toplam kurumadde, kurumadde yag oranlari, salamuradan tuz gegisi, pH ve
titrasyon asitligi gelisim Ozelligi dikkate alindiginda; denemede kullanilan tiim
bakteriyosin {ireticisi suslarin, beyaz peynir iliretiminde kullanilabilecegi belirlenmistir.
Zira olgunlagma siiresi boyunca bu 6zelliklerin belirli sinirlar igerisinde gelisimi, peynir
aroma ve tat bilesiklerinin de arzu edilen diizeylerde olacagina isaret etmektedir (Urbach

1995, Morales et al. 2003, Ozkalp et al. 2007, Atasoy et al. 2008).

(#).PKI(LL2)  (0),LL23

12,0 (o),LL27
5 a —— a
5 10,0 | EQE
3 8,0 |
= 5 ’
o
g 2 6a0 1
=
s &
= 4,0 -
=
E 2,0

0,0

1 15 30 60 90

Olgunlastirma Siiresi (Giin)

Sekil 4.1. Peynirlerin 90 giin olgunlastirma siiresince kuru maddelerindeki tuz

konsantrasyonunda meydana gelen degismeler
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6,0 -
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5,0 %
45 -
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pH
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Olgunlastirma Siiresi

Sekil 4.2. Peynirlerin 90 giin olgunlagtirma siiresince pH degerlerinde meydana gelen

degismeler

1,40 7

(#),PKI(LL2)  (0),LL23
1,20 - (0),LL27

1,00
0,80 7
0,60

0,40 7

Laktik Asit (g/100g)

0,20

0,00
1 15 30 60 920

Olgunlastirma Siiresi (Giin)

Sekil 4.3 Peynirlerin 90 giin olgunlastirma siiresince titrasyon asitligi degerlerinde

meydana gelen degismeler
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4.2. Peynirlerde Olgunlasma Siiresince Starter Bakteri Sayisindaki Degismeler

Peynirlerin olgunlastirma stiresi (90 giin) boyunca, ilave edilen starter bakteri sayisinda
meydana gelen degismeler Sekil 4.4’de verilmistir. Higbir peynir Orneginde, toplam
olgunlastirma siliresi boyunca starter bakteri oraninda O6nemli bir degisme meydana
gelmemistir. Ik giinde peynir drneklerinde canli bakteri sayis1 7.97 (PK1) ile 8.78 (LL9
peyniri) log;o kob/g arasinda saptanmigtir. Olgunlagmanin 30. ve 60. giinlerinde L. lactis
subsp. lactis LL27 peynirinde (LL27 peyniri) canli bakteri sayisi diger peynirlerden
yaklasik 1,5 log yiiksek bulunmustur. Kontrol peynir 6rnegi PK1’ de ise canli bakteri
sayisi, Ozellikle olgunlagmanin erken asamalarinda, en diisiik diizeyde belirlenmistir. Bu
durum biiyiikk olasilikla kontrol peynirinde kullanilan laktokok susunun diisiik tuz
tolerasindan ileri gelmektedir. Ancak 90 giin sonunda peynirlerdeki laktokok sayilari

arasinda istatistiki agidan (p<0,05) énemli bir farklilik tespit edilmemistir.

Peynir olgunlastirma siiresi boyunca, beyaz peynirlerde starter kiiltlir aktivitesini
engelleyen en onemli etken salamuradaki tuz oranidir (Guo et al. 1997). Bu sorunun
¢Oziimiinde en ideal yaklagim, tuz toleransi yiiksek starter kiiltiir suslarinin tanimlanmasi
ve kullanimidir. Bu agidan bakildiginda en ideal starter kiiltiir susu olarak nisin iireticisi
LL27 susu 0ne ¢ikmaktadir. Ancak LL9 ve LL23 suslar1 da tuz toleranslar1 bakimindan

