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Dogal Tip Lactococcus lactis Suslarinin Endiistriyel Starter Kiiltiir Potansiyellerinin
Belirlenmesi

OZET

Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden saglanan ¢ig siitlerden izole edilen 50 adet laktokok
susunun 30 adedi Lactococcus lactis subsp. lactis, 15 adedi L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis ve 4 adedi de L. lactis subsp. cremoris olarak tanimlandi. Klasik tami
testlerinde atipik sonuglar alinan bir susun ise kesin tanisi yapilamadi. Bu bakterilerde
yiiriitiilen analizler sonucu, yalmz L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunun yiiksek diizeyde,
diger 49 susun ise diisikk diizeyde laktik asit iirettigi belirlendi. Degisik indikator
bakterilere kars1 inhibisyon etkinlikleri test edilen laktokoklardan 3 adedinin (L. lactis
subsp. lactis MBLL1, MBLL9 ve MBLLS57) bakteriyosin iireticisi oldugu tespit edildi. Bu
suglarin irettigi bakteriyosinlerin kismi karakterizasyon verilerine dayanarak; L. lactis
subsp. lactis MBLL1 ve MBLLY bakteriyosinin laktisin 481, L. lactis subsp. lactis
MBLLS57 bakteriyosininin ise nisin oldugu saptandi. Tiirkiye kokenli laktokok suslarinin
faj direng oOzellikleri, 61 adet laktik faja kars1 test edildi. Laktokok suslarinin 11 adedi
degisik fajlara kars1 duyarlilik fenotipi gosterirken, 39 adedi denenen fajlarin tiimiine karst
direncli bulundu. 15 adet L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis susu igerisinden 5
adedi (MBLDS, MBLD7, MBLD17, MBLD21 ve MBLDS54) yiiksek, 3 adedi orta
(MBLD10, MBLDS51 ve MBLDS55) ve 7 adedi de diisik (MBLD4, MBLD19, MBLD29,
MBLD35, MBLD36, MBLD59 ve MBLD63) diizeyde diasetil iireticisi olarak tanimlandi.
Kesin tanis1 yapilamayan MBL34 susunun da orta diizeyde diasetil iireticisi oldugunun
belirlenmesi, bu bakterinin atipik bir L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis olduguna
isaret etti. Denemede kullanilan laktokok suslarindan 11 adedi (L. lactis subsp. lactis
MBLLS, MBLL9, MBLLA44, MBLL60, MBLL61 ve MBLL64, L. lactis subsp. cremoris
MBLC38, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis MBLDS, MBLD17, MBLD21 ve
MBLD63) yiiksek (25 pg Tyr/mL ve lizeri), kalan 39 adedi ise diisiik diizeyde (<25 pg
Tyr/mL) proteolitik aktiviteye sahip bulundu. L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunda laktoz
fermentasyonu, proteolitik aktivite, faj direnglilik ve bakteriyosin iiretim o6zelliklerinin
stabilite oranlari, skim milk ortaminda ve ~70 generasyon sonunda %75-100 arasinda
degisim gosterdi. Izole edilen laktokok suslarinda plazmid sayilar1 1-10 adet ve
biiyiikliikleri 1.9-29.2 kb arasinda bulundu.

Anahtar Kelimeler: Lactococcus lactis, endiistriyel ozellikler, starter kiiltiir



Detection of Industrial Starter Culture Potentials of Wild Type Lactococcus lactis
Strains

ABSTRACT

Out of 50 strains of lactococci isolated from raw milk obtained from different regions of
Turkey, 30 strains were identified as L. lactis subsp. lactis, 15 strains as L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis and 4 strains as L. lactis subsp. cremoris. Only one strain could
not be characterized conclusively inaccordance with the atypical results obtained from
classical diagnostic tests. As a result of the analysis carried out with these bacteria, it was
determined that only L. lactis subsp. lactis MBLL9 had high level of lactic acid production
whereas other 48 strains had low levels of production. Among lactococci tested against
different indicator bacteria for their inhibition efficiency, 3 strains (L. lactis subsp. lactis
MBLLI1, MBLL9 and MBLL57) were determined to be bacteriocin producers. The
bacteriocin produced by L. lactis subsp. lactis MBLL1 and MBLL9 were identified as
lacticin 481, and L. lactis subsp. lactis MBLL57 as nisin based on their partial
characterization data. Lactococcal strains originated from Turkey were tested against 61
lactic phages for their phage resistance properties. While 11 of the lactococcal strains
exhibited sensitive phenotype against different phages, 39 of them were found to be
resistant to whole phages analysed. Among 15 L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
strains, 5 strains (MBLD5, MBLD7, MBLD17, MBLD21 and MBLD54) were defined as
high, 3 strains (MBLD10, MBLD51 and MBLDS5) as intermediate and 7 strains (MBLD4,
MBLD19, MBLD29, MBLD35, MBLD36, MBLD59 and MBLD63) as low level diacetyl
producers. The determination of poorly characterized strain MBL34 at an intermediate
level diacetyl producer signed that this strain was to be an atypical diacetylactis. Within
the lactococcal strains used in the experiment, 11 strains (L. lactis subsp. lactis MBLLS,
MBLLY, MBLL44, MBLL60, MBLL61 and MBLL64, L. lactis subsp. cremoris MBLC38,
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis MBLDS, MBLD17, MBLD21 and MBLD63)
were detected to have high levels (25 pg Tyr/mL and above), while the remaining 39
strains had low levels (<25 pg Tyr/mL) of proteolytic activity. Stabilitiy rates of lactose
fermentation, proteolytic activity, phage resistance and bacteriocin production properties in
L. lactis subsp. lactis MBLL9 were ranged at 75-100% after ~70 generations in skim milk
media. L. lactis strains were found to have plasmid contents changing between 1.9-29.2 kb
in size and 1-10 in number.
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1. GIRIS

Lactococcus lactis tiiriine ait iki alt tiir (L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris)
ve bir biyovaryete (L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis) yar sert peynirler, eritme
siit tirtinleri ve kefir gibi ¢ok sayida fermente siit iirtiniiniin tiretiminde starter kiiltiir suslar
olarak kullanilmaktadir. Endiistriyel starter kiiltiir suslari; laktoz ve sitrat fermentasyonu,
faj direnglilik, bakteriyosin iiretimi ve direnclilik ile proteolitik aktivite gibi iiriiniin yapi,
aroma ve tat karakteristikleri yaninda, mikrobiyolojik kalitesi iizerinde de etkili olan
metabolik ozellikleri esas alinarak secilmektedir. Yiiksek verimlilik, standart ve kaliteli
tiriin hedeflenerek uygulama preparatlar1 hazirlanan starter kiiltiirler tek bir sustan
olusturulabildigi gibi, endiistriyel 6zellikler bakimindan birbirini destekleyen birden fazla
L. lactis susunun ya da farkli tiirtin kombine edilmesi suretiyle de iiretilebilmektedir. L.
lactis suslarinda, yukarida belirtilen endiistriyel acidan dnem tasiyan metabolik 6zelliklerin
gen kodunun plazmidler iizerinde bulundugunun belirlenmesi, bu bakterilerde genetik
analiz c¢alismalarina biiyiik bir ivme kazandirmis ve endiistriyel starter kiiltiir suslarinin,
bilin¢li miidahaleler ile istenilen dogrultuda diizenlenmesini olas1 hale getirmistir. Ancak,
ozellikle gelismis ve gelismekte olan iilkelerde genetik bakimdan modifiye edilmis
organizmalar kullanilarak iiretilen gidalara karsi olusan tiiketici tepkisi ve cogu kez genetik
mithendisligi uygulamalariin beklenilen sonuglar1 vermemesi, starter kiiltiir suslarinda in
vitro genetik diizenleme ¢aligsmalarini biiyiik 6l¢iide sinirlandirmistir. Bunun yerine, starter
kiiltiir olarak kullanilabilecek nitelikleri tasiyan suslarin dogal ortamlardan izole edilerek
tanimlanmas1 ve endiistriyel Ozelliklerinin stabilitesinin korunmasi calismalar1 yeniden

onem kazanmistir.

Cok uzun zamandir starter kiiltiir suslar1 kullanilarak fermente gida iiretimi yapan ve
geleneksel tiretimlerin sinirli oldugu gelismis iilkelerde, farkli dogal sus izolasyonu nerede
ise olanaksiz hale gelmistir. Ancak iilkemiz gibi, geleneksel fermente gida iiretiminin
yaygin olarak siirdiigii ve endiistriyel starter kiiltiir susu kullaniminin kisa bir ge¢misi olan
tilkelerde, endiistriyel fermentasyon siireclerinde kullanigh yeni dogal suglarin tanimlanma
olasilig1 yiiksektir. Bu esaslara yonelik olarak tasarlanan ¢alismada, Tiirkiye’'nin degisik
bolgelerinden saglanan ¢ig siit Orneklerinden izole edilerek tanmimlanacak L. lactis
suslarinin endiistriyel agidan onem tasiyan ozelliklerinin karakterizasyonu ve starter kiiltiir

potansiyellerinin tespiti amag¢lanmigtir.



2. KAYNAK OZETLERIi

2.1. Lactococcus Cinsi ve Bu Cinse Ait Tiirlerin Taksonomik Ozellikleri

Fermente gida endiistrisinde énemli bir yere sahip olan laktik asit bakterileri (LAB) i¢inde
yer alan laktokoklar (Lactococcus sp.); Gram-pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan,
hareketsiz, fakiiltatif anaerob bakteriler olarak tamimlanmaktadirlar. 1980’li yillarin
ortasinda; DNA hibridizasyonu, immunolojik analiz, lipotaykoik asit yapisi, yag asidi
profilleri ve menakinon kompozisyonu yaninda, klasik tam testlerinden elde edilen verilere
de dayanilarak Lactococcus cinsi olusturulmustur. Bu veriler dogrultusunda; Streptococcus
ve Lactobacillus cinslerinden ayrilan bazi tiirler (Lactobacillus xylosus, Lactobacillus
hordinae, Streptococcus garviae, Streptococcus plantarum ve Streptococcus raffinolactis)
Lactococcus cinsine transfer edilmistir. Laktokoklar; L. lactis, L. raffinolactis, L. garviae,
L. piscium ve L. plantarum olmak iizere bes tiir icermektedir. Lactococcus cinsine ait bu
bes tiir; 40 ‘C iizerinde ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (>% 4 sodyum kloriir)
gelisebilme ve farkli sekerlerden (laktoz, mannitol ve rafinoz) asit olusturma o6zellikleri
bakimindan farklihk gostermektedir. Laktozu fermente etme yetenegi, Ozellikle siit
endiistrisinde starter olarak kullanmilan laktokoklar igin kritik bir 6nem tasimaktadir.
Sekerlerin fermentasyonu sonucu baglica son iiriin olarak L (+) laktik asit iiretilmektedir.
Genellikle Lancefield N serolojik grubuna dahil edilen bu bakteriler; iireme ortamlarinda
tek, ¢ift ya da nadiren zincir formunda bulunmakta ve ovoid veya siferik yap1 icermektedir.
Optimum gelisme sicakliklar1 30 'C olan laktokoklar; 10 ‘C’ nin altinda ve 45 'C’ nin
tizerinde, % 6.5 NaCl varliginda ve ortam pH’sinin 9.6 olmasi durumunda gelisemezler.
Laktokoklar bu 6zellikleri ile streptokoklardan ve enterokoklardan ayrilirlar (Schleifer et

al. 1985, Schleifer and Kilpper-Bilz 1987, Stiles and Holzapfel 1997, Carr et al 2002).

Lactococcus cinsini olusturan bakteriler icerisinde L. lactis tiirli, endiistriyel agidan biiyiik
oneme sahiptir. Ozellikle siit endiistrisinde kullanilan mezofilik starter kiiltiirler arasinda
en cok tercih edilen bakteriler, bu tiire ait alt tiirlerdir. Temelde L. lactis tiirii , L. lactis
subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris olamak iizere iki alt tiire ayrilmaktadir. L. lactis
subsp. lactis alt tiirii, arjinin hidrolizi sonucu amonyak olusturma ve 40 C de gelisebilme

yetenekleriyle, L. lactis subsp. cremoris’den farklilik gostermektedir. L. lactis tiiriine ait



tek biyovaryete ise (L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis), yalnz sitrat
fermentasyonu yetenegi ile L. lactis subsp. lactis’den ayrilmaktadir. Sitrat fermentasyonu
yeteneginin tiim L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis suslarinda plazmid kodlu olusu
ve sOz konusu plazmidlerin konak¢1 bakteriden kendiliginden kaybinin siklikla
gerceklesmesi, bu biyovaryetenin L. lactis subsp. lactis’den kesin hatlarla ayrilmasim
imkansiz hale getirmektedir. Fermente gida endiistrisinde kullanilan diger tim laktik asit
bakterileri gibi, L. lactis tiirii tiyeleri de; insan ve hayvan sagligi agisindan tiiketilmelerinde
herhangi bir sakinca bulunmayan, giivenilir mikroorganizmalar olarak (GRAS) kabul
edilmektedir. Ozellikle molekiiler analiz tekniklerinin gelisimi; starter kiiltiir suslarinin,
patojen ya da gida bozulmasi etmeni bakterilerden farklilagsma siireclerinin, evrimsel
iliskilerle aciklanmasini olanakli hale getirmistir (Schleifer and Kilpper-Bilz 1987, Stiles
and Holzapfel 1997, Corroler et al. 1998, Corroler et al. 1999, Mannu et al. 2000, Ayad et
al. 2001, Nomura et al. 2002, Delgado and Mayo 2004, Liu et al. 2005).

2.2. L. lactis Suslarinin Endiistriyel Oneme Sahip Ozellikleri

2.2.1. Laktik asit iiretimi

Endiistride gida, ila¢ ve kozmetik gibi cesitli alanlarda yaygin olarak kullanilan laktik asit,
siit fermentasyonlarinin temel iiriiniidiir. Fermentasyon siireglerinde LAB tarafindan
tiretilen bu organik asit, ortamda pH’ nin hizla diigmesine sebep olmakta ve boylelikle gida
bozulmalar1 ve gida kokenli hastalik etmeni mikroorganizmalarin gelismeleri icin uygun
ortam kosullarinin olusumu engellenmektedir. Laktik asit aym zamanda, fermente
iriinlerde istenen duyusal ve yapisal 6zelliklerin gelismesine de katkida bulunmaktadir.
Ornegin; peynir yapimi sirasinda olusan laktik asit, pH nin ve su aktivitesinin diigmesine
yol agarak, peyniralti suyunun kolaylikla pihtidan ayrilmasini saglamaktadir. Karbonhidrat
metabolizmasi ayrica, bircok fermente siit iiriiniinde temel yapisal 6zelliklerin gelismesini
kontrol eden ekzopolisakkaritlerin sentezinde anahtar rol oynamaktadir. Tim bu
nedenlerle; hizli asit iiretme yetenegi, starter kiiltiir olarak kullanilacak bakterilerin
seciminde 6nemli bir kriter olarak ele alinmaktadir. Ancak 6zellikle yavas olgunlastirilan
baz1 geleneksel fermente siit tiriinlerinin ve peynirlerin yapiminda, yavas asit iireten starter
kiiltiir suslar1 da tercih edilebilmektedir (Cogan et al. 1997, Durlu-Ozkaya et al. 2001,
Medina et al. 2001, Pérez et al. 2003, Narayanan et al. 2004).



Lactococcus cinsi liyesi bakteriler, siit ortaminda bulunan baslica karbon kaynagi olan
laktozdan homofermentatif yolla L(+) laktik asit iiretme yetenegine sahiptir. Ancak bu
bakterilerin diisiik pH degerlerinde D(-) laktik asit iiretebildikleri de tespit edilmistir.
Laktokoklar ortamda bulunan laktozu, fosfoenolpiriivata bagli-fosfotransferaz sistemi
(PEP-PTS) ile hiicre icine almakta ve hiicre ig¢inde laktoz-6-fosfat, fosfo-p-galaktosidaz
enzimi ile hidrolize ederek, glikoz ve galaktoz-6-fosfata doniistiiriilmektedir. fleri asamada
bu metabolitlerden, glikoliz ve tagatoz-fosfat metabolik yolu kullanilarak, trioz-fosfatlar
olusturulmaktadir. Trioz-fosfatlar, daha sonra piriivata doniistiiriilmekte ve piriivat da
elektron dengesinin saglanmasi amaciyla laktata indirgenmektedir. Laktokoklarda laktozu
fermente etme yetene8i plazmidler tarafindan kodlanmaktadir. Bu fenotipin olusumunu
kontrol eden genlerin analizi sonucu tanimlanan yedi genin (lacABCDFEG), tek bir operon
halinde bulundugu belirlenmistir. Laktokoklar, diger laktik asit bakterileri dikkate
alindiginda, hizli asit iiretme yetenegine sahip tiirler olarak kabul edilmektedir. Bununla
birlikte laktozdan hizli asit tiretme yetenegi laktokoklarda cins karakteristigi olmayip,
sustan susa degisiklik gostermektedir. Yapilan cesitli caligmalarda, hizli asit iireten suslar
kadar yavas asit liretme yetenegine sahip olan suslarin da yaygin olarak Lactococcus cinsi
icerisinde yer aldig1 tespit edilmistir (McKay 1983, Crow and Thomas 1984, Cogan et al.
1997, Ayad et al. 2000, Delgado et al. 2002, Ayad et al. 2004, de Vos and Hugenholtz
2004, Cock and de Stouvenel 2006).

Laktokoklarda laktoz metabolizmasini kontrol eden plazmidler; 20 kb’dan biiyiik, stabil ve
cogunlukla konjugatif 6zellik igeren kromozom dis1 genetik yapilar olarak karakterize
edilmektedir. Konjugatif o6zellikleri, bu plazmidlerin dogal yollarla suslar arasinda
aktarimimi  saglamaktadir. Starter kiiltir susu gelistirme programlarinda yalniz
konjugasyonel diizenlemelerin yapilmasina izin verilmesi, konjugatif ozellikteki laktoz
plazmidlerine biiyiik bir 6nem kazandirmistir (Medina et al. 2001, de Vos and Hugenholtz

2004, Cock and de Stouvenel 2006).



2.2.2. Bakteriyosin iiretimi

Starter olarak kullanilan LAB’nin bircogu organik asitler, hidrojen peroksit, diasetil ve
bakteriyosinlerin de icinde bulundugu cesitli antimikrobiyel bilesikler iiretme
yetenegindedir. Bu metabolitler; hem fermente gidalarda yapi, aroma ve tat olusumuna
katkida bulunmakta, hem de iirlinde bozulma ya da gida kokenli hastalik etmeni
mikroorganizmalarin gelismelerini engellemektedir. S6z konusu bilesikler 6zetle; fermente
gidalarin raf Omrii, mikrobiyolojik kalitesi ve tiiketici kabulii {izerinde anahtar rol
oynamaktadir (Moreno et al. 1999, McAuliffe et al. 2001, Ross et al. 2002). Eski
caglardan beri tiiketilmekte olan gidalarda bulunan LAB’nin insan saglig1 tizerinde bilinen
olumlu etkilerinin yaninda, iirettikleri bakteriyosinlerin de gida korumada antibiyotiklerden
daha uygun ajanlar oldugunun tespit edilmesi, bu bakterilerin 6nemini bir kat daha
arttirmistir. Son yillarda, antibiyotiklere kars1 direng 6zelligi gdsteren mikroorganizmalarin
sayisindaki artis ve antibiyotiklerin insan sagligi iizerindeki belirlenen olumsuz etkileri,
tilketicilerin gida korumada bakteriyosinler gibi bilesiklere daha fazla yonelmelerini
saglamistir (Cleveland et al. 2001, Benkerroum et al. 2002, Chen and Hoover 2003). LAB
tarafindan {iiretilen bakteriyosinlerin, gida sistemlerinde biyokoruyucu olarak kullanilma
potansiyelleri, genis konaker etkinlikleri ve farkli cevresel kosullarda gosterdikleri stabilite
diizeyleri esas alinarak tanimlanmaktadir. Giiniimiizde biyokorumanin esaslari, gidalarda
istenmeyen mikroorganizmalarin parcalanmasi ya da inhibe edilmesi i¢in, dogrudan
antagonistik  mikroorganizmalarin  veya onlarin  metabolitlerinin  kullanimina
dayanmaktadir. Tiim bu nedenlerle gidanin biyokorumasina yonelik arastirmalar,
bakteriyosinler ve bakteriyosin iireticisi suslarin karakterizasyonu iizerinde odaklanmistir
(Huot et al. 1996, Scannell et al. 2000, Lee and Paik 2001, Hindré et al. 2003, Joerger
2003).