potansiyel starter kiiltiir bilesenleri olarak degerlendirilecek nitelikleri tasimaktadir.
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Sekil 4.4 Peynirlerin 90 giin olgunlastirma siiresince starter bakteri sayisinda meydana

gelen degismeler

4.3. Peynirlerde Proteoliz

Peynir 6rneklerinde 1., 15., 30., 60. ve 90. giinlerde pH 4,6 ’da ¢6ziinmeyen fraksiyonlarin
tire sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforetogrami Sekil 4.5’te verilmistir.
Biitiin 6rneklerde B-kazeinin (B-CN) yogun bir parcalanmasit meydana gelmemistir. f-CN
bant yogunluklar incelendiginde o6zellikle 60’inc1 giinde LL23 peynirinden hazirlanan
orneklerde daha genis bant alinmistir. Bu bulgu LL23 susunun, diger suslara oranla daha
diisiik bir proteolitik aktivite icerdigini isaret etmektedir. Diger yandan salamurada
olgunlastirilan peynirlerde (6rnegin; feta peynirleri) B-CN parcalanmasinin, yiiksek tuz ve
diisik pH etkisiyle enzimatik aktivitenin inhibisyonu sonucu diisikk diizeyde
gergeklestigine (Alichanidis et al.1984, Moatsou et al. 2002) dair literatiir verileri, bu

denemede elde edilen bulgularla paralellik tasimaktadir.

as-CN pargalanmasi ise, tiim peynirlerde yiiksek diizeyde meydana gelmistir. En yiiksek
as-CN parcalanma diizeyi LL23 peynirinde saptanmistir. Bu peynir 6érneginde olgunlagsma
stiresindeki artis ile paralel bir sekilde as-CN parcalanmasi da artis gdstermistir. as-CN’in
parcalanmast; kontrol, LL9 ve LL27 peynirlerinde olgunlasmanin 30. giinline kadar sinirl
bir sekilde meydan gelmis, proteoliz bu slirecten sonra belirgin bir artis géstermistir. Bu

durum LL2, LL9 ve LL27 suslarinda hiicre duvart ile iliskili proteazlarin peynir matriksine
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saliniminin yavas olduguna isaret etmektedir. LL23 peynir 6rneginde 30 giinden sonra o-
CN’in parcalanmasi sonucu, rennet enzimi tarafindan olusturulan oy,-I-CN’den daha hizli
elektroforetik hareketlilige sahip kiigiik peptitler meydana gelmistir. Bu kiigiik molekiiler
agirhiga sahip peptidler [(f102-199) ve (£24-199)] 0, —CN’in ileri diizeyde pargalandiginin
kesin kanitlaridir. Peynirlerde kazeinin baslangi¢ asamasinda pargalanmasindan genellikle
koagiilant (rennet) sorumludur. Ancak daha sonra olusan a5—CN’ in parcalanmasi [(f102-
199), a51-I-CN (05;-CN, £24-199)] starter bakteri enzimleri tarafindan katalize edilmektedir
(Hayaloglu et al. 2004). Bundan dolay1 peynir Orneklerinde tespit edilen o4-CN
pargalanma iiriinlerindeki elektroforetik farkliliklar, bu peynirlerin iiretiminde kullanilan L.
lactis suslarinin farkli peptidaz ya da aminopeptidaz enzim igeriklerine isaret etmektedir.
Degisik arastiricilar o,-CN pargalanmasimnin NaCl konsantrasyonundaki artisa paralel
olarak inhibe edilmedigini saptamistir (Awad et al. 1998, Saldamli and Kaytanli 1998,
Ortigosa et al. 2005, Randanzzo et al. 2005). Deneme peynirlerinin tiimiinde y;-CN (B-CN,
29-209), v,-CN (B-CN, f106-209) ve 73;-CN (B-CN, f108-209) bantlarinin saptanmasi
(LL23 peynirinde daha diisiik olmasina ragmen) NaCl konsantrasyonundan bagimsiz bir
a51-CN parcalanmasinin gerceklestigini kanitlamaktadir. LL23 susunun kullanimi sonucu
tiretilen peynir Orneginde o;-CN parcalanmasinin daha yavas olusu, daha oncede ifade
edildigi gibi, bu peynirde diisiik plazmin aktivitesine isaret etmektedir. Zira laktokok
suslarinda plazmin aktivitesi sustan susa degisiklik gosteren bir 6zelliktir (Centeno et al.

2002, Hynes et al. 2005).
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Sekil 4.5 Peynirlerin pH 4,6’ da ¢6ziinmeyen fraksiyonlarin elektroporetogramlari

Peynirler: a) PK1 (LL2), b) LL9, c¢) LL23, d)LL27, Stn: Standart

Proteolizin daha detayli anlasilabilmesi i¢in, %70 etanolde ¢dziinmeyen amino asitler ve
peptitler elektroforetik analize tabi tutulmustur (Sekil 4.6). Bu islem sonucunda % 70
etanolde ¢oziinmeyen ¢ok kiiciik azot fraksiyonlarinin hidrofobik amino asitler igerdigi
saptanmistir. Diisiik molekiiler agirliga sahip peptit ve amino asitlerin konsantrasyonu,
kontrol peynirinde daha az yogun olmakla birlikte, tiim peynirlerde olgunlasma siiresi
boyunca diismiistiir. pH 4,6’da ¢oziinmeyen fraksiyonda oldugu gibi, % 70 etanol de
coziinmeyen fraksiyonda da diisiikk molekiiler agirliga sahip kazein pargalanmasinin en
hizl1 oldugu peynir érnegi LL23 bakterisi kullanilarak elde edilen peynir drnegidir. Ozetle
en hizli proteoliz gelisimi LL23 peynirinde tespit edilmis, diger Ornekler arasinda ise
proteoliz bakimindan anlamli bir farklanma saptanmamistir. En diisiik proteolitik aktivite

goriilen LL9 peynirinde bile, endiistriyel iiretim siireclerine uygun bir aktivitenin
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saptanmas1 (Farkye et al. 1990, Law et al. 1993, Hynes et al. 2005) denemede kullanilan
tim laktokok suslarimin bu 06zellik bakimindan uygun starter kiiltiir potansiyeli

gosterdiklerine isaret etmektedir.

I 15 30 60 90 10.000 Da 1 I5 30 60 90 10.000Da

310 Da

1 I5 30 60 90 10.000 Da 1 15 30 60 90 10.000 Da

v v
310 Da 310 Da

() (d)

Sekil 4.6. Peynirlerin %70 etanol de ¢oziinmeyen fraksiyonlarin elektroporetogramlari

Peynirler: a) PK1 (LL2), b) LL9, ¢) LL23, d)LL27
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4.4. Peynirlerde Lipoliz

Peynirlerde aroma ve tat bilesiklerinin olusumunun proteolitik aktivite digindaki bir diger
Oonemli unsuru starter kiiltiirlerden kaynaklanan lipolitik aktivitedir (Collins et al. 2003).
Deneme peynirlerinde lipolitik aktivite, serbest yag asitlerindeki degismeler incelenerek

belirlenmistir (Sekil 4.7a, b, ¢ ve d).
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160
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C4:0 C6:0 C8:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3

LL27 (mg/kg)

Serbest Yag Asitleri
(d)