Bakteriyosinler, antibakteriyel etkiye sahip, genellikle Gram-pozitif bakteriler ve {iretici
suslara yakin tiirler iizerinde etkili olan, protein dogasinda bilesiklerdir. Bu bilesikler

yapisal, kimyasal ve fonksiyonel 6zellikleri esas alinarak 4 simifa ayrilmaktadir:

I. smif bakteriyosinler; lantibiyotikler olarak da adlandirilan ve translasyon sonrasi
modifikasyonlar sonucu aktif formlar1 olusturulan bakteriyosinlerdir. Dogada bulunmayan

doymamis amino asitler [didehidroalanin (Dha) ve didehidrobiitirin (Dhb)] ve tiyoeter



kopriileri [lantiyonin (Lan) ve 3-metillantiyonin (3-Melan)] igerirler. Bu amino asitler,
oncii peptidin enzimatik reaksiyonlarla modifikasyonu sonucunda olusturulmaktadir.
Sirasiyla serin ve treonin amino asitlerinin dehidrasyonu ile Dha ve Dhb olugmakta, bu
amino asitlerle sistein rezidiileri arasinda tiyoeter kopriilerinin kurulmasiyla da Lan ve 3-
Melan meydana gelmektedir. Tiyoeter kopriilerinin pozisyonu ile diizenlenen yapi temel
almarak, lantibiyotikler; lineer (TipA) ve globiiler (TipB) olmak iizere, iki ana gruba
ayrilmaktadir. Ayrica Tip A lantibiyotikler de kendi aralarinda, Tip Al ve AIl olmak iizere
iki alt gruba ayrilmaktadir. Tip A lantibiyotikler konak¢1 sitoplazma membraninda porlar
olusturarak, Tip B lantibiyotikler ise DNA, RNA veya hiicre duvan sentezinde gorev alan
enzimleri inhibe ederek, hedef organizmaya etki etmektedir (Diep and Nes 2002, Hindré et
al. 2003).

II. smif bakteriyosinler; lantiyonin icermeyen, 1siya dayamkli peptitler olarak
tanimlanmakta ve Sinif Ila, Sinif IIb, Sinif IIc ve Sinif IId olmak {iizere 4 alt grup altinda
incelenmektedir. Bu alt gruplar icerisinde, antilisteriyal aktiviteleri nedeniyle, sinmif Ila gida
korunmasinda giiclii bir potansiyele sahiptir. Sinif IIb iiyeleri de iki ayr1 peptit icermeleri
ile diger siniflardan ayrilmaktadir. Bu simf iiyeleri, yiiksek diizeyde aktivite i¢in iki

peptidin birlesmesine gereksinim duymaktadir (Benkerroum et al. 2002, Noonpakdee et al.

2003).

III. simif bakteriyosinler; biiyiik, 1s1ya duyarli proteinler olup, bakteriyosinlerin fizyolojik

aktivitelerini gosteren, bakteriyolitik ekstraseliiler enzimleri de kapsamaktadir.

IV. siif bakteriyosinler ise; lipit ve karbonhidrat yan gruplar iceren, kompleks
bakteriyosinlerdir. Bu sinif bakteriyosinlerin yapilar1 ve fonksiyonlar hakkinda ¢ok az
bilgi bulunmaktadir (Klaenhammer 1993, de Vuyst and Vandamme 1994, Jack et al. 1995,
Diep and Nes 2002, Rgssland et al. 2003).

Bakteriyosinler; genellikle hedef hiicrenin sitoplazmik membranina etki ederek membran
potansiyellerinin bozulmasina ve cesitli iyonlar, amino asitler ile ATP gibi kiigiik
metabolitlerin hiicreden disar1 sizmasi sonucu DNA, RNA, protein ve polisakkarit

sentezinin durmasina yol acarlar. Bakteriyosin iireticisi suslar, irettikleri direnglilik



proteinleri sayesinde kendi bakteriyosinlerinin etkisinden korunurlar (Jack et al. 1995,

Scannell et al. 2000, Chen and Hoover 2003).

LAB bakteriyosinleri igerisinde 6zel bir neme sahip olan laktokok bakteriyosinleri ise;
konaker cesitlilikleri, farkli enzimlere (tripsin, pepsin, lipaz gibi) karsi duyarliliklar, 1s1l
direncleri ve diger bakteriyosin-konak¢i interaksiyonlar1 g6z oniinde bulundurularak kendi
aralarinda; laktokoksinler, lantibiyotikler, diplokoksinler ve laktozstrepsinler olmak iizere
4 simifa ayrilmaktadir. Laktokoklar tarafindan iiretilen bakteriyosinlerden en bilinenleri;
nisin basta olmak iizere, laktokoksin A, laktokoksin B, laktokoksin MN, laktokoksin G,
laktokoksin 972, laktisin 481, laktisin 3147 ve son yillarda tanimlanan laktisin FS92,
laktisin RM, laktisin NK24, laktokoksin R, laktokoksin MMT24 ve laktokoksin
MMFII'dir. Laktokok bakteriyosinlerine ait yapisal genler ve direnglilik proteinlerini
kodlayan genler, genellikle plazmid kokenlidir. Kromozomal DNA tarafindan kodlanan
nadir laktokok bakteriyosinlerinin en bilineni nisin’dir (Venema et al. 1995, Martinez et al.
1996, Ross et al. 1999, Yarmus et al. 2000, Ferchichi et al. 2001, Lee and Paik 2001,
O’Sullivan et al. 2003a, Badis et al. 2004).

Laktokoklar tarafindan {iretilen bircok bakteriyosin tanimlanmasina karsin, gidalarda
endiistriyel kullanim olanagi bulan tek bakteriyosin L. lactis subsp. lactis suglar
tarafindan iiretilen nisindir. Nisin, bagta Gram-pozitif bakteriler olmak iizere, gida kaynakli
hastalik ve gida bozulmasi etmeni bir¢cok bakteriye ve bunlarin sporlarina karsi inhibisyon
etkisine sahiptir. Ancak Gram-negatif bakteriler ile maya ve kiiflere karg1 inhibisyon etkisi
icermemektedir. Yakin ge¢cmiste yliriitiilen arastirmalar sonucu; etilendiamintetraasetik asit
gibi cesitli ¢elat olusturan ajanlarla birlikte kullanildiginda, nisinin Gram-negatif
bakterilere karsi da inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Celat olusturan ajanlar,
metal iyonlar ile stabil metal kompleksleri meydana getirebilen bilesiklerdir. Boyle bir
uygulama ile Gram-negatif bakterilerin dis membranlarindaki Ca* ve Mg* iyonlan
tutularak membran stabilitesi bozulmakta ve membranin gecirgenliginin kontrolii ortadan
kalkmaktadir. Bu etkilerin sonucu olarak da Gram-negatif hiicreler nisine duyarli hale
gelmektedir (Boziaris and Adams 1999, Benech et al. 2002, Noonpakdee et al. 2003,
Hindré et al. 2004).



Bakteriyosinlerin gidalarda koruyucu amagli kullammminda farkli yontemler tercih
edilebilmektedir. Bunlarin igerisinde; tam veya yar saflagtirllmis bakteriyosinin {iriine
dogrudan ilavesi ya da bakteriyosin iireticisi susun fermentasyon ortamina inokiile
edilmesi, en ¢ok kullanim alam1 bulan yOntemlerdir. Bakteriyosin {ireticisi suslarin
dogrudan gida tretiminde kullanimi ile ilgili yasal bir kisitlama ya da engelin
bulunmamasi, uygulama i¢in herhangi bir 6zel alet ve ekipmana gereksinim duyulmamasi
ve ayrica maliyet acgisindan daha ekonomik olmasi, bu yontemin, bakteriyosinlerin
saflastirilarak kullanimina oranla daha avantajli hale gelmesine neden olmaktadir (Trotter

et al. 2004, Ghrairi et al. 2005).

Ozellikle litik etkiye sahip bakteriyosinler, peynir endiistrisinde giderek artan bir 6nem
kazanmaktadir. Peynir iiretiminde kritik bir siire¢ olan proteolizin hizlandirilmasi amaciyla
litik etkiye sahip bakteriyosin {ireticisi suslarin, starter Kkiiltiirler ile birlikte
kullanilabilecegi belirlenmistir. Bakteriyosinler ve {iretici suslar, peynirin olgunlagsma
siirecinin kisaltilmasina yardimci olduklari gibi, peynir pithtisinin dagiliminin homojen
olmasina da katkida bulunmaktadir. Ancak en dnemli katkilari; 6zellikle ¢ig siitten iiretilen
geleneksel fermente {rlinler ve peynirlerde hijyenik agidan kalitenin korunmasini
saglamalanidir. Fermente gida sistemlerinde bakteriyosinler ve bakteriyosin {iireticisi
suslarin kullaniminda cesitli sorunlarla karsilagilmaktadir. Birgok gida iiriiniinde kullanilan
ticari nisinin (Nisaplin) aktivitesinde, gidanin depolanma siiresi boyunca kayiplarin
meydana geldigi belirlenmistir. Ayrica ticari nisin kullamminin maliyeti ¢ok yiiksek
oldugu icin, iiriin maliyeti de 6nemli dl¢iide etkilenmektedir. Diger yandan bakteriyosinler,
starter kiiltiiriin gelismesini etkileyerek, asidifikasyonun gecikmesine neden olabilmekte ve
peynir iiretim siirecinde degisimlere yol acabilmektedir. Bunun onlenebilmesi icin
bakteriyosin {ireticisi susun diisiikk inokiilasyon oranlarinda ortama ilavesi ya da
bakteriyosine direngli suslarin  kullamimi ideal stratejiler olarak Onerilmektedir
(Benkerroum et al. 2000, Martinez-Cuesta et al. 2001, Benech et al. 2002, Trotter et al.
2004).

Gida fermentasyonlarinda bakteriyosin iireticisi suslarin starter kiiltiir suslar ile birlikte
kullanimi ya da saflastirilan bakteriyosinin dogrudan uygulanmasinin yani sira, son
yillarda, bakteriyosinlerin paketleme materyallerine immobilizasyonu ve saflastirilmis

nisinin lipozomlara ilavesi ile elde edilen kapsiillerin peynir tiretiminde kullanimi gibi



degisik yontemler de gelistirilmistir (Scannell et al. 2000, Benech et al. 2002, Chen and
Hoover 2003, Dimov et al. 2005).

Daha once de ifade edildigi gibi, bugiine kadar laktokoklara ait ¢ok sayida farkli
bakteriyosinin izolasyonu ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Tanimlanan bu
bakteriyosinlerden ¢ok azi ticari kullanim potansiyeli icermektedir. Nisin disinda,
laktokoklar tarafindan iiretilen bakteriyosinlerden laktisin 3147; sahip oldugu genis
konaker etkinligi, stabilitesi ve nisine nazaran daha genis pH araliklarinda aktif olmasiyla,
ticari kullanim acisindan 6n plana ¢ikmaktadir. Laktisin 481 de, nisin ile benzer sekilde,
cok sayida LAB ve ozellikle Clostridium tyrobutyricum’a karst inhibisyon etkisi
gostermektedir. Bu bakteriyosinin peynirlerin olgunlagma siirecinde starter kiiltiirlerin
parcalanmasinda yiiksek etkinlik gosterdigi ve bu amacla kullaniminin uygun oldugu
belirlenmistir. Ayrica son yillarda tanimlanan laktokoksin R’nin de; genis konakgi
etkinligi, asidik pH degerlerinde ve yiiksek sicakliklarda stabilitesini korumasi, uzun
depolama periyotlarina dayanikli olmasi ve 3.4 kDa’luk nisin molekiiliinden daha kiiciik
olmas1 (2.5 kDa) gibi ozelliklerinden dolayi, gidalarda koruyucu olarak kullanilma
potansiyeli icerdigi belirtilmektedir. Laktisin FS92 de, Listeria monocytogenes dahil olmak
tizere Clostridium ve Bacillus cinslerini de kapsayan genis konakg¢i etkinligi ve 1s1
stabilitesi goz Oniine alindiginda gidalarda koruyucu amacgla kullanilabilecek bir bagka
bakteriyosin olarak 6ne ¢ikmaktadir (Yildirim and Johnson 1998, Mao et al. 2001, Chen
and Hoover 2003, O’Sullivan et al. 2003a, O’Sullivan et al. 2003b, Guinane et al. 2005).

2.2.3. Faj direnclilik

Starter kiiltiirlerin fajlarla enfekte edilmesi, siit endiistrisinde karsilasilan en Onemli
sorunlardan biri olma 6zelligini siirdiirmektedir. Fajlar, siit fermentasyonlarinin kesintiye
ugramasina ya da durmasina ve bu yolla biiylik ekonomik kayiplarin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Normalde ¢i§ ve pastorize siitte faj konsantrasyonu diisiik olmasina
karsin, kullanilan starter kiiltiirler arasinda fajlara kars1 duyarli bakterilerin bulunmasi
durumunda, ortamdaki faj konsantrasyonu hizla artis gostermektedir. Artan faj
konsantrasyonuna paralel bir sekilde duyarli bakterilerin parcalanmasi da hizlanmaktadir.
Ortamdaki starter kiiltir suslarinin bu hizli parcalanmast sonucu; asidifikasyon

yavaslamakta, proteoliz azalmakta ve aroma ve tat olusumuna katkida bulunan bilesiklerin



tiretiminde diisme gergeklesmektedir. Bu da fermentasyonun gecikmesine ya da durmasina
neden olmaktadir (Forde ef al. 1999, Bouchard ef al. 2002, Gabs and Josephsen 2003).
Fermentasyon ortamina fajlarin dahil olmasi; kullanilan starter kiiltiir tipi, fermente gida
liretim yontemi, sanitasyon islemleri, yerel cevre ve cografi bolge gibi faktorlere bagh
olarak gerceklesmektedir. Siit fermentasyon ortamlari, dogasi geregi faj kontaminasyonlari
icin oldukca elverislidir. Cig siit, karisik-tanimli olmayan starter kiiltiir kullanim1 veya
lizogenik o6zellik iceren starter kiiltiir suslarinda bulunan profajlarin indiiksiyonu, siit
fermentasyon ortamlarinda gerceklesen faj kontaminasyonlarinin baslica kaynaklarini
teskil etmektedir. Fermente siit endiistrisinde; yeni teknolojilere dayali hijyen ve
sanitasyon yontemlerinin devreye sokulmasi, starter kiiltiir rotasyonunun, ¢oklu sus iceren
starter kiiltiirlerin ve faj direngli suslarm kullanimi gibi degisik yOntemlerin
gelistirilmesine ragmen, faj kontaminasyonlarindan kaynaklanan sorunlara etkin bir 6nlem
almamamistir. Bu nedenle de son yillarda yapilan calismalar; faj direngli starter suslarin
gelistirilmesi, fajlarin  karakteristik ~ Ozelliklerinin detayli tanis1i  ve faj-konakgl
etkilesimlerinin belirlenmesi iizerinde yogunlasmistir. Laktokoklarda dogal faj direnglilik
sistemlerinin genellikle plazmid kodlu karakterler olusu, genetik manupilasyonlarda
kullanilabilirliklerini de beraberinde getirmistir. Konjugal aktarim sistemleri kullamilarak
gelistirilmis faj direngli laktokok suslari, endiistriyel starter Kkiiltiir suslar1 olarak
kullanilmaktadir (Fabrizio er al. 1991, Josephsen et al. 1999, Durmaz and Klaenhammer

2000, Madsen et al. 2001, McGrath ef al. 2002, De Haard et al. 2005 ).

Laktokok suslari, laktik faj yasam dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda faj enjeksiyon siirecini
kesintiye ugratacak direnclilik sistemleri icermektedir. Bu sistemler, etkinlik
mekanizmalan esas alinarak; faj adsorbsiyonunun engellenmesi, faj DNA enjeksiyonunun
engellenmesi, restriksiyon/modifikasyon ve abortif enfeksiyon sistemleri basliklar1 altinda
toplanmaktadir (Sanders 1988, McGrath et al. 2002, Madera et al. 2004, Fortier et al.
2005).

Bakteriyel faj enfeksiyonlarinda ilk asama, fajin konakci hiicre yiizeyine tutunmasidir
(adsorbsiyon). Laktokoklarda iki asamali olarak gerceklesen tutunma siirecinde Oncelikle,
faj yiizey proteinlerinin bakteri hiicre duvarinda bulunan almag¢ bdlgeler ile temast
meydana gelmektedir. Geri doniigebilir olan bu asamadan sonra, faj DNA’s1 bakteri

sitoplazma membraninda bulunan ikinci bir reseptor proteinle temas ederek stabil (geri
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doniigsiiz) adsorbsiyon gerceklesmektedir. Laktokoklarda faj tutunmasinin engellenmesi
tipte direnclilik sistemi, hem faj almac¢ bolgelerin maskelenmesi, hem de konake1 hiicre
membran reseptdr protein sisteminin sentezinin durdurulmasi yolu ile gergeklesmektedir.
Her iki sistem {izerinde yiiriitilen calismalarda da, bu direnglilik mekanizmasinin gen
kodunun plazmidler {izerinde tasindigi belirlenmistir (Akgelik and Tunail 1992, Tuncer

and Akgelik 2002, Hicks ef al. 2004, Lunde et al. 2005).

Laktokoklarda faj DNA’sinin hiicre igine translokasyonunda rol oynayan sistemler
tizerinde cok az bilgi mevcuttur. Bazi arastiricilar belirli suslarda faj tutunmasinin yiiksek
oranda (%99 ve lizeri) gerceklesmesine ragmen, faj DNA’simin hiicre icine enjekte
edilemedigini saptamistir. Bu mekanizmanin esasina yonelik olarak yiiriitiilen
calismalarda; soz konusu direnclilik sisteminin bulundugu bakterilerde, plazmidler ya da
kromozomal DNA tarafindan kodlanan bazi proteinlerin, translokasyonda gorev aldigi
varsayilan proteinlerin tiretimini baskiladig1 ya da fonksiyonlarini1 bloke ettigi saptanmistir
(Garbutt et al. 1997, Akgelik 1998a, Madsen et al. 2001, Sturino and Klaenhammer 2004,
Fortier et al. 2005).

Restriksiyon/modifikasyon sistemleri; hiicreye giren yabanci DNA’nin pargcalanmasini
saglayan restriksiyon endoniikleazlar ve bu enzimlerin aktivitesinden konak¢i hiicre
DNA’sim koruyan modifikator metilazlar ile karakterize edilmektedir. Laktokoklarda ¢ok
yaygin olarak bulunmayan bu sistemlerin elemanlari, plazmid ya da kromozomal DNA
kokenli olabilmektedir. Konaker hiicre restiriksiyon/modifikasyon sistemlerine karsi direng
gelistiren ya da enfeksiyonun giiciine bagli olarak bu sistemin etkisinden kurtulan fajlarin,
modifikator enzimler tarafindan metillenmesi, sistemin starter kiiltiir suslarinda kullanimini
sinirlamaktadir. Bu bakterilerin starter kiiltiir susu olarak kullaniminin zorunlu oldugu
durumlarda, genellikle ilave faj direnglilik sistemleri devreye sokulmaktadir (Allison and

Klaenhammer 1998, Mahoninvong et al. 2001, Ward et al. 2004, Lunde et al. 2005).