Sekil 4.7 a, b, ¢, d. Peynirlerin serbest ucucu yag asitlerindeki degismeler

Kisa ve orta zincirli yag asitlerinin (C4.0—Ci20) konsantrasyonu es zamanli 6rneklenen
peynirlerde farklilik gostermemistir. Olgunlagma siiresince tiim peynirlerde (LL27°de en
fazla olmak iizere) oleik asit (Cig.;) en yliksek diizeyde belirlenmistir. Olgunlagmanin
sonunda (90. giin) oleik asit konsantrasyonu LL27 i¢in 143,37 mg/kg, LL23 icin 53,19
mg/kg, LL9 i¢in 76,96 mg/kg ve LL2 igin (kontrol) 76,10 mg/kg olarak belirlenmistir.
Oleik asidi, tiim peynirlerde palmitik (Cj¢.0) ve miristik asit (Cy4.0) takip etmistir. Miristik
asidin en yiiksek oldugu peynir, kontrol 6rnegi olarak saptanmig, bunu LL9, LL27 ve LL23
izlemistir. Peynir orneklerinde miristik asit, kontrol ve LL9 peynirinde 60. giine kadar
onemli Olciide artis gdstermistir. Palmitik, oleik ve miristik asitler tek suslu starter kiiltiirler
kullanilarak iiretilen peynirlerde en fazla tespit edilen serbest ugucu yag asitleri olarak
belirlenmigtir (Christie 1983, Collins 2003). Calismamizda elde edilen veriler de bu
literatiir verilerini desteklemektedir. Peynir orneklerinde en yiiksek linoleik asit icerigi,
LL27 peynirinde saptanmustir (47,04 mg/kg). Diger peynir 6rnekleri linoleik asit icerigi

bakimindan benzer bulunmustur.
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Tim peynirlerde olgunlasma siiresinin 60. giiniinde lipoliz nerede ise tamamlanmistir
(Sekil 4.8). Peynir aroma ve tat bilesiklerinin ana bilesenlerinin 6zellikle kisa zincirli yag
asitleri (Ca4.0 —Cs.0) oldugu bilinmektedir (Avila et al. 2007). Serbest ugucu yag asitlerinin
mikroorganizmalar araciligi ile meydana getirilen parcalanma {iriinleri; eter, aldehit,
(metil-) keton ve laktonlar1 igermektedir (Collins et al. 2003, Avila et al. 2007). Bu
calismada kisa zincirli ugucu yag asitlerinin orani, uzun siirede olgunlastirilan Cheddar ya
da Pecorino Romano peynirlerine oranla diisiik diizeyde bulunmustur. Bu durum laktokok
suslarinda esteraz ve lipaz aktivitesinin sus bagimli bir 6zellik olduguna isaret etmektedir.
Ozer ve ark. (2009) salamurada olgunlastirilan peynirlerin biiyiik bir ¢ogunlugunda
esteraz/lipaz aktivitelerinin diisiikliigliniin bu peynirlerin bir karakteristigi oldugunu
saptamistir. En yiiksek esteraz/lipaz aktivitesi LL27 susunda belirlenmistir (serbest Ucucu
yag asidi oran1 285,7 mg/kg). Bunu kontrol (219,36 mg/kg), LL9 (169,58 mg/kg) ve LL23
(98,94 mg/kg) takip etmistir. Calismamiz sonuglari1 da esteraz/lipaz aktivitelerinin laktokok
suslarinda 6nemli 6l¢iide degiskenlik gosterdigini dogrulamistir. Peynirlerde orta zincirli —
uzun zincirli serbest ugucu yag asidi oranlari sirast ile % 17,2 - % 35,0 ve % 64,3 - % 81,0
arasinda degisim gdstermistir. Bu bulgular Cheddar, Emmental ve Regianito Argentino
peynirleri ile uyum gostermektedir (Chamba and Perread 2002, Collins et al. 2003, Perotti
et al. 2005, Avila et al. 2007, Ozer et al. 2009).

350,00 - ml 15 m 30 m 60 m 0

300,00 A
250,00 A
200,00 -
150,00 -
100,00 -

50,00 -

Toplam Serbest Yag Asitleri
(mg/kg)

0,00 -
LL27 LL23 LL9 PK1 (LL2)

Peynir Ornekleri

Sekil 4.8 Peynirlerin toplam yag asidi i¢eriklerindeki degismeler
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Aragtirma bulgular1 ve literatiir verileri birlikte degerlendirildiginde; Tiirkiye kokenli L.
lactis suslarinin esteraz/lipaz aktivitelerinin, peynir tiretiminde starter kiiltiir susu olarak

kullanim potansiyeline sahip olduklarin1 géstermektedir.