Abortif enfeksiyon sistemleri (Abi); faj DNA’smmin bakteri hiicresi igerisine
enjeksiyonundan sonra, enfeksiyonun ileri asamalarimin herhangi bir basamakta
engellenmesi sonucu olusturulan direnglilik ile karakterize edilmektedir. Etkinlik
gosterdikleri faj enfeksiyon asamalari dikkate alinarak yapilan smiflandirma sonucu,

laktokoklarda 22 farkli Abi sisteminin bulundugu tespit edilmistir. Bu sistemi diger faj
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direnclilik mekanizmalarindan ayiran en Onemli kriter, faj saldirisina ugrayan direncli
konakg¢1 hiicrenin 6lmesidir. Bu sayede populasyonda faj cogalmasi gergeklesmemektedir.
Laktokoklarda yaygin olarak bulunan Abi sistemlerinin gen kodu, AbiH hari¢, bu
bakterilerin icerdigi degisik biiyiikliiklerdeki plazmidler iizerinde tasinmaktadir. So6z
konusu plazmidlerin, ozellikle konjugal hareketlilik yetenegine sahip olanlan faj direncgli
starter kiiltiir susu gelistirme caligmalarinin temel biyomateryalini teskil etmektedir

(Twomey et al. 2000, Mikli¢ and Rogelj 2003, Domingues et al. 2004, Lunde et al. 2005).

2.2.4. Sitrat fermentasyonu

Laktik asit bakterileri i¢erisinde yalmz Lactococcus cinsi iiyelerinden L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis ve Leuconostoc tirleri sitrat1 fermente edebilme yetenegini
icermektedir. Bu organizmalar sitrat fermentasyonu sonucunda asetoin ve diasetil
olustururlar. Laktokoklarda, sitrat fermentasyonu 6zelliginden sorumlu olan genlerin 8.0
kb’lik bir plazmid iizerinde kodlu oldugu ve bu plazmidi kaybeden suslarin siit ortaminda
gelismelerinde 6nemli derecede yavaslama meydana geldigi saptanmistir. Diasetil bir¢ok
fermente siit iiriniinde tat ve aromaya katkida bulunan en 6nemli bilesiklerden biridir.
Basta tereyagi olmak lizere, taze peynirler, ac1 krema, yagl siit gibi iirlinlerde kuvvetli act
tadin olusmasima katkida bulunmaktadir. Ozellikle tereyagi, taze ve olgunlastirilmayan
peynirlerde tipik aroma ve tadin gelisimini saglayan ve bu nedenle de s6z konusu
irtinlerde olusumu arzu edilen bir bilesiktir (Bassit et al. 1993, Haddad et al. 1997,
Bandell et al. 1998, Hugenholtz et al. 2000).

Diasetilin biyosentez mekanizmasina iliskin iki yol oldugu 6ne siiriilmektedir. Bunlardan
ilki, diasetil sintaz enziminin etkisiyle ortamda biriken asetil koenzimA ve aktif
asetaldehitten diasetilin olusturulmasini esas alan enzimatik yoldur. Ancak laktokoklarda
diasetil sintaz enziminin varligi heniiz belirlenememistir. Diger biyosentez yolu ise, a-
asetolaktatin oksidatif dekarboksilasyonu sonucu diasetilin olusumu ile karakterize
edilmektedir. Son yillarda yapilan calismalarda Lactococcus tiirlerinde bu yolun etkin

oldugu tespit edilmistir (Verhue and Tjan 1991, Goupil et al. 1996, Mauriello et al. 2001).
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Diasetil olusumunda ilk agama, sitratin hiicre icine alinmasidir. Bu agsamada sitrat permeaz
enzimi gorev almaktadir. Hiicre i¢ine alinan sitrat, sitrat liyaz enziminin etkisiyle asetat ve
okzalasetata parcalanir. Okzalasetat, okzalasetat dekarboksilaz enzimiyle piriivata
doniistiiriiliir. Pirivattan da, a-asetolaktat sintaz enziminin katalizorliigiinde o-asetolaktat
olusturulur. Kararsiz bir bilesik olan a-asetolaktatin oksidatif dekarboksilasyonu
(kimyasal) sonucunda ise, diasetil meydana getirilir. Buna ek olarak o-asetolaktat, a-
asetolaktat dekarboksilaz enzimi ile veya oksidatif olmayan kimyasal dekarboksilasyon
sonucu asetoine de doniisebilmektedir. Siit {iiriinlerinden izole edilen bazi L. lactis
suglarinin, a-asetolaktat dekarboksilaz enzimi icermediklerinden, sitrattan hizli bir sekilde
a-asetolaktat olusturdugu belirlenmistir. Bu mutantlar, ortamda biriken o-asetolaktatin
kimyasal dekarboksilasyonu yolu ile, olduk¢a yiiksek miktarda diasetil iiretimi
gerceklestirebilmektedir. Dogal tip L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis suslar ise,
diasetil ve a-asetolaktati daha az miktarda iiretmektedir. Sitrat fermentasyonu siiresince, o-
asetolaktatin biiylik bir kismi a-asetolaktat dekarboksilaz enzimi tarafindan asetoine
donistiiriilmektedir. Diasetil iiretim mekanizmasi iizerine saglanan bilgiler 1s18inda,
yiiksek oranda diasetil iiretimi i¢in degisik metabolik diizenleme stratejileri gelistirilmistir.
Diasetil iiretim miktari, starter kiiltiir olarak kullanilan susa bagh olmakla birlikte; pH,
oksijen ve sicaklik gibi fermentasyon kosullarindan da etkilenmektedir. Cogu zaman
yiiksek miktarda diasetil olusumu i¢in gerekli ¢evresel kosullar, suslarin optimum gelisme
kosullar ile uyusmamaktadir. Ornegin; yiiksek oksijen gerilimi, iiretim ortaminda diasetil
miktarinin artisina yol agmakta, ancak starter kiiltiirlerde bulunan oksijene duyarli suslarin
tiimiiniin gelisimini engellemektedir. Bu nedenle, yiiksek miktarda diasetil iireten suslarin
tespit edilmesi, iiretimden kaynaklanan bu gibi kisitlamalarin Oniine gegilmesinde biiyiik
katkilar saglayacaktir (Swindell et al. 1996, Boumerdassi et al. 1997, Curic et al. 1999,
Hugenholtz et al. 2000, Monnet et al. 2000, Martin et al. 2004).

2.2.5. Proteolitik aktivite

Siit, laktik asit bakterilerinin gelismeleri icin zorunlu olan amino asitler ve peptitleri cok
diisiik konsantrasyonlarda icermektedir. Ancak laktik asit bakterileri sahip olduklar
proteolitik aktivite sayesinde, gelismeleri i¢in gerekli olan bu amino asit ve peptitleri
proteoliz iiriinlerinden saglayabilmektedir. Siitte laktik asit bakterilerinin gelismeleri i¢in

elzem olan bu bilesiklerin baslica kaynagi, siitiin temel proteini olan kazeindir. Siitte o;-,
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aso-, B- ve x-kazein olmak tizere dort farkli tip kazein proteini bulunmaktadir. Bu 4 farkli
kazein arasinda, laktokoklarin optimal diizeyde gelisebilmeleri i¢in gereksinim duyduklar
esansiyel amino asitlerin en ideal kaynagini, B- ve K-kazein olusturmaktadir. L. lactis
subsp. cremoris HP susu ile yapilan bir ¢alismada, bu susun gelismesinin 3- ve k-kazeinin
birlikte bulundugu ortamda daha iyi oldugu belirlenmistir. Proteoliz, laktokoklarin
gelismeleri i¢in kritik bir parametre teskil etmesi yaninda, siit fermentasyonlarinda {iriiniin
tat ve aromasma katkida bulunan bilesiklerin olusturulmasi agisindan da oldukga
onemlidir. Baz1 amino asitlerin, aroma ve tat bilesiklerinin 6ncii molekiilleri olduguna
inanilmaktadir. Starter kiiltiirler, peynir tiretiminde gerekli olan proteolitik enzimlerin
kaynagim olusturmaktadir. Bu nedenlerle, starter kiiltiir olarak kullanilacak suslarin
seciminde yeterli proteolitik aktivite icermeleri, aranan bir 6zellik olmaktadir (Smid ef al.

1991, Exterkate et al. 2001, Luoma et al. 2001).

Laktokoklarda proteolitik aktivite, molekiiler bityiikliigii sustan susa farklilik gosterebilen
plazmidler tarafindan kodlanmaktadir. Proteolitik sistem; hiicre duvarinda lokalize olan
proteinazlar ile peptit ve amino asit tasiyicisi proteinler ve hiicre ic¢i peptidazlardan
olusmaktadir. Laktokoklarin proteolitik sisteminde anahtar rolii oynayan hiicre duvarina
bagl proteinaz enzimi, prtP ve prtM olmak iizere iki gen tarafindan kodlanmaktadir.
Yapisal gen olan prtP, serin proteinazlarin subtilisin ailesiyle homoloji gosteren bir oncii
proteinini ve prtM ise, Oncii proteinin olgunlastirilmasinda gorev alan bir lipoproteini
kodlamaktadir. Laktokoklarda bulunan proteinazlar kazein spesifitelerine gore ikiye
ayrilmaktadir. Bunlar; B-, o5- ve k-kazein iizerinde etki gosteren Py tip proteinazlar ve
daha ¢ok B-kazein iizerinde etki gosteren P tip proteinazlardir. Her iki enzim de B-kazeini
parcalamasina karsin, B-kazeini pargcalama yollar1 farklidir ve sonugta farkli proteoliz
riinleri olusmaktadir. Birgok laktokok susunun karisik bir P;-Py; enzim spesifitesi
gosterdigi tespit edilmistir (Efstathiou and McKay 1976, Leenhouts et al. 1991, Van Der
Vossen et al. 1992, Flambard et al. 1998, Malone et al. 2002). Proteinazlar tarafindan
kazeinin parcalanmasiyla olusan oligopeptitler, laktokokal peptit transport sistemiyle hiicre
icine tasinir ve burada peptidazlarin etkisiyle peptitler ve amino asitlere pargalanir.
Laktokoklarda oligopeptit transfer sistemi (Opp); ABC transporter siiperailesine ait olan
OppA, OppB, OppC, OppD ve OppF olmak {iizere bes farkli transfer proteininden
olusmaktadir. Oligopeptitler ilk asamada OppA proteinine baglanirlar. Membrana bagl

olarak bulunan OppA’nin, peptit transportunun spesifitesini belirleyen protein oldugu
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diisiiniilmektedir. Laktokoklarda dipeptidazlar, tripeptidazlar, aminopeptidazlar, prolidaz
ve endopeptidazlar iceren bir¢ok farkli tipte peptidaz bulunmaktadir. Lactococcus suslart
ile yapilan caligmalar; proteinaz ve peptidaz liretimi ve regiilasyonunun, gelisme ortami ve
iiretici susa bagl olarak degisim gosterdigine isaret etmistir (Smid et al. 1991, Bruinenberg
et al. 1992, Meijer et al. 1996, Exterkate et al. 2001, Luoma et al. 2001, Helinck et al.
2003).

Kazeinin hidrolizi laktokoklarda cok yavas bir sekilde gerceklestirilmektedir. Bu da
laktokoklarin siitte maksimum gelisme hizina ulasmasim olumsuz yonde etkilemektedir.
Hiicre duvan ile iligkili olan hiicre dis1 proteinazin {iretim artisina bagli olarak,
laktokoklarin siitte gelisme ve asidifikasyon hizlarinin da arttigi tespit edilmistir. Ayrica
proteinaz enzim tipinin de L. lactis suslarinin gelisimi {izerinde etkili oldugu saptanmistir
(Bruinenberg et al. 1992, Flambard et al. 1997, Helinck et al. 2003). Fermentasyon
ortaminda asil peptidoliz, starter olarak kullamilan bakterinin lize olmasiyla
gerceklesmektedir. Bakterinin lize olmasiyla hiicre ici peptidazlar1 ortama salinmakta ve
bu enzimler fermentasyon ortaminda bulunan peptitlere dogrudan etki edebilmektedir.
Boylece aroma ve tat icin gerekli olan amino asit bilesikleri daha fazla miktarlarda
sentezlenmektedir. Bakteriyel lizizin ardindan peptidazlarin ortama salinma orani ve hizi,
fermente iiriinlerden ozellikle peynirlerde olgunlagsma, tat ve aroma olusumu agisindan
onem tasimaktadir. Proteinaz ve peptidazlarin spesifik aktiviteleri sonucu olusan amino
asit ve peptitlerin, fermente riinlerin aroma ve tat gelisiminde biiyiikk pay sahibi olusu
yaninda, laktokoklarin gelismelerinde kritik bir rol iistlenmeleri, s6z konusu enzimlerin
molekiiler karakterizasyonlar1 ve iiretimlerinin diizenlenmesi yoniindeki ¢alismalara biiyiik
bir ivme kazandirmistir (Meijer et al. 1996, Boutrou et al. 1998, Buist et al. 1998, Luoma
et al. 2001, Malone et al. 2002, Martinez-Cuesta et al. 2002, de la Plaza et al. 2004, Picon
et al. 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteriler ve fajlar

Calisma kapsaminda; Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden toplanan ¢ig siit orneklerinden
izole edilen 50 adet laktokok susu ve Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
kiiltiir kolleksiyonundan saglanan 61 adet laktokok faji ile Prof. Dr. Ingolf. F. Nes’ den
(Department of  Genetics and Biochemistry, Agricultural University of Norway,
As/Norway) temin edilen 23 adet (L. lactis SIK-83, L. lactis IL1403, L. lactis LMG2907,
L. lactis LMG2908, L. lactis LMG2909, L. lactis LMG2910, L. lactis LMG2911, L. lactis
LMG2912, L. lactis LMG2088, L. lactis subsp. cremoris LMG2132, L. lactis JC17,
Lactobacillus sake NCDO2714, Lactobacillus plantarum 1LMG2003, Listeria innocua
LMG2813, Escherichia coli LMG3083, Salmonella enterica serotype Typhimurium
LMG3085, Pseudomonas fluorescens LMG3020, Enterococcus faecalis LMG2708,
Enterococcus faecalis L.MG2602, Staphylococcus aureus 1LMG3022, Staphylococcus
carnosus LMG2709, Bacillus cereus LMG2732 ve Pediococcus pentosaceus LMG2001)

indikator bakteri kullanild.

Bakteriler M17, LB, MRS ve Elliker broth ortamlarinda % 20 oraninda steril gliserol ilave
edilerek, -20 ‘C’de saklandi. Fajlar ise, M 17 broth ortaminda % 40 oraninda steril gliserol
ilave edilerek, -20 °C’de muhafaza edildi.

Caligma materyalleri, gliserol ilave edilmemis M17, LB, MRS ve Elliker Broth ortaminda,

+4 'C’de ve haftalik transferler yapilarak korundu.
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3.2. Yontem

3.2.1. Laktokok suslariin izolasyonu ve tanisi

Cig siit 6rneklerinden 107 diizeyine kadar hazirlanan seri diliisyonlardan, Neutral Red
Chalk Lactose Agar (NRCLA) (Harrigan and McCance 1966) ortamlarina 0.1 mL
aktarilarak, drigalski spatiilii ile yayildi. 30 'C’de 48 saat inkiibe edilen petri plaklarinda
tipik laktokok kolonileri; koyu kirmizi renkte ve cevrelerinde berrak zon olusumu

kriterlerine gore secildi.

Neutral Red Chalk Lactose Agar (NRCLA)

Laktoz 10 g
Pepton 3 g
Lab-Lemko et ekstrakti 3 g
Maya eksrakti 3 g
Agar 15 g
CaCOs 15 g
Neutral Red (%1°lik ¢ozelti) 5 mL
Destile su 1000 mL

pH 6.8 + 0.02 (sterilizasyondan dnce)

Pepton, et ekstrakti ve maya ekstrakti destile suda ¢oziindiikten sonra (buhar banyosunda)
pH 6.8’e ayarlandi. Agar ilavesinden sonra ortam 121 ‘C’de 15 dakika sicakhk
uygulanarak sterilize edildi. Laktoz, CaCOs ve neutral red ayr ayr1 121 ‘C’de 15 dakika

siire ile sterilize edilip, besiyerine karistirildi (Harrigan and McCance 1966) .
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3.2.2. izolatlarin Tanimlanmasi

Laktokok suslarinin tanimlanmasinda Sekil 3.1.’de verilen tam1 semas1 izlendi (Huggins

1984, Holt et al. 1994).

Gram Boyama

+ \—
Kok N
(Cift ya da zincir) Diger
\ Katalaz Testi

\+

- l Diger
Elliker Broth’ta 30 'C’de
Gelisme \

+ l Diger

Elliker Broth’ta Geligme
1- % 6.5 NaCl ve 30 'C
2-pH 9.6 ve 30 C
3-45°C

Reddy Agar’
% 4 NaCl ortaminda 30 'C’de Gelisme (Elliker Broth)
40 °C’de Gelisme

da Arjinin Hidrolizi

\_

L. lactis subsp. cremoris

Sitrat Fermentasyonu

e

L. lactis subsp. lactis biovar.

diacetylactis

\_

L. lactis subsp. lactis

Sekil 3.1. L. lactis subsp. lactis suglariin tanisinda kullanilan testler (Huggins 1984, Holt et al. 1994).
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3.2.2.1. Morfolojik tam ve katalaz testi

Bakteri morfolojileri, Gram boyama yontemi ile hazirlanan preparatlarin 151k
mikroskobunda incelenmesi (X1500) sonucunda belirlendi. Katalaz testi i¢in, M17 agar
ortaminda gelistirilen bakteri kolonileri lam iizerine aktarildi ve % 3’liik hidrojen peroksit
cozeltisinden bir damla ilave edilerek, mikroskop altinda 100 X biiyiitmede gaz ¢ikisi olup

olmadig1 gozlendi. Gaz ¢ikis1 gdzlenen lamlarda test pozitif olarak degerlendirildi.

M17 Broth ve Agar

Polipepton 5 g
Fitopepton 5 g
Maya ekstrakti 2.5 g
Et ekstrakt1 5 g
Laktoz veya Glikoz (%10’luk) 50 mL
L(+) askorbik asit 0.5 g
B-disodyum gliserofosfat 19 g
MgS0,4.7H,0 (1M) 1 mL
Destile su 950 mL

pH 7.15 £ 0.02 (sterilizasyondan 6nce)

Ortam igerikleri, laktoz hari¢, 950 mL destile su icerisinde c¢oziindiiriilerek agar
ilavesinden once pH 7.15’e ayarlandi. Sterilizasyon, 121 ‘C’de 15 dakika siire ile yapildi.
Ortam 45 'C’ye kadar sogutulduktan sonra, ayn sterilize edilen laktoz ¢ozeltisi (50 mL)
ilave edildi (Terzaghi and Sandine 1975).
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3.2.2.2. Arjininden amonyak olusumu

[zolatlarin arjininden amonyak olusturma 6zelliklerinin saptanmasi amaci ile Reddy agar
(Reddy et al. 1969) kullamldi. izolatlar, Reddy agar ortamina inokiile edildikten sonra,
petri kutular1 30 ‘C’de 48 saat tutuldu ve siire bitiminde gelisen kolonilerdeki renk
degisimlerine gore arjininden amonyak olusumu tanimlandi. Arjininden amonyak
olusturan kolonilerde gelisen asitlik, amonyak olusumu ile notralize edilmekte ve asitligin
neden oldugu sar1 renk kaybolmaktadir. Arjininden amonyak olusturmayanlarda ise, asitlik
indikator boya rengini (menekse) sartya cevirmekte ve inkiibasyon boyunca renk

degismemektedir (Reddy et al. 1969).

Reddy Agar

Tripton

Maya ekstrakti

L-arjinin monohidroklorit
K>HPO4

CaCOs3

AN W = A W W

Karboksimetil seliiloz
Rekonstitiit yagsiz siit (%10) 50 mL
Brom krezol purpur (%0.1) 20 mL
Agar 15 g
pH 6.8 + 0.02 (sterilizasyondan dnce)

Oncelikle 430 mL destile su iceren bir erlenmayer icinde agar, 500 mL destile su iceren bir
diger erlenmayer icinde ise karboksimetil seliilloz, kaynar su banyosunda c¢oziindii ve
birbirine karistirildi. Daha sonra bu ortama tripton, maya ekstrakti, L-Arjinin
monohidroklorit, K,HPO,, CaCOs; ilave edildi ve erlenmayer aliiminyum folyo ile
kaplanarak 10 dakika kaynar su banyosunda tutuldu. 121 ‘C’de 15 dakika sicaklik
uygulanarak sterilize edilen ortam, ayr sterilize edilen reconstitute skim milk ve brom

krezol purpur aktarildiktan sonra petrilere dokiildii.
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3.2.2.3. Elliker broth besiyerinde gelisme

Bakteriler Elliker broth ortaminda 30 'C’de 18 saat inkiibe edildikten sonra, % 6.5 NaCl
ilavesi ve pH 9.6’ya ayarlanarak yeniden hazirlanan iki ayn Elliker broth ortamina inokiile

edildi. Ayrica Elliker broth icinde, suslarin 45 ‘Cde gelisme Ozellikleri de incelendi.

Elliker Broth (Difco Manual, 1984)

Tripton 20 g
Maya ekstrakti 5 g
Jelatin 2.5 g
Dekstroz 5 g
Laktoz 5 g
Sakkaroz 5 g
Sodyum kloriir 4 g
Sodyum asetat 1.5 g
Askorbik asit 0.5 g
Destile su 1000 mL

pH 6.8 £ 0.02 (sterilizasyondan 6nce)

Oncelikle jelatin, 250 mL su igeren bir erlenmayer icerisinde kaynar su banyosunda eritildi
ve soguduktan sonra besiyeri ortamina ilave edildi. Sterilizasyondan 6nce ortam pH’simin

ayarlanmasinda 6N NaOH kullanildi. Besiyeri 121 ‘C’de 15 dakika siire ile sterilize edildi.

3.2.2.4. Sitrat fermentasyon testi

Sitrat fermentasyonu, Kempler ve McKay (1980) tarafindan Onerilen yonteme gore
tamimlandi. Bakteriler sitrat fermentasyon ortamlarina inokiile edilerek, anaerobik
kosullarda (Oxoid anaerobik sistem) 30 C’de 48 saat inkiibasyona tabi tutuldu.
Besiyerinde rengin maviye doniisiimii pozitif sonu¢ olarak degerlendirildi (Kempler and

McKay 1980).
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Sitrat Fermentasyonu Besiveri

Temel Besiveri

Rekonstitiit yagsiz siit 10 mL
Pepton (siit protein hidrolizati) 2.5 g
Dekstroz 5 g
Agar 15 g
Destile su 970 mL

pH 6.6 + 0.02 (sterilizasyondan dnce)

Ortam, 115 'C’de 12 dakika sicakhik uygulanarak sterilize edildi.

Cozelti A

Potasyum ferri siyanat 10 g
Destile su 1000 mL
Cozelti B

Ferrik sitrat 1 g
Sodyum sitrat 1 g
Destile su 40 mL

Sterilize edilen temel besiyeri, 100 Csu banyosunda 30 dakika siire ile tutulan ve 55 OC’ye
kadar sogutulan A ve B cozeltilerinin her birinden, litreye 10 mL olacak sekilde ilave

edilerek karistirildi ve petrilere dokiildii.

3.2.3. Laktokok suslarmmin laktik asit iiretim diizeylerinin belirlenmesi

Bakterilerin laktik asit {iretim diizeylerinin belirlenmesi amaciyla, 18 saatlik aktif
kiiltiirlerden skim milk ortamlarina % 1 oraninda inokiilasyonlar yapildi ve bu ortamlar 30

‘C’ de 6 ve 24 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Bu inkiibasyon siireleri sonunda pH
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Olctimleri yapildi. Ayrica 24 saatlik Orneklerde suslarin olusturdugu laktik asit miktar

titrasyon asitligi cinsinden hesaplandi.

Degerlendirme yapilirken, skim milk besiyerinin baslangic pH degeri ile inkiibasyon
sonrasi olusan pH degerleri arasindaki fark (ApH) dikkate alindi. Uretilen laktik asit
miktar1 ise, asagidaki formiile gére hesaplandi (Bradley et al. 1992).

[Harcanan NaOH miktari(ml)] X [NaOH’in Normalitesi]
% Laktik Asit =

Ornek Miktar1 (mL)

3.2.4. Bakteriyosin iiretimi

Bakteriyosin iiretim 6zelliginin tanisinda, van Belkum er al. (1989) tarafindan onerilen
yontem kullanmildi. Test edilecek laktokok suslart M17 broth ortaminda 30 ‘C’de 24 saat
gelistirildikten sonra, M17 agar ortamlarma aktarildi ve 30 'C’de 24 saat inkiibasyona tabi
tutuldu. Bu siire sonunda gelisen kolonilerden steril kiirdan araciligiyla M17 agar ortamina,
bir petride bes farkli laktokok susu olacak sekilde nokta ekim yapildi ve 30 ‘C’de 24 saat
siireyle inkiibasyona birakildi. Denenen laktokok suslart icerisinde, antimikrobiyel
aktiviteye sahip olanlar tespit etmek amaciyla, bolim 3.1.1.°de verilen indikator
bakterilerin tiimii kullanildi. MRS broth, LB broth ve M17 broth ortamlarinda gelistirilen
indikator bakteriler, % 0.7 oraninda agar iceren 5 mL yumusak agar (MRS, LB ve M17)
ortamlarina inokiile edilerek, nokta ekim yapilan M17 agar ortamu {izerine ikinci tabaka
halinde dokiildii ve homojen bir sekilde yayildi. Daha sonra petriler indikator bakterilerin
gelisimi i¢in uygun sicaklikta 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda laktokok
suglarinin indikator bakterilere karst olusturduklari inhibisyon zonlar1 ¢ap olarak (mm)

belirlendi (van Belkum et al. 1989).
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MRS Broth

Kazein pepton 10 g
Et ekstrakt1 10 g
Maya ekstrakti 5 g
D-glukoz 20 g
Dipotasyum hidrojen fosfat 5 g
Diamonyum sitrat 2 g
Sodyum asetat 5 g
MgS0,4.7H,0 0.5 g
MnS0,.4H,0 0.2 g
Tween 80 1 g
Destile su 1000 mL

pH 5.7 £ 0.02 (sterilizasyondan dnce)

Ortam, 118 'C’de 15 dakika sicaklik uygulanarak sterilize edildi.

Luria Bertani Broth (LLB)

Tripton 10 g
Maya ekstrakti 5 g
NaCl 10 g
Destile su 1000 mL

pH 7.0 £ 0.02 (sterilizasyondan dnce)

Ortam, 121 'C’de 15 dakika sicaklik uygulanarak sterilize edildi.
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3.2.4.1. Proteolitik enzim uygulamasi

Uretilen antimikrobiyel maddenin protein dogasinda olup olmadiginin belirlenmesi igin,
oncelikle indikator bakterilere karsi zon veren L. lactis suslari, M17 broth ortaminda 30
‘C’de 18 saat siireyle gelistirildi. Hazirlanan kiiltiir ortamlar1 6000 devirde 15 dakika
santrifiij islemine tabi tutularak coktiiriildii. Coken kati fazin karigmamasina dikkat
edilerek yeni tiiplere aktarilan kiiltiir iist sivilarinin pH’s1, 6N NaOH kullanilarak 6.5-7.0
arasma ayarlandi ve bu ortamlar 0.45 pm por capinda membran filtrelerden (Sartorius,
Germany) gecirilmek suretiyle sterilize edildi. Notralize edilmis steril kiiltiir iist sivilarina
son enzim konsantrasyonu 1mg/mL olacak sekilde proteinaz K (Sigma Chem. Co., USA)
aktarildi ve 37 'C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda enzim aktivitesi
100'C’de 5 dakika sicaklik uygulamasi ile sonlandirildi. Enzim ilave edilmeyen ornekler

kontrol olarak kullanildi (van Belkum et al. 1989, Franz et al. 1997).

Enzim uygulanan ve uygulanmayan nétralize edilmis kiiltiir iist sivilarinda antimikrobiyel
aktivite; test edilen L. lactis susuna en yiiksek diizeyde duyarlilik gosteren indikator
bakterilere karsi, kuyu diffiizyon yontemi kullamilarak belirlendi. Kiiltiir iist sivilan

kuyucuklara 100 pL olacak sekilde aktarildi (Franz et al. 1997).

3.2.4.2. Bakteriyosin aktivitesi iizerine pH, sicaklik ve enzim uygulamalarimn etkisi

3.2.4.2.1. pH’min bakteriyosin aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

30 °'C’de 18 saat gelistirilen L. lactis kiiltiirleri 6000 devirde 15 dakika santrifiij iglemine
tabi tutuldu ve kiiltiir iist sivilarinin pH’lari, 6 N NaOH veya 6 N HCI kullanilarak 2.0-11.0
degerleri arasinda ayarlandi. pH’lan ayarlanan kiiltiir iist sivilari, 0.45 pm por caph
membran filtrelerden (Sartorius, Germany) gecirilerek sterilize edildi. Bu sekilde
hazirlanan ortamlar +4 'C’de 24 saat bekletildi. pH degisimlerinin bakteriyosinlerin
inhibisyon diizeyleri iizerindeki etkisi; membran filtrelerden gegirildikten sonra hicbir

isleme tabi tutulmayan Kkiiltiir tist sivilarinin inhibisyon etkinliklerinin, pH diizeyleri
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ayarlanan kiiltiir {ist sivilarmin inhibisyon etkinlikleri ile karsilastirilmasi sonucu

tanimlanda.

Degisik pH diizeylerinde bakteriyosin aktivitelerindeki degismeler, duyarli indikator
bakterilere kars1 kritik diliisyon yontemi kullanilarak saptandi. Bakteriyosin aktiviteleri;
inhibisyon zonu alinan en yiiksek diliisyon oraninin, 1000/aktarilan miktar ile carpimindan

elde edilen arbitrary iinite (AU) cinsinden hesaplandi (Franz et al. 1997).

3.2.4.2.2. Sicaklik uygulamasimin bakteriyosin aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Notralize edilmis kiiltiir iist sivilarinda bakteriyosin aktivitesi iizerine sicakligin etkisi; soz
konusu ortamlarin 100 'C’de 5, 10, 15, 20 dakika ve 121 ‘C’de 15 dakika siireyle
bekletilmesinden sonra, bu ortamlardan alinan Orneklerin duyarli indikator bakterilere
denenmesi suretiyle saptandi. Kontrol olarak sicaklik uygulanmamis kiiltiir iist sivilari
kullanildi. Sicakligin bakteriyosun aktivitesi iizerinde yarattigr etki, kritik diliisyon

yontemi kullanilarak belirlendi (Franz et al. 1997).

3.24.2.3. Enzim uygulamalarimin bakteriyosin aktivitesi iizerine etKisinin

belirlenmesi

Bakteriyosin aktivitesi iizerine degisik enzimlerin etkisi; pH ve sicaklifin etkisinin
saptandigr testlerde oldugu gibi, kiiltiir tist sivilar1 kullamlarak tanimlandi. Notralize
edilmis ve notralize edilmemis kiiltiir iist sivilarina, son enzim konsantrasyonu 1 mg/mL
olacak sekilde tripsin (pH 7.0 Merck, Germany), a-kemotripsin (pH 7.0 sigma Chem. Co.,
USA), pepsin (pH 3.0 sigma Chem. Co., USA), a-amilaz (pH 7.0 sigma Chem. Co., USA),
lipaz (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA), katalaz (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA) ve
lizozim (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA) enzimleri ilave edildi ve 37 'C’de 2 saat
inkiibasyona birakildi. Enzim aktiviteleri, 100 ‘C’de 5 dakika 1s1 uygulamasi ile
sonlandirildi. Denemelerde kontrol olarak, enzim muamele edilmemis kiiltiir {ist sivilari
kullanildi. Bakteriyosin aktiviteleri, kritik diliisyon yontemi esas alinarak saptandi (Franz

et al. 1997).
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3.2.5. Laktokok suslarimin faj duyarhliklarimin belirlenmesi

3.2.5.1. Faj titresinin yiikseltilmesi

Faj duyarlilik testlerinde, titreleri 10’ plak olusturma birimi (pfu/mL) ve daha yukarisina
yiikseltilen faj siispansiyonlart kullanildi. Faj titresinin yiikseltilmesi i¢in ilk asamada; 0.1
mL faj siispansiyonu, 0.1 mL homolog konak¢i sus kiiltiirii ve 0.1 mL CaCl,.6H,O (1M)
cozeltisi steril bir tiip icerisinde karistirildi ve 30 'C’de 15 dakika tutularak adsorbsiyonun
tamamlanmasi beklendi. Adsorbsiyonun gergeklestigi faj-bakteri karigimlari, 10 mL steril
M17 broth ortamlarina aktarildi ve 30 C’de 18 saat inkiibe edildi. Bu siire bitiminde
ortamlar 6000 devir/dk hizla 15 dakika siireyle santrifiij islemine tabi tutuldu ve tiiplerde
olusan iist sivilar, steril 0.45 pum por capinda membran filtrelerden (Sartorius, Germany)
gecirilmek suretiyle faj siispansiyonlar1 elde edildi. S6z konusu faj siispansiyonlari

homolog konakgr1 suslara toplam 3 pasaj denendikten sonra, faj titreleri saptandi.

Faj titresinin belirlenmesi cift tabaka agar yontemine gore yapildi (Terzaghi and Sandine
1975). Icinde 9 mL fizyolojik tuzlu su bulunan tiiplere, aseptik kosullar altinda steril pipet
yardimuyla faj siispansiyonundan 1 mL aktarilarak, 10 diizeyine kadar seyrelti dizisinin
hazirlanmasi saglandi. 3 saatlik M 17 broth kiiltiirlerinden M17 yumusak agar i¢cine 0.1 mL
ilave edilip kopiirmeyecek bir sekilde karistirildi ve petri plagina, homojen yayilmasina
o0zen gosterilerek, dokiildii. Katilasmasi i¢in bir siire beklendikten sonra, faj
siispansiyonlarindan ve hazirlanan faj seyreltilerinin herbirinden, boliimlere ayrilan petri
plaklarmma 10’ar pul. damlatma yapildi. 30 ‘C’de 18 saat inkiibe edilen ortamlarda,

damlatilan bolgelerdeki lize plaklart incelenerek faj titreleri belirlendi.

Cift Tabaka M17 Agar Ortamlarimin Hazirlamsi: Faj denemelerinde, M17 alt tabaka
agar ortami, ayn sterilize edilen 1 M CaCl,.6H,O ¢o6zeltisinden 10 mL/L ilave edilerek
petrilere aktarildi (15-20 mL) ve 22-25 ‘C’de 18 saat tutuldu. Ust tabaka ortami, M17 alt

tabaka igeriklerinin tiimiiniin katilmasi ile hazirlandi. % 0.45 oraninda agar iceren iist
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tabaka, 3 mL’lik porsiyonlar halinde 121 ‘C’de 15 dakika sicaklik uygulamasi ile sterilize
edildi (Terzaghi and Sandine 1975).

3.2.5.2. Laktokok suslarmin faj duyarhliklarimin saptanmasi

Titreleri 107 plak olusturma birimi/mL (pfu/mL) ve yukarisinda elde edilen faj lizatlarinin,
izole edilen laktokok suslarina karsi etkinlikleri ¢ift tabaka agar yontemi kullanilarak
belirlendi. Hazirlanan 3 saatlik bakteri kiiltiirlerinden yumusak agar ortamina 0.1 mL
aktarilip kanistirildiktan sonra, alt tabaka M17 agar iizerine dokiildii. Yumusak agarin
homojen bir sekilde alt tabaka iizerine yayilmasi saglanip, katilasmasi igin bir siire
beklendi. Bu siire sonunda test edilecek faj lizatlari, 10 pL olacak sekilde ortama
damlatildi. Test ortamlar1 30 'C’de 18 saat inkiibasyona tabi tutulduktan sonra, faj plak
olusumuna ve faj plak etkinligi diizeylerine goére, suslar duyarli ya da direncli olarak

tanimland1 (Terzaghi and Sandine 1975).

3.2.6. Laktokok suslarmin diasetil iiretim diizeylerinin belirlenmesi

Arastirmada kullanilan laktokok suslarinin diasetil {iretim diizeylerinin belirlenmesi
amactyla King (1948) tarafindan Onerilen yontem kullanildi. Bu yonteme gore, 18 saatlik
aktif kiiltiirlerden skim milk ortamina %1 oraninda inokiilasyonlar yapild1 ve kiiltiirler 30
‘C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda her bir 6rnekten 1° er
mL hacimler eppendorf tiiplerine alind1 ve iizerlerine 0.5 mL a-naftol ( % 1) ve 0.5 mL
KOH (% 16) ilave edilerek 30 'C’de 10 dakika siire ile bekletildi. Bu siire sonunda tiipteki

siv1 ylizeyinde kirmizi halka olusumuna gore degerlendirme yapildi.

3.2.7. Laktokok suslarinin proteolitik aktivite diizeylerinin belirlenmesi

Laktokok suslarimin proteolitik aktivite diizeyleri, gelisme ortaminda meydana gelen
tirozin miktarinin spektrofotometrik olarak ol¢iimii ile tespit edildi. Bu amagcla Citti et al.

(1963) tarafindan onerilen yontem kullanildi. Laktokok suslari, Elliker broth ortaminda 30
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‘C’de 24 saat siire ile inkiibasyona tabi tutulduktan sonra, bu aktif kiiltiirlerden skim milk
ortamina % 1 oraninda inokiilasyon yapildi. Bu ortamlarda 30 ‘C’de 24 saat gelistirilen
kiiltiirlerden, 2’ser mL hacimdeki 6rnekler steril erlenlere aktarildi ve 1 mL destile su ilave
edilerek karistirildi. Analiz icin hazirlanan bu 6rneklere 10 mL ¢ozelti A uygulamasindan
(10 dakika) sonra, filtrasyon islemi yapildi (Whatman No.40) ve filtratlar 5 mL’lik
hacimler halinde ayr1 erlenlere alindi. Bunlarin iizerine 10 mL B c¢ozeltisi ve 3 mL C
¢cozeltisi ilave edilip, mavi renk olusumu i¢in 5 dakika beklendi. Spektrofotometrik
Olctimler, 1 cm 131k yoluna sahip kiivetler kullanilarak 650 nm dalga boyunda yapildi
(Shimadzu UV-1700 spectrophotometer). Elde edilen degerler tirozin standardi sonuglar
ile karsilastirild1 ve tirozin esdegeri olarak verildi. Orneklerin okunmasinda sahit olarak,
steril reconstitute skim milk besiyerinden alinan (2 mL) ve yukarida belirtilen islemler

uygulanarak elde edilen karigim kullanildi.

A Cozeltisi: 0.72 N triklor asetik asit (TCA)

B Cozeltisi: 150 g sodyum karbonat (Na,COs) ve 20 g tetrasodyum-difosfat 1000 mL

destile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

C Cozeltisi: Kullanilmadan hemen once 1 birim Folin-Ciocalteu (Merck-Germany)

¢ozeltisi, 2 birim destile su ile karistirilarak hazirlandi.