4.5. Starter Kiiltiir Suslarmi Peynir Uretiminde Listeria monocytogenes’in

Inhibisyonu Uzerine Etkisi

Starter kiiltiir susu potansiyelleri incelenen L. lactis LL27, LL23 ve LL9 suslarinin
peynirlerde L. monocytogenes’in gelisimini engelleme yetenegi, 10’ kob/g oraminda L.
monocytogenes ilave edilen peynir 6rneklerinde 90 giin boyunca izlenmistir (Cizelge 4.1.).
Kontrol olarak starter kiiltiir ilave edilmemis ancak L. monocytogenes ile kontamine
edilmis ve bakteriyosin iiretmeyen LL2 susu ile birlikte L. monocytogenes ilave edilerek

tiretilen peynirler kullanilmstir.

Tiim peynir 6rneklerinde 107 kob/g olarak inokiile edilen L. monocytogenes sayisi,
olgunlagsmanin 1., 3., 10., 20., 30., 40., 50., 60., 70., 80. ve 90. giinleri boyunca izlenmistir.
Sadece L. monocytogenes ilave edilen peynir 6rneginde, canli L. monocytogenes sayisi
olgunlasmanin 20-40. giinleri arasinda ~10® kob/g oranina ulagmis 40-90. giinler arasinda
ise baslangi¢ konsantrasyonuna (~10" kob/g) gerilemistir. LL9 ve LL23 suslar1 kullanilarak
iiretilen peynirlerde L. monocytogenses sayist ilk 20 giinde 10* kob/g seviyesine kadar
gerilemis, 20-40. giinler arasinda 10° kob/g diizeyine ulagsmus ve 90 giin boyunca istatistiki
acidan 6nemli bir de§isme gdstermemistir (p<0,05). Nisin treticisi LL27 kullanilarak
tiretilen peynirlerde ise LL9 ve LL23 peynirlerinde oldugu gibi L. monocytogenes sayist ilk
20 giinde 10* kob/g, 30-50. giinlerde 10°> kob/g, 60-70. giinler arasinda 10 kob/g, 80.
giinde ~<20 ve 90. giin sonunda ~<10 seviyesine gerilemistir (Cizelge 4.1). Bu veriler
peynir liretim siiresinde patojenin engellenmesinde kullanish olan tek susun nisin iireticisi
L. lactis LL27 susu olduguna isaret etmektedir. Laboratuvar kosullarinda L.
monocytogenes iizerine inhibisyon etkisi belirlenen laktisin 481 (LL9) ve laktisin 3147
(LL23) dreticisi suslarin (Akko¢ et al. 2009), peynir {iretiminde bu etkilerini
siirdiirememesi, bu silireglerin laktisin {iretimini engellenmesi ile agiklanabilir. Bu etki
biliylik bir olasilikla laktisin {iretimi ilizerine tuz konsantrasyonun letal etkisinden
kaynaklanmaktadir. Benzer etkiler degisik arastiricilar tarafindan nisin iiretimi i¢in de
tanimlanmistir (De Vuyst and Vandamme 1993, Amali et al. 1998, Pongtharangkul and

Demirci 2006). Ancak LL27 susunun bilinen nisin {ireticilerden temel farklilig1 belirli bir
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konsantrasyona (% 4) kadar ortam tuz igeriginin nisin tiretimini tesvik etmesidir (Akkog et
al. 2009). Yiiksek tuz toleransi gosteren bu sus, bu nedenle peynir iiretiminde L.

monocytogenes’in inhibisyonu tizerinde giiclii bir etkinlik gostermistir.

Nisinin Gram pozitif bakteriler yaninda fiziksel ya da kimyasal ajanlar kullanilarak
zayiflatilmig Gram negatif bakterilere kars1 da etkinlik gosterdigi saptanmistir (Wiravan et
al. 2006, Papagianni et al. 2007, Simsek et al. 2009). Bu nedenle 6zellikle salamurada
olgunlastirilan peynirlerde yiiksek tuz orani ve asitlik gelisimi sonucu zayiflatilacak Gram

negatif bakterilere kars1 LL27 susunun da etkinlik gosterecegi ongoriilebilir.

LL27 susu kullanilarak iiretilen peynirlerden alinan 6rneklerde ayrica bu susta plazmid
stabilitesi tantmlanmistir (sekil 4.9). Bu susta 90. giin sonunda belirgin bir plazmid kayb1
saptanmamustir. S6z konusu peynirlerde lipolitik/proteolitik aktivite, laktoz fermentasyonu
ve nisin Uretimi gibi endiistriyel ozellikler bakimindan da belirgin bir farklanmanin
meydana gelmemesi plazmid stabilite verilerini dogrulamaktadir. Zira bu bakterilerde
yukarida sozii edilen endiistriyel 6neme sahip oOzellikler genellikle plazmid kodludur

(Pongtharangkul and Demirci 2006, Akkog et al. 2009).
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Sekil 4.9. L. lactis subsp. lactis LL27 susunun plazmidlerinin peynir iiretim siireglerindeki
stabilitesi

Hatlar: 1) Dogal Sus (plazmidler. 33.1, 28.7, 23.7, 20.0, 18.3, 9.9, 8.7, 4.4, 3.3 ve 2.1 kb,
2) 0. giin, 3) 1.giin, 4) 3.gilin, 5) 10. giin 6) 20. giin, 7) 30. giin, 8) 40. giin, 9) 50. giin,
10) 60. giin, M) DNA Marker, 11) 70. giin, 12) 80. giin, 13) 90. giin plazmid izolatlar1
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5. SONUC

Aragtirmada kullanilan tiim Tirkiye kokenli L. lactis subsp. lactis suslari, beyaz
peynirlerin yapisal ve aromatik gelisimi i¢in uygun sinirlar igerisinde tuz ve asit toleransi
yaninda, proteolitik ve lipolitik aktivite 6zellikleri gostermistir. Bu sonuglar sz konusu

suslarin tek sus iceren starter kiiltiirler olarak kullanilabileceklerine isaret etmektedir.

Proteolitik ve lipolitik aktiviteleri bakimindan 6ne ¢ikan suslar sirasiyla L. lactis subsp.
lactis LL23 ve LL27 olmustur. LL27 susunda asitlik gelisiminin diger laktokoklardan
diisiik olusu da goz Oniinde bulunduruldugunda, LL23 ve LL27 kombinasyonu ile
hazirlanacak iki suslu starter kiiltiirin, hizli olgunlastirilan peynirlerin ideal yapisal ve

aromatik ozelliklerini saglayacagi ortaya ¢ikmaktadir.

Bu arastirmada LL27 susu ic¢in tanmimlanan L. monocytogenes’in peynirlerde
inaktivasyonunu gergeklestirme 0Ozelligi, sz konusu bakterinin tek ya da ¢ok suslu
kiiltiirlerin bileseni olarak kullaniminin listeriozisin engellenmesinde 6nemli bir katki
saglayacaktir. Ozellikle iilkemizde yaygin olarak gériilen bu sorunun ¢dziimii igin LL27

susunun pilot 6lgekte denenmesi aciliyet tasimaktadir.

Tiirkiye kokenli starter kiiltiir susu gelistirme programlarinin baglatiimasi, geleneksel
fermente iirlinlerimizin korunmasi i¢in temel hareket noktasidir. Tez ¢alismasinda {iretim
stireglerine uygunlugu tanimlanan L. lactis subsp. lactis suslari, bu ag¢idan da biiyiik 6nem

tasimaktadir.
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