Tirozin Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi: 100 mg tirozin, 250 mL destile su

icerisinde ¢oziildi. Tirozin ¢ozeltisinden 2.5, 5, 10, 15, 20 ve 30 mL hacimlerde alindi ve
ayrt ayrt her biri 100 mL’ ye tamamlandi. Bu ¢ozeltilerden 5’er mL alinarak erlenlere
aktarildi. Cozeltilerin iizerine 1° er mL destile su ilave edilerek hacimleri 6 mL’ ye
tamamlandi. Hazirlanan standart ¢ozelti drneklerinin diger islemleri, 3.2.7.” de anlatildig1

gibi gerceklestirildi.
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3.2.8. Laktokok suslarmin plazmid iceriklerinin belirlenmesi

3.2.8.1. Plazmid izolasyonu

M17 broth besiyerinde 30 'C’de 18 saat gelistirilen L. lactis kiiltiirlerinden, 10 mL’lik
M17 broth ortamlarina birer mL’lik inokiilasyonlar yapildi ve tiipler 30 ‘C’de 3-3.5 saat
inkiibasyona birakildi. Bu siire bitiminde santrifiij tiiplerine aktarilan bakteri kiiltiirleri,
6000 devirde 15 dakika santrifiij islemine tabi tutuldu. Hiicre ¢okeltisi kurutulduktan sonra,
379 pL sakkaroz tamponunda ¢oziildii ve steril eppendorf tiiplerine aktarildi. 37 OC’ye
kadar 1sitilan bu ortama, 96.5 pL lizozim cozeltisi ilave edilerek 37 C su banyosunda 5
dakika tutuldu. 48.2 uLL Tris-EDTA-1 uygulamasindan sonra, eppendorf tiiplerine % 20
sodyum dodesil siilfat (SDS) cozeltisinden 27.6 ul. aktarilarak karistirildi. Bu asamada
ortamda viskozitenin artisi, lizizin bagladigin1 géstermektedir. Lizizin tamamlanmasi igin,
eppendorf tiipleri 37 C su banyosunda 10 dakika siire ile tutuldu. Bu siire sonunda tiipler
mekanik karnistiricida ve yiiksek devirde 30 saniye karistirilarak kromozomal DNA’nin
kirilmasi saglandi. Ortama, yeni hazirlanmis 3 N NaOH ¢ozeltisinden 27.6 uL ilave edildi
ve tiipler diiz bir zemin iizerinde 10 dakika siire ile yavas bir sekilde cevrilerek
kromozomal DNA’min alkali denatiirasyon kosullart olusturuldu. Ortam pH’siin
uygulama sirasinda 12.1 — 12.3 arasinda olup olmadig1 kontrol edildi. Denatiirasyon
asamasimin sonunda eppendorf tiiplerine 49.6 uL. 2 M Tris-HCI ¢ozeltisi aktarilarak, 3
dakika siire ile yine diiz bir zeminde karistirildi. Ortam pH’sinin 8.5-9.0 arasina diisiisii ile
nétralizasyonun saglandigi belirlendi. Eppendorf tiiplerine, +4 'C’de tutulan 5 M NaCl
cozeltisinden 71.1 pL. ve % 3 NaCl ile doyurulmus fenol ¢ozeltisinden 700 uL ilave
edilerek +4 'C’de 15000 devirde 20 dakika santrifiij islemi uygulandi. Tiiplerde olusan iist
faz, mikropipet ile yeni eppendorf tiiplerine aktarildi ve deproteinasyonun saglanmasi icin
kloroform/izoamilalkol (24:1) cozeltisinden 700 uL ilave edildi. Tiipler +4 ‘C’de 15000
devirde 20 dakika santrifiij edilerek iist faz alindi ve esdeger hacimde izopropanol
uygulandi. Ekstraktlar — 20 Cde 1 gece bekletildi ve plazmid DNA, 15000 devirde 20
dakika santrifiij edilmek suretiyle coktiiriildii. Son asamada sivi faz akitilarak DNA

cokeltisi kurutuldu. Cokeltiler, 20 UL Tris-EDTA-2 igerisinde ¢oziildii ve elektroforez
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uygulamasindan énce RNaz A stok ¢ozeltisinden 2 pL ilave edilerek 37 'C’de 45 dakika
inkiibe edildi (Anderson and McKay 1983).

Sakkaroz Cozeltisi

Tris 0.655 ¢
EDTA 0.0372 g
Sakkaroz 6.7 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 £0.02

Lizozim Cozeltisi

Tris 0.3 g
Lizozim 0.1 g
Destile su 10 mL
pH 8.0 £ 0.02

TRIS-EDTA-1

Tris 0.6 g
EDTA 931 ¢
Destile su 100 mL
pH 8.0 £ 0.02
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Tris-HCI

Tris-HCl 3152 ¢
Destile su 100 mL
pH 7.0 £ 0.02

SDS Cozeltisi

Tris 0.6 g
EDTA 0.74 g
SDS 20 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 £ 0.02

Tris-EDTA-2

Tris 0121 ¢
EDTA 0.037 g
Destile su 100 mL
pH 7.5 £0.02

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

destile su ve 3 g NaCl aktarilarak 45 ‘C’deki su banyosunda ¢oziildii. Ortama 0.1 g

hidroksiguinolin ilave edildi ve karistirilarak oda sicakliginda tutuldu.
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RNaz A Cozeltisinin Hazirlamsi: 5 mL steril destile su i¢inde hazirlanan 0.05 M sodyum

asetat ¢ozeltisinin pH’s1, asetik asit ile 5’e ayarlandi ve iizerine 5 mg RNaz A ilave edildi.

Kaynar su icerisinde 5 dakika tutulduktan sonra, ortam —20 "C’de saklandi.

3.2.8.2. Elektroforez

DNA orneklerinin elektroforezi, % 0.7 agaroz iceren jellerde yapildi (Meyers et al. 1976).
Yatay ve dikey jel sistemleri igcin agaroz, 100 mL tris-asetat elektroforez tamponu
icerisinde ve kaynar su banyosunda ¢oziildii. 45 ‘C’ye kadar sogutulan ortam elektroforez
plakalarina 30-50 mL olacak sekilde aktarildi ve jel taraklari yerlestirilerek 60 dakika
bekletildi. Bu siire sonunda tampon ¢ozelti, jeli kapatacak sekilde elektroforez tanklarina
dokiildii ve jellerin zedelenmemesine dikkat edilerek, taraklar ¢ikartildi. 37 ‘C’de 45 dakika
inkiibe edilen DNA ornekleri su banyosundan alinarak, 2 uL marker boya ¢ozeltisi ile
karistirildi ve mikropipet araciligi ile jel kuyucuklarina aktarildi. Elektroforez, 100 voltta
3-3.5 saat siireyle yapildi. Marker boyanin jel sistemleri terk etmesinden sonra, elektrik
akimi kesildi ve ortamdan alinan jeller, kullanilan elektroforez tamponunun yeni
hazirlanmis 0.2 pg/mL etidyum bromit iceren ¢ozeltisinde 1 saat boyandi. Boyama islemi
bitiminde jeller, 366 nm dalga boyunda ultraviyole 1sikta incelendi ve Kodak Gel Logic

200 Imaging System kullanilarak fotograflari alindi (Macrina et al. 1982).

TRiS-Asetat Tampon

Tris 484 g
Sodyum asetat 4.08 mL
EDTA 0.37 mL
Destile su 1000 mL
pH 8.0 £0.02
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Marker Boya

Bromfenol blue 025 ¢
Sakkaroz 40 g
Destile su 1000 mL

3.2.8.3. Plazmidlerin biiyiikliiklerinin saptanmasi

L. lactis suglarindan izole edilen plazmidlerin biiyiikliiklerinin belirlenmesinde; molekiiler
biiyiikliikleri bilinen ccc DNA marker’larinin  elektroforetik hareketlilikleri ile,
biiyiikliiklerinin logaritmalan arasinda tanimlanan dogrusal iliskiden yararlanildi (Macrina
et al. 1978, Southern 1979, Schaffer and Sderoff 1981). Marker ccc DNA molekiillerinin
agaroz jel fotograflarn {iizerinde Olciilen go¢ araliklar1 ile, bilinen biiyiikliiklerinin
logaritmik degerlerine bagh olarak egrileri cikarildi. Istatistik analizlerle her farkl jel icin
korelasyon katsayist ve egrinin egimi belirlenerek, bakterilerden izole edilen plazmidlerin

biiyiikliikleri saptandi (Campbell 1974, Elder and Southern 1983, Elder et al. 1983).

E-(GC)
B—(G.A)

Egrinin Egimi (I) =

E—(G.C)

Korelasyon Katsayisi (J) =
JID _(H.C)L[B_(G.A)]

Molekiiler Biiyiikliik (W) = Antilogo [ L. (a-G) + H ]
X = marker DNA molekiillerinin agaroz jel tizerindeki go¢ araligi (mm)

Y = Marker DNA molekiillerinin biiyiikliigii (kilobaz)

A=X1+Xo0+ X3+ i + X,

B=X2+Xo"+ X5+ oo, +X,°

C=logioY| +1ogioY2 +10g210Y3 + eeververniennnnnn. + logioYn

D = (logi0Y1 )+ (10g10Y2 )+ (10810Y3 )+ wevvereveereeenane. +(logioYs)’
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E = X] (10g10Y1 )+X2 ( 10g10Y2 ) + X3 ( 10g10Y3 )+ ..................... +Xn ( IOglan)

A
G =Ortalama X = N

H=Ortalama Y = C
N

o = Molekiiler biiyiikliigii bilinmeyen plazmidin jel tizerindeki gd¢ii (mm)

3.2.9. L. lactis suslarinda endiistriyel 6zelliklerin stabilitesinin belirlenmesi

Bakteriyosin tiretme, laktoz fermentasyonu ve proteolitik aktivite gibi endiistriyel neme
sahip oOzelliklerin L. lactis suslarindaki stabilitesi; denenen suslarin her birinin % 10
rekonstitute skim milk (Oxoid Ltd., England) ortaminda 10 pasaj (~ 70 jenerasyon)
gelistirilmesinden sonra, segilen kolonilerin bu 6zellikler bakimindan tekrar test edilmesi
suretiyle saptandi (Coakley et al 1997). Bu 6zellikleri siirdiiren kolonilerin

popiilasyondaki orani, yiizde stabilite cinsinden ifade edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Laktokok Suslarmin Tamnisi

Arastirmada kullanilan laktokok suslar, Tiirkiye’nin ¢esitli illerinden saglanan ¢ig siit
orneklerinden izole edildi (Cizelge 4.1.). Aseptik kosullara dikkat edilerek alinan ve
laboratuvara getirilen ¢ig siit 6rneklerinin steril fizyolojik tuzlu su (% 0.85 NaCl) icerisine
107 diizeyine kadar seri diliisyonlar1 hazirlandi. Her bir diliisyon tiipiinden Neutral Red
Chalk Lactose Agar (NRCLA) besiyeri iizerine yayma yontemiyle ekimler yapilarak petri
plaklar1 30 'C’ de 48 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Lactococcus cinsi iiyeleri NRCLA
ortaminda iireme goOsterdiklerinde, koyu kirmizi renkte koloniler olusturmakta ve
besiyerinde bulunan kalsiyum karbonatin (CaCOj;) nétralizasyonu sonucu kolonilerin
cevresinde berrak zonlar meydana gelmektedir. Bu 6zellikteki koloniler icerisinde; Gram-
pozitif, kok morfolojisine sahip, Elliker broth ortaminda 30 C inkiibasyon sicakliginda
gelisme gosteren, ancak ayni ortamda 45 C inkiibasyon sicakligi, % 6.5 oraninda NaCl
ilavesi (30 OC) ve ortam pH sinin 9.6 diizeyine ¢ikarilmasi (30 OC) gibi 3 bagimsiz kosulda

da iiremeyenler ile L. lactis alt tiirlerinin tan1 testlerine devam edildi.

[zolatlarin alt tiir diizeyinde tamisinda, L. lactis subsp. lactis’in arjininden amonyak
olusturma, 40 'C inkiibasyon sicakhiginda ve % 4 oraninda NaCl ilave edilmis Elliker
broth’ta gelisme (30 'C) 6zelligi ile L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis’in sitrat
fermentasyonu yeteneginden yararlanildi. Bu testlerde negatif sonu¢ veren suslar ise, L.
lactis subsp. cremoris olarak tanimlandi. Ancak MBLC38 ve MBLCS50 kodlu suglar, L.
lactis subsp. lactis suslari gibi 40 'C’ de gelismesine ragmen, diger tiim fenotipik
karakteristikleri L. lactis subsp. cremoris suslari ile benzer bulundu (Cizelge 4.2.). Corroler
et al. (1999) tarafindan yiiriitillen bir ¢alismada, biitiin tanisal kriterleri L. lactis subsp.
cremoris ile uyum gosteren, ancak 40 ‘C’ de iireme yetenegine sahip CNRZ109 susu, L.
lactis subsp. cremoris olarak tanimlanmistir. Bu veriye dayanilarak MBLC38 ve MBLC50
izolatlar1 da atipik L. lactis subsp. cremoris suslar1 olarak tanimlandi. MBL34 kodlu
bakteri ise; % 4 NaCl ortaminda (30 'C) gelisebilme, sitrat fermentasyon yetenegi ve
arjininden amonyak olusturma karakteristikleri ile tanimlanan diger alt tiirlerden farkl
ozellikler gosterdi. Bu susun atipik bir L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis olmasi

giiclii bir olasiliktir. Ancak susun kesin tanisinin yapilabilmesi i¢in ileri molekiiler genetik

36



ve biyokimyasal testlere gereksinim vardir. Diger 49 izolatin; 30 adedinin L. lactis subsp.
lactis, 15 adedinin L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis ve 4 adedinin de L. lactis

subsp. cremoris oldugu belirlendi (Cizelge 4.2.).

Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden saglanan ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen laktokoklar
icerisinden tamimlanan L. lactis tirleri arasindaki oran, literatiir verileri ile paralellik
gostermistir. Degisik ekosistemlerde yiiriitiillen ¢aligmalarin tiimiinde; dogal ortamlarda L.
lactis subsp. cremoris’in, L. lactis subsp. lactis’e kiyasla ¢ok daha diisiik oranda bulundugu
saptanmistir. L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis’in ise, sadece sitrat1 fermente
edebilme yetenegi icermesi ile L. lactis subsp. lactis’den ayrilmasi ve bu 6zelligin plazmid
kodlu olmasindan dolay1 kendiliginden kaybi sonucu siklikla diacetylactis’in lactis’e
doniisiimiiniin gerceklesmesi, ayn1 kiyasin bu biyovaryete i¢in yapilmasini engellemektedir
(Bradley et al. 1992, Mannu et al. 2000, Delgado and Mayo 2004, Ward et al. 2004, Le
Loir et al. 2005).

Son yillarda laktokoklar {iizerinde yiiriitiilen siniflandirma c¢alismalart sonucu, bu
bakterilerin, klasik fenotipik siniflandirma kriterlerine uymayan ¢ok sayida atipik iiyesi
tammmlanmustir (Stiles ef al. 1997, Carr et al. 2002, Le Loir et al. 2005). Arastirmamizda da
izolatlar igerisinde degisik fenotipik 6zellikleri bakimindan 3 adet atipik L. lactis susu
belirlendi. Bu bulgular, laktokoklarin siiflandirilmasinda, klasik tani testleri yaninda

molekiiler testlerin de kullanilmasinin zorunlu olduguna isaret etmektedir.
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Cizelge 4.1. Arastirmada kullamilan laktokok suglarinin izolasyon materyalleri ve izolasyon materyallerinin
saglandigi bolgeler

Bakteri Kod No izolasyon Materyali Yore

MBLL1 Cig siit Nevsehir (Avanos)
MBLL3 Cig siit Burdur (Seydikdy)
MBLD4 Cig siit Burdur (Seydikdy)
MBLD5 Cig siit Nevsehir (Acigol)
MBLL6 Cig siit Nevsehir (Acigol)
MBLD7 Cig siit Nevsehir (Acigol)
MBLLS Cig siit Nevsehir (Acigol)
MBLL9 Cig siit Ankara (Cubuk)
MBLDI10 Cig siit Nevsehir (Acigol)
MBLLI1 Cig siit Ankara (Cubuk)
MBLLI12 Cig siit Nevsehir (Avanos)
MBLL14 Cig siit Ankara (Altindag)
MBLC15 Cig siit Burdur (Varollar)
MBLLI16 Cig siit Ankara (Altindag)
MBLL17 Cig siit Nevsehir (Acigol)
MBLLI18 Cig siit Ankara (Altindag)
MBLD19 Cig siit Burdur (Seydikdy)
MBLD21 Cig siit Nevsehir (Acigol)
MBLL25 Cig siit Burdur (Seydikdy)
MBLL26 Cig siit Nevsehir (Acigol)
MBLL27 Cig siit Nevsehir (Avanos)
MBLD29 Cig siit Ankara (Altindag)
MBLL30 Cig siit Ankara (Altindag)
MBLL32 Cig siit Nevsehir (Avanos)
MBL34 Cig siit Nevsehir (Avanos)
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Cizelge 4.1. (devam)

Bakteri Kod No Izolasyon Materyali Yore

MBLD35 Cig siit Burdur (Seydikoy)
MBLD36 Cig siit Nevsehir (Avanos)
MBLL37 Cig siit Antalya (Bozova)
MBLC38 Cig siit Nevsehir (Avanos)
MBLLA0 Cig siit Nevsehir (Acigol)
MBLLA43 Cig siit Burdur (Seydikoy)
MBLL44 Cig siit Nevsehir (Avanos)
MBLILAS Cig siit Nevsehir (Acigol)
MBLLA46 Cig siit Burdur (Seydikoy)
MBLC47 Cig siit Nevsehir (Avanos)
MBLC50 Cig siit Nevsehir (Acigol)
MBLD51 Cig siit Nevsehir (Acigol)
MBLLS52 Cig siit Nevsehir (Avanos)
MBLD54 Cig siit Ankara (Altindag)
MBLDS55 Cig siit Nevsehir (Acigol)
MBLL56 Cig siit Kayseri

MBLLS57 Cig siit Kayseri

MBLLS58 Cig siit Burdur (Varollar)
MBLD59 Cig siit Burdur (Varollar)
MBLL60 Cig siit Burdur (Seydikoy)
MBLL61 Cig siit Burdur (Seydikdy)
MBLL62 Cig siit Kayseri

MBLD63 Cig siit Kayseri

MBLL64 Cig siit Kayseri

MBLL65 Cig siit Nevsehir (Acigol)
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Cizelge 4.2. Laktokok suslarinin tanist

Morfolojik, Biyokimyasal Bakteri Kod No
ve Kiiltiirel Ozellikler
~|lmle |l |a B |2 |2 |2 2|8 S|/ |8|9 |8 |%
RS R RRIRIR[IR IR R [R|R|R|R|IR |-
- - - — — - - - — - - — — — - — -
==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==}
s |l =22 =22 |2l=2|=2|=2|=2|=2|2|=2|2]|]=2|2|2
Bakteri Morfolojisi K |[ K |[K [K |[K |K |K K |K |K |K |K |K |K |K K K
Gram Boyama + |+ |+ |+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Katalaz Testi - - - - - - - - - - - - - - - - -
Arjininden Amonyak Olusumu e I I I O e e B e I I N I e I e I A T I R I S
Sitrat Kullanimm - - - - - - - - - - - - - - - - -
30°C + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
40°C + |+ |+ |+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Elliker Broth’da 45C TS
Gelisme .
% 6.5 NaCl-30 C - I N I e N I A R T e e e R I I
% 4 NaCl-30'C + [+ [+ [+ [+ [+ |+ [+ [+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ [+ [+
pH 9.6-30°C TS

K: Kok
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Cizelge 4.2. (devam)

Morfolojik, Biyokimyasal Bakteri Kod No
ve Kiiltiirel Ozellikler
@3 |9 |82 @ |8 |B |8 |8 | Q@ |¥ |8 |z |w o |=
Q=R R R R R R R R R R R R |/A |8 |8 |~
- — — — - — - - — — - — — - — - —
==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==} ==}
= p= p= = = p= = = p= = = p= p= = p= = p=
Bakteri Morfolojisi K [K |[K |[K |[K |[K |[K |[K |[K |[K |[K |[K |[K |[K |[K |K |K
Gram Boyama e I B e I I 1 I U N A N I I S A S I
Katalaz Testi - - - - - - - - - - - - - - - - -
Arjininden Amonyak Olusumu + |+ |+ |+ [+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ + |+
Sitrat Kullanim - - - - - - - - - - - - - + |+ |+ |+
30C + |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+
40°C e I B e I I 1 I U N A N I I S A S I
Elliker Broth’da | 45°C e e e e T R
Gelisme .
% 6.5 NaCl-30 C - - - - - - - - - - - - - - - - -
% 4 NaCl-30'C T TS
pH 9.6-30'C - - e e e - - e - e - - - - -

K: Kok
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Cizelge 4.2. (devam)

pH 9.6-30'C

Morfolojik, Biyokimyasal Bakteri Kod No
ve Kiiltiirel Ozellikler
= |2 |8 |& |8 |8 |3 |2 e |2 |8 |2 |4 | R |5 |7
a |a |a |a |& |& a |/ a a |8 [Q |& |O | |
= |2 |2 |2 |2 2|8 2|2 = |2 |B |2 B |2 |Z
S|/ |§ |8 |8 |§ |§ |8 B |8 |8 |8 8§ 8§ %
Bakteri Morfolojisi K |[K |[K [K |[K |[K |[K |[K |[K |[K |K [K |[K |K |K [K
Gram Boyama + [+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+t
Katalaz Testi - - - - - - - - - - - - - - B i
Arjininden Amonyak Olusumu + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- - - - -
Sitrat Kullanim + + + + + + + + + + + - + - - -
30'C + |+ |+ |+ [+ [+ |+ |+ +
40'C + + + + + + + + + + + - - + - +
Elliker Broth’da | 45'C - - - - - - - - - - - - - - _ -
Gelisme .
% 6.5 NaCl-30 C - - - - - . - - - - - - - - - -
% 4 NaCl-30'C + |+ [+ [+ |+ [+ [+ [+ [+ [+ |+ |- + |- - -

K: Kok
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4.2. L. lactis Suslarinin Laktik Asit Uretim Diizeyleri

Arastirma kapsaminda tanimlanan L. lactis suslarinda incelenen ilk endiistriyel ozellik,
laktik asit tiretim diizeyleri olmustur. L. lactis suslarinin laktozdan laktik asit olusturma
yetenekleri; bu bakterilerin skim milk ortaminda, 30 ‘C’de 6 saat ve 24 saat gelismeleri
sonucu olusturduklar laktik asit degerleri Olgiilerek tespit edildi. Bu degerlere gore; 6
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ApH diizeylerinde meydana getirdikleri degisim 1.00’in
altinda olanlar diisiik diizeyde, 1.00-1.50 arasinda olanlar orta diizeyde, 1.50’den yiiksek
olanlar ise yiiksek diizeyde asit iireten suslar olarak tammlandi (Bradley er al. 1992,
Karakus 1994, Durlu-Ozkaya 2001). Suslarda inkiibasyon siiresine bagh laktik asit iiretimi
degisimi; 6 saat sonunda elde edilen degerlerin, 24 saat sonunda elde edilen degerler ile

kiyaslanmasi sonucu belirlendi.

Denemede kullanilan L. lactis suglarinin skim milk ortaminda 30 ‘C’de 6 saat inkiibasyonu
sonucunda saptanan ApH degerleri, 0.05-1.55 arasinda degisim gosterdi. Yiiksek asit
tiretim Ozelligi i¢cin smir alt deger olan ApH 1.55 diizeyinde laktik asit iiretimi, yalmz L.
lactis subsp. lactis MBLL9 susunda tamimlandi. Diger yandan, L. lactis subsp. lactis
MBLLS52 ile L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis MBLDS ve MBLDSS5 suslar1 icin
sirasiyla 0.76, 0.74 ve 0.83 ApH degerleri saptandigindan, bu suglar da orta diizeye yakin
laktik asit olusturma yetenekleri ile digerlerinden ayrildi. Bu degerlerin altinda kalan 46

sus ise diisiik diizeyde laktik asit iireticisi olarak degerlendirildi (Cizelge 4.3. ve Sekil 4.1.).

Endiistriyel fermentasyonlarda kullanilan laktokok starter kiiltiir suslarinda hizli asit
olusturma yetenegi; hammaddeye % 1 oraninda bakteri inokiilasyonu esas alinarak,
bakteriyel iiremenin durma fazina ulastifi ortalama siireye gore (6 saat)
degerlendirilmektedir (Durlu—Ozkaya et al. 2001, Madera et al. 2003, Ziadi et al. 2005).
Hizli asit olusturma yetenegindeki suslar, siit pH’sin1 hizli bir sekilde diisiirmekte ve kisa
siirede pitht1 olusumuna yol agmaktadir. Boylece fermente iiriiniin nihai aroma, yap1 ve tat
ozelliklerinin kazanilmas1 icin gerekli reaksiyonlar baslatilmaktadir. Bu nedenlerle, starter
kiiltiir olarak kullanilacak laktokok suglarinda hizli asit olusturma yetenegi, endiistriyel
acidan deger tagimaktadir (Ross et al. 2002, Boonmee et al. 2003, Lee et al. 2005). Dogal
kosullarda laktokok suslar1 genellikle ¢ok hizli asit olusturma yetenegi icermezler. Yiiksek

asit olusturma yetenegine sahip suslar, genellikle fermentasyon siireclerine adapte olmus
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suslardir (Madera et al. 2003, Lee et al. 2005). Bizim arastirmamizda belirlenen diisiik
laktik asit tiretim diizeyleri de bu literatiir verilerini desteklemektedir. Arastirmada
tanimlanan MBLL9, MBLL52, MBLD5 ve MBLDS5S5 suslari, yalniz laktik asit iiretim
ozellikleri  dikkate alindiginda, endiistriyel kullanimlar icin uygun olarak
degerlendirilebilir. Kalan 46 L. lactis susu icin ise, ancak diger endiistriyel ozellikleri de
dikkate alinarak saglikli bir degerlendirme yapilabilir. Zira yiiksek asit liretme yeteneginde
olan ancak faj direnclilik, bakteriyosin iiretimi ve proteolitik aktivite gibi diger endiistriyel
ozellikleri uygun olmayan suslarin, karigik kiiltiirler halinde starter preparatlar
hazirlanmaktadir. Ozetle, hizli asit iireten suslar ile birlikte; faj direncli, bakteriyosin iireten
ve proteolitik aktiviteleri yiiksek suslar kombine edilmek suretiyle ideal starter aktiviteleri

saglanabilmektedir (Ross et al. 2002, Madera et al. 2003, Ziadi et al. 2005).

Starter kiiltiirlerin asit iiretme yetenekleri, {lretilecek fermente siit iiriiniiniin
karakteristikleri de dikkate alinarak tamimlanmaktadir. Ozellikle olgunlasma siiresi uzun
olan sert ve yari-sert peynir tiirlerinde hizli asitlik gelisimi, kontrolsiiz bakteri
parcalanmasini ve proteolitik enzimlerin zamansiz ortama salintmim hizlandiracagi icin
baslangicta tercih edilmez. Bunun yerine yavas ya da orta diizeyde asit {iiretme
ozelligindeki starter kiiltiir suglar1 kullanilir (Cock and de Stouvenel 2006). Bu nedenle L.
lactis suglarmin asit olusturma ozellikleri 24 saat sonunda da belirlendi (Cizelge 4.3. ve
Sekil 4.1.). Bu calisma sonucunda, tiim suslar icin 6 saat sonunda tespit edilen ApH
degerlerinin, 24 saat sonunda 0.10-1.68 arasinda arttigt ve % 0.23-1.08 laktik asit
oranlarina ulasildigi saptandi. Bu degerler dikkate alinarak; 6zellikle L. lactis subsp. lactis
MBLL6, MBLL25, MBLL43, MBLL44 ve MBLL65 yaninda L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis MBLDS55 susunun da endiistriyel fermentasyonlar icin yardimci sus

potansiyeli tasidigi soylenebilir.

Tiirkiye kokenli laktokoklarda genellikle diisiik laktik asit iiretim diizeylerinin saptanmast,
biiyiik bir olasilikla bu suslarin endiistriyel {iretim siireclerine adapte olmamasindan
kaynaklanmaktadir. S6z konusu bakterilerde laktoz metabolizmasimin regiilasyonunun

detaylandirilmasi ile bu tespiti destekleyen molekiiler deliller saglanacaktir.
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Cizelge 4.3. L. lactis suslarimin skim milk besiyerine %1 inokiilasyonu ile elde edilen ApH ve hesaplanan %

laktik asit degerleri
% Laktik Asit
Bakteri Kod No ApH (6saat) ApH (24saat) (24saat)
MBLL1 0.33 0.63 0.31
MBLL3 0.29 0.74 0.30
MBLL6 0.61 2.03 0.89
MBLLS 0.27 1.79 0.66
MBLL9 1.55 2.25 0.92
MBLL11 0.23 0.35 0.32
MBLL12 0.18 0.40 0.29
MBLL14 0.25 0.97 0.54
MBLLI16 0.21 0.94 0.40
MBLL18 0.24 1.75 0.76
MBLL25 0.25 1.93 0.84
MBLL26 0.31 1.87 0.86
MBLL27 0.28 1.47 0.66
MBLL30 0.23 0.73 0.40
MBLL32 0.23 0.38 0.30
MBLL37 0.28 0.65 0.40
MBLLA40 0.33 1.85 1.01
MBLILA43 0.46 1.97 1.08
MBLL44 0.49 1.90 0.95
MBLLA45 0.12 0.84 0.40
MBLLA46 0.62 1.74 0.82
MBLL52 0.76 1.72 0.78
MBLL56 0.34 0.99 0.50
MBLL57 0.40 1.74 0.68
MBLLS58 0.13 1.74 0.83
L. lactis 11L.1403 0.16 0.47 0.32
L.lactis SIK83 0.13 1.44 0.56

MBLL: L. lactis subsp. lactis
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Cizelge 4.3. (devam)

% Laktik Asit
Bakteri Kod No ApH (6saat) ApH (24saat) (24saat)
MBLL60 0.39 1.93 0.99
MBLL61 0.38 1.80 0.76
MBLL62 0.46 2.01 0.88
MBLL64 0.15 1.42 0.60
MBLL65 0.51 1.97 0.93
MBLD4 0.50 1.42 0.60
MBLD5 0.74 1.34 0.56
MBLD7 0.62 1.77 0.79
MBLDI10 0.61 1.60 0.77
MBLD17 0.52 1.76 0.75
MBLDI19 0.44 0.69 0.37
MBLD21 0.61 1.69 0.81
MBLD29 0.48 1.83 0.84
MBLD35 0.39 0.77 0.39
MBLD36 0.22 0.51 0.33
MBLD51 0.46 1.34 0.64
MBLD54 0.29 1.00 0.48
MBLD55 0.83 2.14 1.06
MBLD59 0.39 0.98 0.54
MBLD63 0.36 1.28 0.58
MBLCI15 0.05 0.15 0.23
*MBL34 0.18 1.00 0.50
MBLC38 0.32 1.20 0.56
MBLC47 0.56 1.25 0.56
MBLC50 0.49 1.43 0.68
L. lactis 11.1403 0.16 0.47 0.32
L.lactis SIK83 0.13 1.44 0.56

MBLL: L. lactis subsp. lactis
MBLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
MBLC: L. lactis subsp. cremoris

*MBL: Alt tiir diizeyinde tanist heniiz yapilmadi

46




Ly

(reesg) Hdv O

(reesy7) HAV @

upjuniSop gdy utuivisns suov] T [ 11438

uvI$ns s100] T

HY|7I|'II“”””""

MBLLI1

MBLL3

MBLL6

MBLLS

MBLL9

MBLLI11

MBLL12

MBLL14

MBLL16

MBLL18

MBLL25

MBLL26

MBLL27

MBLL30

MBLL32

MBLL37

MBLLA40

MBLLA43

MBLLA44

MBLLA45

MBLLA46

MBLL52

MBLL56

MBLL57

MBLL58

-0

- S0
>
=
==
‘I

¢c




87

(rees 9)HdV O
(wpaap) “[p PYa§

(ees y7)HAV B

esns $1201] 71

MBLL60

MBLL61

MBLL62

MBLL64

MBLL65

MBLD4

MBLDS5

MBLD7

MBLD10

MBLD17

MBLD19

MBLD21

MBLD29

MBLD35

MBLD36

MBLD51

MBLD54

MBLDS55

MBLD59

MBLD63

MBLCI5

MBLC34

MBLC38

MBLC47

MBLC50

t0

ApH

F ST

rc

ST




4.3. L. lactis Suslarin Bakteriyosin Uretim Yeteneklerinin Belirlenmesi

L. lactis suslarinda bakteriyosin tiretim 6zelliklerinin tanimlanmasi amaci ile, ilk asamada,
bu suslarin 23 farkli Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriye karsi antibakteriyel
etkinlikleri arastirildi. Denemede kullanilan toplam 50 adet L. lactis susu igerisinden 24
adeti (L. lactis subsp. lactis MBLL1, MBLL3, MBLL6, MBLLS, MBLL9, MBLL10,
MBLLI11, MBLLI14, MBLL16, MBLL18, MBLL37, MBLL40, MBLL46, MBLLS57 ve
MBLLS8, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis MBLD4, MBLDS5, MBLD7,
MBLD17, MBLD21, MBLD29, MBLD36 ve MBLDS51 ve L. lactis subsp. cremoris
MBLC38) en az bir indikator bakteriye karsi inhibisyon zonu olusturma yeteneginde
bulundu. Antibakteriyel etkinlik gosteren suslardan L. lactis subsp. lactis MBLL3,
MBLL6, MBLLS, MBLL11, MBLL14, MBLL16, MBLLI18 ve MBLLA40 ile L. lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis MBLD4, MBLD5, MBLD7, MBLD10, MBLD17,
MBLD21, MBLD29, MBLD51 ve MBLDS58, yalniz nisin duyarh Listeria innocua susuna
kars1 inhibisyon zonu olusturdu. Diger 7 adet L. lactis susunun ise, birden fazla Gram-
pozitif indikator bakteriye karsi etkinlik gdsteren ve birbiri ile tam benzerlik icermeyen bir
aktivite spektrumuna sahip oldugu belirlendi. L. lactis suslarinin {irettigi antibakteriyel
maddeler, denemede kullanilan hi¢ bir Gram-negatif bakteriye karsi inhibisyon etkinligi
icermedi. Birden fazla indikatdr bakteriye karsi inhibisyon etkinligi gosteren L. lactis
suglan icerisinde en genis konak¢1 spektrumu, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
MBLD36 ve L. lactis subsp. lactis MBLL57 suslan i¢in belirlendi. Bu bakteriler,
denemede kullanilan 23 indikator bakterinin 18 adetine karsi, degisik diizeylerde inhibitor
etkiye sahip bulundu. Yedi adet L. lactis susu icerisinden, L. lactis subsp. lactis MBLLA6
susu da en diisiik konake1 dizgesi iceren sus olarak tamimlandi. Bu sus yalmiz 4 adet

indikator bakteriye karsi inhibisyon etkinligi gosterdi (Cizelge 4.4.).

Lactococcus cinsine ait bakteriler iizerinde yiiriitilen calismalarda, bu suslarin sahip
oldugu antimikrobiyel aktivitelerin; bakteriyosinler disinda, metabolizmalari sonucunda
tiretilen organik asitler, diasetil, asetoin ve hidrojen peroksit gibi diger bilesiklerden de
kaynaklanabilecegi belirlenmistir (Davey 1984, Venema et al. 1995, Moreno et al. 1999).
S6z konusu bakterilerde antimikrobiyel aktivite, bu bilesiklerin tek tek ya da kombine
etkileri sonucunda ortaya c¢ikabilmektedir (Moreno et al. 2000). Bakteriyosinler kisaca,

protein yapida olan antibakteriyel bilesikler olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle
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aktiviteleri proteolitik enzim uygulamasindan etkilenmektedir. Bugiine dek yiiriitiilen
calismalarda; tanimlanan tiim laktokok bakteriyosinlerinin, proteinaz K uygulamasi ile
kismen ya da tamamen aktivitelerini kaybettikleri belirlenmistir (Jack et al. 1995, Ross et
al. 2002, Chen and Hoover 2003, O’Sullivan et al. 2003a). Bu bilgiler 1518inda;
arastirmamizda Gram-pozitif indikator bakterilere karsi inhibitor etki gosteren 24 adet L.
lactis susunun rettikleri antimikrobiyel maddelerin bakteriyosin karakteri tasiyip
tasimadigi, proteinaz K uygulamasi ile tanimlandi. Proteinaz K uygulamasi ile notralize
kiiltiir iist sivilarinda inhibisyon etkinligi tamamen kaybolan 3 adet sus (L. lactis subsp.
lactis MBLL1, MBLL9 ve MBLLS57) bakteriyosin iireticisi olarak tanimlandi. Diger
suglarda ise bu uygulama sonucunda, herhangi bir antibakteriyel etki degisimi meydana
gelmedi (Cizelge 4.5.). Bu bulgular; MBLL1, MBLL9 ve MBLLS57 disinda kalan
antibakteriyel aktiviteye sahip diger 21 L. lactis susunun, s0z konusu aktivitelerinin

bakteriyosinlerden kaynaklanmadigina isaret etmektedir.

Bakteriyosin ireticisi olarak tamimlanan L. lactis subsp. lactis MBLLI, MBLL9 ve
MBLLS57  suslarinin  {rettikleri  bakteriyosinlerin ~ kismi  karakterizasyonu;  bu
bakteriyosinlerin, degisik enzimler yaninda, farkli pH ve sicaklik uygulamalarina kars
verdikleri yanitlar esas alinarak yapildi. Kritik seyreltme yontemi kullanilarak yiiriitiilen
testler sonucunda, L. lactis subsp. lactis MBLL1 susunun iirettigi bakteriyosinin aktivitesi
3200 AU/mL (Arbitrary Unit) olarak tespit edildi. MBLL1 bakteriyosini pH 2-8 arasinda
aktivite kaybina ugramazken, pH 9 degerinde % 50 oraninda aktivite kayb1 meydana geldi.
pH 10 ve 11 degerlerinde ise daha ileri diizeyde aktivite kayb1 belirlenmedi (Cizelge 4.6.).
Enzim uygulamalari; MBLL1 bakteriyosininin proteinaz K disinda, a-kemotripsine de
duyarli oldugunu, ancak diger enzim muamelelerinden etkilenmedigini gosterdi (Cizelge
4.7.). Bu bakteriyosinin, ozellikle amilaz ve lipaz enzim muamelelerine karsi direncli
olmasi, karbonhidrat ya da lipit yan gruplarn icermediginin gii¢lii kamtidir. Bes farkli
sicaklik uygulamasi sonucunda; MBLLI1 bakteriyosinin 100 C uygulamalarina karsi
tamamen direncli oldugu, 121 ‘C’de 15 dk muamelesi ile ise % 50 oraninda aktivite
kaybma ugradigi belirlendi (Cizelge 4.7.). Konake¢i etkinligi yaninda, enzim, pH ve
sicaklik uygulamalarina verdigi yanitlar esas alindiginda; L. lactis subsp. lactis MBLL1
susunun iirettigi bakteriyosinin, laktokoklarin iirettigi bir bakteriyosin olan laktisin 481°e
(Piard et al. 1992, de Vuyst and Vandamme 1994, O’Sullivan et al. 2003a, Le Loir et al.
2005) biiyiik oranda benzedigi saptandi.

50



L. lactis subsp. lactis MBLLY susunda bakteriyosin aktivitesi 200 AU/mL diizeyinde
saptandi. pH degisimlerinin MBLL9 susu tarafindan {iiretilen bakteriyosinin aktivitesi
tizerinde etkisinin arastirildigi denemeler sonucunda; pH 2 ve 3 degerlerinde en yiiksek
aktivitenin gozlendigi (800 AU/mL), pH 4 ve 5 degerleri icin bu aktivitenin 400 AU/mL ve
pH 6, 7 ve 8 icin ise 200 AU/mL diizeyinde oldugu tespit edildi. pH 9’da ve daha yiiksek
degerlerde s6z konusu bakteriyosin aktivite gostermedi (Cizelge 4.6.). MBLL9
bakteriyosini, MBLL1 bakteriyosininde oldugu gibi, yalniz a-kemotripsin ve proteinaz K
uygulamasi sonucu duyarli bakterilere kars1 inhibisyon etkinligini kaybetti. 100 'C ve 121
'C sicakhik uygulamalar1 sonucu; MBLL9 bakteriyosininin 5, 10 ve 15 dk siireyle 100 'C
sicaklifa maruz birakilmasinin herhangi bir aktivite kaybina yol agmadigi, bu sicaklikta 20
dk ve 121 ‘C’de 15 dk muamele edilmesi halinde ise % 50 aktivite kaybina ugradigi
saptand1 (Cizelge 4.7.). Incelenen tiim biyolojik ozellikleri ve literatiir verileri (de Vuyst
and Vandamme 1994, O’Sullivan et al. 2003a, Le Loir et al. 2005) dikkate alindiginda, L.
lactis subsp. lactis MBLL9 susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin de biiyiik bir olasilikla

laktisin 481 oldugu ortaya ¢cikmaktadir.

Son bakteriyosin iireticisi olan L. lactis subsp. lactis MBLLS57 susunun, nétralize edilmis
kiiltiir tist sivilarinda drettigi bakteriyosinin aktivitesi 6400 AU/mL olarak belirlendi. Bu
bakteriyosinin en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi pH 2, 3 ve 4 degerlerinde gosterdigi
(12800 AU/mL) ve pH 4, 5, 6, 7 ve 8 degerlerinde ise s6z konusu aktivitenin 6400 AU/mL
diizeyine diistiigii saptandi. pH 9, 10 ve 11 degerlerinde ise bakteriyosin aktivitesi, sirasiyla
3200, 1600 ve 800 AU/mL olarak belirlendi (Cizelge 4.6.). L. lactis subsp. lactis MBLLS57
bakteriyosini, diger iki sus tarafindan iiretilen bakteriyosinden farkli olarak, a-kemotripsin
ve proteinaz K yaninda lipaz ve a-amilaz uygulamalarindan da etkilendi. Proteinaz K
uygulamasi ile tamamen aktivitesini kaybederken, o-kemotripsin ve lipaz uygulamalar
sonucunda 3200 AU/mL ve a-amilaz uygulamasi sonucunda ise, 800 AU/mL diizeyinde
bakteriyosin aktivitesi tespit edildi (Cizelge 4.7.). Bazi1 laktokok bakteriyosinlerinin a-
amilaz ve lipaz enzimlerine karsi degisik diizeylerde duyarlilik gosterdigi farkh
aragtirmalarda saptanmistir. Arastiricilar bu durumu; bakteriyosinin protein yapisinin
agregasyonunda, lipit ya da karbonhidrat capraz kopriilerinin gorev almasi ile agiklamistir.
Uretim ortaminda salgilanan bakteriyosinin agregasyonu, inhibisyon etkinligini
yiikseltmektedir (Jack er al. 1995, Cleveland et al. 2001, Guinane et al. 2005). Bizim

calismamizda da MBLL57 bakteriyosininin a-amilaz ve lipaz muamelesinden etkilenmesi,
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bu bakteriyosinin agregasyonunda karbonhidrat ve lipit yan gruplarinin birlikte rol aldigina
isaret etmektedir. Ileri kimyasal analizler bu 6ngoriiyii aciklifa kavusturacaktir. MBLL57
bakteriyosini 100 'C sicaklik uygulamalarina karg1 tamamen direng gosterirken, 121 ‘Cde
15 dk sonunda % 98.5 oraninda aktivite kaybina ugradi (Cizelge 4.7.). Bu veriler,
denemelerde sahit olarak kullanilan nisin {ireticisi L. lactis subsp. lactis SIK-83 susu ile
uyum gosterdi (Cizelge 4.6. ve 4.7.). Arastirmada elde edilen sonuglar literatiir verileri ile
(Franz et al. 1997, Ross et al. 1999, McAuliffe et al. 2001, Takala et al. 2004, Liu et al.
2005) birlikte yorumlandiginda, L. lactis subsp. lactis MBLLS57 susu tarafindan iiretilen

bakteriyosinin nisin davranig1 gosterdigi tespit edildi.

Laktik asit bakterilerinin baslica starter kiiltiir aktiviteleri; {iriiniin yapi, aroma ve tat
bilesiklerinin olusumunda oynadiklari rol ile karakterize edilmektedir. Uriin kalitesi ve
miktar1 lizerinde dogrudan etki eden bu aktivitelerin yiiksek diizeyde etkinlik gdstermesi;
laktik starterlerin faj direnclilik, stres kosullarina uyum ve yarigmaci floray1 inhibe etme
yetenekleri ile baglantilidir. Kontaminant ya da yarigsmaci floranin inhibisyonu; starter
kiiltiirlerin {rettigi diger antibakteriyel bilesikler yaninda, bakteriyosinlerin aktivitesi
sonucunda gii¢lii bir sekilde meydana getirilmektedir. Bu ilave antibakteriyel aktivite, gida
giivenligi agisindan kritik bir deger tasidigindan, starter kiiltiir suslarinda tercih edilen bir
ozellik haline gelmistir. Diger yandan bakteriyosinlerin, kimyasal gida koruyucularina
kars1 alternatif ajanlar olarak ciddi bir potansiyel icermeleri, onlarn gida koruma
calismalarinin odagi haline getirmistir (Corsetti et al. 2004, Le Loir et al. 2005). Bugiine
kadar laktokoklarin iirettigi bakteriyosinler icerisinde, yalniz nisin genis bir kullanim alan1
bulmustur. Bakteriyosinlerin gida endiistrisinde kullaniminda esas teskil eden 6zellikleri;
konake1 etkinlikleri, pH ve sicaklik stabiliteleri olarak tamimlanmaktadir. Bu 6zellikleri
bakimindan halen bilinen en etkin ve stabil bakteriyosin nisin’dir. Nisin, Gram-pozitif
bakteriler yaninda, cesitli fiziksel ve kimyasal etkilerden zarar gormiis Gram-negatif
bakterilerin de gelisimini inhibe etme yetenegi icermektedir. Laktokoklarin iirettigi
bakteriyosinler icerisinde gerek konake¢i etkinligi ve gerekse stabilite karakteristikleri
dikkate alindi@inda, laktisin 481 bir baska alternatif gida koruyucusu olarak One

cikmaktadir (Chen and Hoover 2003, O’Sullivan et al. 2003b, Corsetti et al. 2004).

Bu arastirmada tanimlanan bakteriyosin iireticisi suslarin iirettikleri bakteriyosinlerin nisin

ve laktisin 481 karakteristigi gostermesi, starter kiiltiir susu potansiyellerine isaret
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etmektedir. S6z konusu suslarin diger starter aktivitelerinin de tanimlanmasi ile, kullanim

alanlar1 ve formiilasyonlar1 belirlenebilir.
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Cizelge 4.4. L. lactis suglarimin Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere karst inhibisyon etkinligi

indikator Bakteriler

L. lactis Suslar

MBLL1 | MBLL3 | MBLD4 | MBLDS | MBLL6 | MBLD7 | MBLLS | MBLLY9 | MBLD10 | MBLL11
Pediococcus pentosaceus LMG2001 - - - - - - - 11mm - R
Lactobacillus plantarum LMG2003 14mm - - - - - - 13mm - -
Lactococcus lactis LMG2088 (laktokokisin G iireticisi) 8mm - - - - - - - - -
Lactococcus lactis subsp. cremoris LMG2132 14mm - - - - - - 17mm - -
(laktisin A+B iireticisi)
Lactococcus lactis 11.1403 16mm - - - - - - 18mm - -
Lactococcus lactis SIK-83 (nisin iireticisi) - - - - - - - 7mm - -
Lactobacillus sake NCDO 2714 10mm - - - - - - 10mm -
Enterococcus faecalis LMG2602 - - - - - - - - - R
Enterococcus faecalis LMG2708 - - - - - - - - - R
Staphylococcus carnosus LMG2709 - - - - - - - - - R
Bacillus cereus LMG2732 - - - - - - - - - _
Listeria innocua LMG2813 1I8mm | 8mm | 9mm | 8mm | 9mm | 9mm | 7mm | 18mm | I1lmm | 9mm
Lactococcus lactis LMG2907 (laktisin 3147 iireticisi) - - - - - - - - - -
Lactococcus lactis LMG2908 - - - - - - - - - _
Lactococcus lactis LMG2909 Smm - - - - - - _ - _

Lactococcus lactis LMG2910 (laktisin 3147 iireticisi)

Lactococcus lactis LMG2911 (laktisin 3147 iireticisi)

Lactococcus lactis LMG2912 (laktisin 3147 iireticisi)

Pseudomonas fluorescens LMG3020

Staphylococcus aureus LMG3022

Escherichia coli LMG3083

Salmonella enterica Typhimurium LMG3085

Lactococcus lactis JC 17 (laktisin 481 iireticisi)

MBLL: L. lactis subsp. lactis
MBLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
MBLC: L. lactis subsp. cremoris
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Cizelge 4.4. (devam)

indikator Bakteriler

L. lactis Suslar:

MBLL12

MBLL14

MBLC15

MBLL16

MBLD17

MBLL18

MBLD19

MBLD21

MBLL25

MBLL26

Pediococcus pentosaceus LMG2001

Lactobacillus plantarum LMG2003

Lactococcus lactis LMG2088 (laktokokisin G iireticisi)

Lactococcus lactis subsp. cremoris LMG2132
(laktisin A+B iireticisi)

Lactococcus lactis 11.1403

Lactococcus lactis SIK-83 (nisin iireticisi)

Lactobacillus sake NCDO 2714

Enterococcus faecalis LMG2602

Enterococcus faecalis LMG2708

Staphylococcus carnosus LMG2709

Bacillus cereus LMG2732

Listeria innocua LMG2813

Lactococcus lactis LMG2907 (laktisin 3147 iireticisi)

Lactococcus lactis LMG2908

Lactococcus lactis LMG2909

Lactococcus lactis LMG2910 (laktisin 3147 iireticisi)

Lactococcus lactis LMG2911 (laktisin 3147 iireticisi)

Lactococcus lactis LMG2912 (laktisin 3147 iireticisi)

Pseudomonas fluorescens LMG3020

Staphylococcus aureus LMG3022

Escherichia coli LM G3083

Salmonella enterica Typhimurium LMG3085

Lactococcus lactis JC 17 (laktisin 481 iireticisi)

MBLL: L. lactis subsp. lactis
MBLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
MBLC: L. lactis subsp. cremoris
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Cizelge 4. 4. (devam)

indikator Bakteriler

L. lactis Suslar1

MBLL27 | MBLD29 | MBLL30 | MBLL32 | *MBL34 | MBLD35 | MBLD36 | MBLL37 | MBLC38 | MBLL40

Pediococcus pentosaceus LMG2001 - - - - - - 8mm | 4mm - -
Lactobacillus plantarum LMG2003 - - - - - - 16mm - - -
Lactococcus lactis LMG2088 (laktokokisin G iireticisi) - - - - - - - - 6mm -
Lactococcus lactis subsp. cremoris LMG2132 - - - - - - 2mm | 2mm | 9mm -
(laktisin A+B iireticisi)

Lactococcus lactis 11.1403 - - - - - - dmm | 9mm | 9mm -
Lactococcus lactis SIK-83 (nisin iireticisi) - - - - - - - 9mm | 11lmm -
Lactobacillus sake NCDO 2714 - - - - - - 15mm - - -
Enterococcus faecalis LMG2602 - - - - - - 3mm - 12mm -
Enterococcus faecalis LMG2708 - - - - - - 2mm - 13mm -
Staphylococcus carnosus LMG2709 - - - - - - 3mm | 2mm - -
Bacillus cereus LMG2732 - - - - - - 2mm - - -
Listeria innocua LMG2813 - 7mm - - - - 4mm - 8mm | 12mm
Lactococcus lactis LMG2907 (laktisin 3147 iireticisi) - - - - - - 2mm - - -
Lactococcus lactis LMG2908 - - - - - - 3mm - - -
Lactococcus lactis LMG2909 - - - - - - 3mm | 8mm | 8mm -
Lactococcus lactis LMG2910 (laktisin 3147 uireticisi) - - - - - - Smm - 9mm -
Lactococcus lactis LMG2911 (laktisin 3147 iireticisi) - - - - - - 2mm - 9mm -
Lactococcus lactis LMG2912 (laktisin 3147 iireticisi) - - - - - - 2mm - 9mm -
Pseudomonas fluorescens LMG3020 - - - - - - 3mm - - -
Staphylococcus aureus LMG3022 - - - - - - - - -
Escherichia coli LMG3083 - - - - - - - - - -
Salmonella enterica Typhimurium LMG3085 - - - - - - - - - -
Lactococcus lactis JC 17 (laktisin 481 iireticisi) - - - - - - dmm | 13mm | 13mm -

MBLL: L. lactis subsp. lactis

MBLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
MBLC: L. lactis subsp. cremoris

*MBL: Alt tiir diizeyinde tanis1 heniiz yapilmadi
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Cizelge 4. 4. (devam)

indikator Bakteriler

L. lactis Suslar1

MBLL43

MBLL44

MBLLA45

MBLLA46

MBLC47

MBLCS50

MBLD51

MBLLS2

MBLD54

MBLDS55

Pediococcus pentosaceus LMG2001

Lactobacillus plantarum LMG2003

Lactococcus lactis LMG2088 (laktokokisin G iireticisi)

Lactococcus lactis subsp. cremoris LMG2132
(laktisin A+B iireticisi)

Lactococcus lactis 11.1403

Smm

Lactococcus lactis SIK-83 (nisin iireticisi)

6mm

Lactobacillus sake NCDO 2714

Enterococcus faecalis LMG2602

Tmm

Enterococcus faecalis LMG2708

Staphylococcus carnosus LMG2709

Bacillus cereus LMG2732

Listeria innocua LMG2813

Lactococcus lactis LMG2907 (laktisin 3147 iireticisi)

Lactococcus lactis LMG2908

Lactococcus lactis LMG2909

Lactococcus lactis LMG2910 (laktisin 3147 iireticisi)

Lactococcus lactis LMG2911 (laktisin 3147 iireticisi)

Lactococcus lactis LMG2912 (laktisin 3147 iireticisi)

Pseudomonas fluorescens LMG3020

Staphylococcus aureus LMG3022

Escherichia coli LM G3083

Salmonella enterica Typhimurium LMG3085

Lactococcus lactis JC 17 (laktisin 481 iireticisi)

MBLL: L. lactis subsp. lactis
MBLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
MBLC: L. lactis subsp. cremoris
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Cizelge 4. 4. (devam)

indikator Bakteriler

L. lactis Suslar:

MBLL56 | MBLL57 | MBLLSS8 | MBLD59 | MBLL60 | MBLL61 | MBLL62 | MBLD63 | MBLL64 | MBLL65

Pediococcus pentosaceus LMG2001 - 18mm - - - - - - _ _
Lactobacillus plantarum 1.MG2003 - 19mm - - - - - _ - _
Lactococcus lactis LMG2088 (laktokokisin G iireticisi) - - - - - - - - - -
Lactococcus lactis subsp. cremoris LMG2132 - 16mm - - - - - - - -
(laktisin A+B iireticisi)

Lactococcus lactis 11.1403 - 12mm - - - - - - - _
Lactococcus lactis SIK-83 (nisin iireticisi) - - - - - - - - - _
Lactobacillus sake NCDO 2714 - 18mm - - - - - - - _
Enterococcus faecalis LMG2602 - Tmm - - - - - - - _
Enterococcus faecalis LMG2708 - Smm - - - - - _ - _
Staphylococcus carnosus L MG2709 - 10mm - - - - - - - -
Bacillus cereus LMG2732 - 6mm - - - - - - - _
Listeria innocua LMG2813 - 14mm | 4mm - - - - - - _
Lactococcus lactis LMG2907 (laktisin 3147 uireticisi) - 10mm - - - - - - _ _
Lactococcus lactis LMG2908 - 10mm - - - - - - - _
Lactococcus lactis LMG2909 - 6mm - - - - - - - _
Lactococcus lactis LMG2910 (laktisin 3147 iireticisi) - 10mm - - - - - - - _
Lactococcus lactis LMG2911 (laktisin 3147 iireticisi) - 8mm - - - - - - - -
Lactococcus lactis LMG2912 (laktisin 3147 iireticisi) - 8mm - - - - - - - _
Pseudomonas fluorescens LMG3020 - - - - - - - - - R
Staphylococcus aureus LMG3022 - 6mm - - - - - - - R
Escherichia coli LMG3083 - - - - - - - - - _
Salmonella enterica Typhimurium LMG3085 - - - - - - - - - -
Lactococcus lactis JC 17 (laktisin 481 iireticisi) - 14mm - - - - - _ - _

MBLL: L. lactis subsp. lactis
MBLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
MBLC: L. lactis subsp. cremori
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Cizelge 4.5. L. lactis suglarimn iirettigi antimikrobiyel maddelerin proteinaz K duyarlhiiklart

Antimikrobiyel aktivite*

Proteinaz K

Bakteri Kod No. Kontrol Uygulamasi Sonrasi

MBLLI1 + -

MBLL3

MBLD4

MBLD5

MBLL6

MBLD7

+| | |+ |+

MBLLS

MBLL9

MBLDI10

MBLL11

MBLL14

MBLLI16

MBLD17

MBLL18

MBLD21

MBLD29

MBLD36

MBLL37

MBLC38

MBLLA0

MBLLA46

o T S o B o S S o B o A I S

MBLD51

MBLLS57

S e e o e e e S I I A A

MBLLS58

MBLL: L. lactis subsp. lactis

MBLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis

MBLC: L. lactis subsp. cremoris

*Antimikrobiyel aktiviteler suslarin en yiiksek diizeyde etki gosterdigi indikatorlere karsi belirlendi.
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Cizelge 4.6. L. lactis suslarun iirettigi bakteriyosinlerin aktivitesi iizerine pH nin etkisi

Bakteriyosin Aktivitesi (AU/ml)
pH MBLL1 MBLLY9 MBLL57 SIK-83
Kontrol 3200 200 6400 6400
2 3200 800 12800 12800
3 3200 800 12800 12800
4 3200 400 12800 12800
5 3200 400 6400 6400
6 3200 200 6400 6400
7 3200 200 6400 6400
8 3200 200 6400 6400
9 1600 0 3200 3200
10 1600 0 1600 1600
11 1600 0 800 800

AU: Arbitrary Unit
MBLL: L. lactis subsp. lactis
SIK-83: Nisin iireticisi (L. lactis subsp. lactis)
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Cizelge 4.7. L. lactis suglarimin iirettigi bakteriyosinlerin aktivitesi tizerine enzim ve sicakligin etkisi

Bakteriyosin AKktivitesi(AU/ml)

UYGULAMA MBLL1 MBLLY9 MBLL57 SIK-83
Kontrol 3200 200 6400 6400
Tripsin 3200 200 6400 6400
a-Kemotripsin 0 0 3200 3200
Pepsin 3200 200 6400 6400
o-Amilaz 3200 200 800 800
Lipaz 3200 200 3200 3200
Katalaz 3200 200 6400 6400
Lizozim 3200 200 6400 6400
Proteinaz K 0 0 0 0
100 'C’ de 5 dk 3200 200 6400 6400
100 'C’ de 10 dk 3200 200 6400 6400
100 'C’ de 15 dk 3200 200 6400 6400
100 'C’ de 20 dk 3200 100 6400 6400
121 °C’ de 15 dk 1600 100 100 200

AU: Arbitrary Unit
MBLL: L. lactis subsp. lactis

SIK-83: Nisin iireticisi (L. lactis subsp. lactis)
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4.4. L. lactis Suslarimin Faj Duyarhhklar:

Arastirmada kullanilan 50 adet L. lactis suslarimin faj duyarlilik diizeyleri, 61 adet
laktokok fajina karsi belirlendi. Homolog konak¢i bakterilerine denenerek titreleri 10
pfu/mL ve yukarisina c¢ikarilan fajlar, L. lactis suslarina M17 ¢ift tabaka agar ortamlarinda
test edildi. Testlerde faj-bakteri dinamik dengesi (pfu/cfu=1) esas alind1 ve sonuclar faj
plak olusumuna gore degerlendirildi. Bu testler sonucunda; 50 adet L. lactis susunun 39
adedi (19 adet L. lactis subsp. lactis, 15 adet L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, 4
adet L. lactis subsp. cremoris ve 1 adet tammlanmamis sus) tiim fajlara karsi direng
fenotipi gosterdi. Direng¢ fenotipine sahip 2 adet L. lactis subsp. lactis ve (MBLLS56 ve
MBLL60) ve 2 adet L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (MBLD54 ve MBLD59)
susunda kendiliginden indiiklenebilen bir lizogenik oOzellik saptandi. S6z konusu
bakterilerde faj ile karsilastirma yapilmaksizin, ¢ift tabaka agar ortamlarinda plak olusumu
belirlendi. Bu suslar disinda kalan 11 adet L. lactis subsp. lactis susunda, 61 faja kars
degisik diizeylerde duyarhilik fenotipi saptandi. L. lactis subsp. lactis MBLL3 susu, yalniz
®pll61-52  fajina karsi duyarli bulundu. En yiiksek faj duyarlilik 6zelligi ise, L. lactis
subsp. lactis MBLLAS5 susu icin, toplam 6 faja kars1 (®pll67-38, ®pld67-42, Opld67-45,
®bl136-58, ®bld35-56 ve Obld67-57) tamimlandi. Duyarli suglara kars1 en genis konakgi
dizgesi, 6 adet L. lactis susuna kars1 litik aktivite gosteren ®@pll98-22 faj1 i¢in tespit edildi
(Cizelge 4.8.).

Tiim diinyada endiistriyel fermente siit iiretiminde en temel sorunlardan biri, faj
kontaminasyonlari sonucu meydana gelen iiriin ve zaman kayiplaridir. Zira starter kiiltiir
olarak siit endiistrisinde kullanilan L. lactis suslarinda faj direnglilik fenotipi starter susu
secim kriteri olmasina ragmen, fermentasyon siireclerinde c¢ok sik fajlarla
karsilastiklarindan, bu bakterilerde duyarli fenotip doniisiimii meydana gelebilmektedir.
Laktokok fajlart yiikksek genetik elastisiteye sahip olmalarindan dolayi, siirekli
karsilastiklar1 L. lactis suslarimin faj diren¢ sistemini asacak genetik varyasyonlar
tiretebilmektedir (Mills et al. 2002, Madera et al. 2003, Dupont et al. 2004). Yaklasik 100
yildir gelismis iilkelerde laboratuvar suslarinin kontrollii iiretimlerle starter kiiltiir suslart
olarak kullanildigr goz oOniinde bulundurulur ise, faj diren¢ fenotipinin bu bakterilerde
siireklilik arz etmesinin miimkiin olmadig1 goriilecektir. Bu nedenle faj sorununun

¢Oziimiinde faj direng fenotipine ilave olarak; faj inhibitdr ortamlarin kullanimi, starter
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kiiltiir rotasyonu, hammaddenin ve fabrika ortaminin fajlardan arindirilmasi gibi yontemler

de onerilmektedir (Mills et al. 2002, Madera et al. 2003, Delgado and Mayo 2004).

Tiirkiye kokenli L. lactis suslarinda tespit edilen yiiksek faj diren¢ fenotipi, iilkemizde
yiiriitiilen daha Onceki calismalarin sonuclari ile paralellik tasimaktadir. Bu ¢aligmalarda
ayrica, Tiirkiye kokenli laktokok fajlarinin da, diinyada siit endiistrisinde starter kiiltiir susu
olarak kullanilan belli bash bakteri tiplerine litik etki gosterdigi belirlenmistir (Ak¢elik and
Tunail 1992, Akcelik 1998b, Akgelik 1999, Akgelik er al. 2000, Tuncer and Akcelik 2002,
Tiikel and Akcelik 2003, Sanlibaba and Akgelik 2005). Arastirma sonuglar1 ve yukarida
Ozetlenen literatiir verileri, faj direnclilik esas alindiginda Tiirkiye kokenli laktokok
suglarimin ciddi bir potansiyel tasidigina isaret etmektedir. Ancak, bu arastirmada
kullanilan 50 L. lactis susunun 4 adetinde tanimlanan lizogenik 6zelligin, indiiksiyon
calismalant ile detaylandirilmasi, faj direnclilik fenotipinin kesinligi i¢in zorunludur.
Lizogen suslar, litik fajlara kars1 direnc fenotipi icerme 6zellikleri ile yaniltic olabilir. Zira
siit endiistrisinde faj kontaminasyonlarinin 6nemli bir kaynagini da lizogen suslar teskil
etmektedir. Faj direnc fenotipi esas alinarak secilen, ancak lizogenik ozelligi detayli bir
sekilde arastirllmamis olan L. lactis suslarinda, endiistriyel kullanim esnasinda meydana
gelen indiiksiyon sonucu salinan fajlar, diger starter kiiltiir suslarn i¢in genellikle litik
potansiyel tasimakta ve hizla yayilmaktadir (Madera et al. 2003, De Haard et al. 2005,
Lunde et al. 2005).

Tiirkiye kokenli L. lactis suslarinin yiiksek diizeyde faj direnglilik 6zelliklerinin yapay
indiiksiyon ve genetik prob ¢alismalari ile desteklenerek molekiiler seviyede tanimlanmasi,
bu bakterileri starter kiiltiir susu gelistirme programlarinin biyomateryali haline
getirecektir. Bu sayede de, geleneksel fermente siit iiriinlerimize adapte olmus L. lactis
suglarinin, endiistriyel iiretimlere uygun starter bakteriler olarak diizenlenmesi olanagi

dogacaktir.
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Cizelge 4.8. L.lactis suslarimn faj duyarliliklar

Faj Kod No

o v I~ © 0 = . X 2 2 = e 2 b @ & b A a 2
KodNo | & 16 1 & |6 |6 | & |&§ |& |& |& |& |& |& |& |& |5 |&5 |& |& | &
MBLLI1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL3 - - - - - - - - - - - - - - + - - -
MBLL6 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLS - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLI1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLI12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLI14 - - - - - - - - - - - - - + - - - - - -
MBLLI16 - - - - - - - - - - - - - + - - - - - -
MBLLI8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL25 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL26 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL27 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL30 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL32 - - - - - - - - - - - - - + + - + - - -
MBLL37 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL40 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLA3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL44 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - -
MBLLAS - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL46 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL52 - - - - - - - - - - - - - - + - - - - -
MBLL56 *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_
MBLLS57 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLS58 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL: L. lactis subsp. lactis - : Direngli, + : Duyarli, *-: Lizogen

MBLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
MBLC: L. lactis subsp. cremoris
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Cizelge 4.8. (devam)

Faj Kod No

S N N U T A A B S I~ T - =T I ST OB B~ T ST
Bkei | € | |5 |E |5 |5 % /% |% % |8 |5 (8|8 & (8|8 | |8 |3
Kod No a a = = = = = = = = = = = = = = = = = =

=l =l Cl =l Cl =l Cl =l Cl =l Cl Cl =l Cl =l Cl =l Cl =l Cl
MBLLI1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL6 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLS - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLI1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLI12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL14 - - - - - - - - - - - - + - - - - - - -
MBLLI16 - - - - - - - - - - - - + - - - - - - -
MBLLIS8 - - - - - - - - - - - - + - - - - - - -
MBLL25 - - - - - - - - - - - - + - - - - - - -
MBLL26 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL27 - - - - - + - - - - - + - - - - - - - -
MBLL30 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL32 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL37 - - - - - - - - - - - - + - - - - - - -
MBLL40 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLILA43 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL44 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLA5 - - - - - + - - + - - + - - - - - - - -
MBLL46 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLS52 - - - - - - - - - - - + - - - -
MBLL56 k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ *k_ k_ *k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_
MBLLS57 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLSS8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

MBLL: L. lactis subsp. lactis : Direngli, + : Duyarli, *-:Lizogen

MBLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
MBLC: L. lactis subsp. cremoris
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Cizelge 4.8. (devam)

Faj Kod No

2l |9 (2 /2 |93 /% /3 |9 /2|5 (% |2 % |% |3 /[9 |8 |5 /|%
Bkei | % | (R |85 |2 |8 |8 |8 |8 |8 |8 |8 (8|8 |8 % (% |8 |8 |% %
Kod No = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

Cl Cl =l S El El S S S S S S El El S El El El S Cl Cl
MBLLI1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL6 - - - - - - - - - - - -
MBLLS - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLI1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLI12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLI14 - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLI16 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLIS8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL25 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL26 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL27 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL30 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL32 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL37 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL40 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLA43 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL44 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLA45 - - - - - - - - - - + - + - - - - - - - +
MBLL46 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL52 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL56 *_ *_ *_ *_ *_ k_ *_ *_ k_ *_ *_ *_ k_ *_ *_ k_ k_ ke k_ k_ k_
MBLL57 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLLS58 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

MBLL: L. lactis subsp. lactis - : Direngli, + : Duyarli, *-: Lizogen

MBLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
MBLC: L. lactis subsp. cremoris
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Cizelge 4.8. (devam)

23

&
~
o)
[N
Z,
o

Bakteri
Kod No

«| ©pll10-5
x| ©pll47-21
+| plI35-6
| ©plI35-8
+| ®plI36-10
x| ©plI36-12
«| ©plI36-14
«| ©plI36-15
«| ©plI36-16
«| ©plI36-17
«| ©plI36-18
«| ©plI36-19

«| ©pll6-2

MBLL60 -

«| ©plc61-50
«| Oplc61-52
«| Oplc61-54
«| ©plc61-55
«| Oplc61-56
«| @plc61-58
«| Oplc61-59

MBLL61

MBLL62 - - - - - - - - - - - R -

MBLL64 - - - - - - - - - - - R -

MBLL65 - - - - - - - - - - - R -

MBLD4 - - - - - - - - - - - R N

MBLD5 - - - - - - - - - - - R N

MBLD7 - - - - - - - - - - - R N

MBLD10 - - - - - - - - - - - R N

MBLD17 - - - - - - - - - - - R N

MBLD19 - - - - - - - - - - - R N

MBLD21 - - - - - - - - - - - R N

MBLD29 - - - - - - - - - - - R N

MBLD35 - - - - - - - - - - - R N

MBLD36 - - - - - - - - - - - R N

MBLD51 - - - - - - - - - - - R N

MBLD54 *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_

MBLD55 - - - - - - - - - - - - N

MBLD59 % oy on oy oy T oy o R oy oy g

MBLD63 - - - - - - - - - - - R N

MBLC15 - - - - - - - - - - - R _

*MBL34 - - - - - - - - - - - R N

MBLC38 - - - - - - - - - - - - -

MBLCA47 - - - - - - - - - - - R _

MBLC50 - - - - - - - - - - - - -

MBLL: L. lactis subsp. lactis - : Direngli, + : Duyarli, *-: Lizogen
MBLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis

MBLC: L. lactis subsp. cremoris

*MBL: Alt tiir diizeyinde tanist heniiz yapilmadi
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Cizelge 4.8. (devam)

23

&
~
o)
[N
Z,
o

Bakteri
Kod No

«| Opld64-33
«| pld64-34
«| ©pld64-35
+| Dpld66-36

MBLL60

«| ©pld67-37

«| ©pld67-38

*| dpld67-39

«| dpld67-40

«| Opld67-42
«| Opld67-43

«| ©pld67-44

«| Opld67-45

«| ©pl98-22

«| ©plI98-23

«| ©pl198-24

«| ©pll98-25

«| Opll98-26

«| ©pl198-27

«| ©pl198-28

«| ©pl198-29

MBLL61

MBLL62

MBLL64 - - -

MBLL65 - - - -

MBLD4 - - - -

MBLDS5 - - - -

MBLD7 - - - -

MBLDI10 - - - -

MBLD17 - - - -

MBLDI19 - - - -

MBLD21 - - - -

MBLD29 - - - -

MBLD35 - - - -

MBLD36 - - - -

MBLD51

MBLD54 *o * *_ *_ *_

MBLDS55

MBLD59 *o * *_ *_ *_

MBLD63 - - - -

MBLC15 - - - R

*MBL34 - - - -

MBLC38 - - - -

MBLC47 - - - -

MBLCS50 - - - -

MBLL: L. lactis subsp. lactis

MBLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
MBLC: L. lactis subsp. cremoris

*MBL: Alt tiir diizeyinde tanist heniiz yapilmadi

- : Direngli,
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Cizelge 4.8. (devam)

Faj Kod No

=iz 22 (% 2|3 (9|3 2|2 |35|% % 2|8 1|5 |9|3%|%
Bakei | X R | (8 |8 |2 |2 |8 |8 (8|8 |8 |8 |8 |8 £ |E %2 |8 %
Kod No = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

Cl =l =l El Cl S S S S Cl S S S Cl Cl Cl Cl S S S S
MBLL6O k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ *_ k_ k_ k_ k_
MBLL61 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL62 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL64 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLL65 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLD4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLDS - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLD7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLDI10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLDI17 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLDI19 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLD21 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLD29 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLD35 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLD36 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLD51 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLD54 *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_ *_
MBLDS55 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLD59 k_ k_ k_ k_ *_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ k_ *_ k_ k_ k_ k_ k_
MBLD63 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLCI15 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
*MBL34 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLC38 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLC47 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MBLC50 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

MBLL: L. lactis subsp. lactis - : Direngli, + : Duyarli, *-: Lizogen

MBLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
MBLC: L. lactis subsp. cremoris
*MBL: Alt tiir diizeyinde tanisi heniiz yapimadi
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4.5. L. lactis Suslarmin Diasetil Uretim Ozellikleri

Calismada kullanilan laktokok suslarinin diasetil tiretim diizeyleri, King (1948) tarafindan
onerilen yonteme gore belirlendi. % 11’lik steril skim milk besiyerine, % 1 oraninda
inokiile edilen aktif kiiltiirler, 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakild1 ve inkiibasyon siiresi
sonunda diasetil iiretim diizeyleri saptandi. Tiip icerisindeki siv1 yiizeyinde goriilen kirmizi
halkanin renk yogunluguna gore yapilan degerlendirmede; kirmizi halka olusturmayanlar
diasetil iiretme yeteneginden yoksun, koyu renkli kirmizi halka olusturanlar yiiksek
diizeyde ve daha acgik renkli kirmizi halka olusturanlar ise orta ve diisiik diizeyde diasetil
tiretme yetenegine sahip suslar olarak degerlendirildi. Buna gore Lactococcus lactis susp.
lactis. biovar. diacetylactis MBLDS, MBLD7, MBLD17, MBLD21 ve MBLD54 yiiksek,
MBLDI10, MBL34 (kesin tanisi yapilmamis olan sus), MBLD51 ve MBLDSS orta ve
MBLD4, MBLD19, MBLD29, MBLD35, MBLD36, MBLD59 ve MBLD63 ise diisiik

diizeyde diasetil iireten suslar olarak tanimlandi (Cizelge 4.9.).

Laktik asit bakterileri icerisinde; Lactococcus lactis susp. lactis. biovar. diacetylactis ve
Leuconostoc tiirleri diasetil olusturma yetenegi icermektedir. Diasetil; tereyagi, yagh siit,
act krema ve quark gibi cesitli fermente siit iiriinlerinde son aroma ve tat olusumuna
katkida bulunan en onemli bilesiklerden biridir. Diasetilin antimikrobiyel aktiviteye sahip
oldugu da belirlenmistir. Ancak diasetilin gida koruyucusu olarak kullanimi, sahip oldugu
kuvvetli aroma ve koruma saglamasi i¢in fazla miktarlara gereksinim duyulmasi gibi
nedenlerle, miimkiin degildir. Fermente siit iiriinlerinde diasetilin olugma orani; gelisme
ortami, sicaklik, pH ve oksijenin bulunup bulunmadigina bagli olmakla beraber, esasen
tiretimde kullanilan susun oOzelliklerinden etkilenmektedir. Bu c¢alismada tanimlanan
diasetil iiretim diizeyleri, endiistriyel kullanim i¢in uygunluk tasimaktadir (Bandell ez al.
1998, Curic et al. 1999, Hugenholtz et al. 2000, Mauriello et al. 2001, Madera et al.
2003).

Arastirmada kullanilan ve atipik 6zelliklerinden dolay1 kesin tanis1 yapilamayan MBL34
susunun, orta diizeyde diasetil iiretim 6zelligi, bu izolatin L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis olma olasiligin giiclendirmektedir. Ancak daha 6nce de ifade edildigi gibi,

kesin taninin yapilabilmesi i¢in ileri genetik analizlere gereksinim vardir.
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Cizelge 4.9. L. lactis suslarin diasetil iiretim ozellikleri

Bakteri Kod No Diasetil Uretimi
MBLD4 +
MBLDS5 +++
MBLD7 +++
MBLDI10 ++
MBLD17 +++
MBLD19 +
MBLD21 +++
MBLD29 +
*MBL34 ++
MBLD35 +
MBLD36 +
MBLD51 ++
MBLD54 v
MBLDS55 ++
MBLD59 +
MBLD63 +

MBLD: Lactococcus lactis susp. lactis. biovar. diacetylactis
*MBL: Alt tiir diizeyinde tanisi heniiz yapilmadi
- : diasetil iiretimi yok, + : diisiik diizeyde iiretim, ++ : orta diizeyde iiretim, +++ : yiiksek diizeyde iiretim
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4.6. L.lactis Suslarmin Proteolitik Aktivite Diizeyleri

Arastirmada kullanilan 50 adet laktokok susunun proteolitik aktivite diizeyleri, Citti et al.
(1963) tarafindan Onerilen yontem esas alinarak belirlendi. Test edilen bakterilerden 22
adeti (Lactococcus lactis susp. lactis MBLLI1, MBLL3, MBLL12, MBLL16, MBLL27,
MBLL30, MBLL32, MBLL37, MBLL40, MBLL45, MBLLS52, MBLLS56, Lactococcus
lactis susp. lactis. biovar. diacetylactis MBLD7, MBLD29, MBLD35, MBLD36,
MBLD51, MBLD54, Lactococcus lactis susp. cremoris MBLC15, MBLC47, MBLCS0 ve
Lactococcus lactis MBL34) 10 pg Tyr / mL diizeyinin altinda tirozin degerine sahip (¢ok
diisiik diizeyde proteolitik aktivite yetenegi iceren suslar), 17 adedi (Lactococcus lactis
susp. lactis MBLL6, MBLL11, MBLLI14, MBLL18, MBLL25, MBLL26, MBLLA3,
MBLL46, MBLL57, MBLL58, MBLL62, MBLL65, Lactococcus lactis susp. lactis.
biovar. diacetylactis MBLD4, MBLD10, MBLD19, MBLD55 ve MBLD59) 10.00-23.55
pg Tyr / mL diizeyi arasinda tirozin degerine sahip (orta diizeyde proteolitik aktivite
yetenegi iceren suslar) ve 11 adedi de (Lactococcus lactis susp. lactis MBLLS, MBLLO,
MBLL44, MBLL60, MBLL61, MBLL64, Lactococcus lactis susp. lactis. biovar.
diacetylactis MBLDS5, MBLD17, MBLD21, MBLD63 ve Lactococcus lactis susp.
cremoris MBLC38) 26.60-43.70 pg Tyr / mL diizeyleri arasinda tirozin degerine sahip
(ytiksek diizeyde proteolitik aktivite yetenegi i¢eren suslar) olarak saptandi (Cizelge 4.10.).

Proteolitik aktivite, bakterilerin gelisme ortamlarinda var olan proteinlerin ve peptitlerin
kullaniminda anahtar rol oynamaktadir. Laktik asit bakterilerinin tiimii, siitte bulunan ana
protein olan kazeini parcalayarak, gelismeleri i¢in zorunlu amino asitleri
saglayabilmektedir. Bu bakterilerde kazein metabolizmasi; hiicre duvarinda lokalize olan
proteinazlar, oligopeptit transfer sistemi ve hiicre ici peptidazlardan meydana gelen
karmagik bir enzim sisteminin kontrolii altindadir. Ozellikle hiicre duvari proteinaz
sisteminin mutasyonel bozulmasi ile, s6z konusu bakterilerin siitte gelisiminin yavasladigi
saptanmistir. Proteolitik aktivite siitte gelisim yaninda, starter kiiltiir aktivitelerini de
onemli Olgiide etkilemektedir. Degisik arastiricilar, laktik asit bakterilerinin siit
ortamlarinda gelisirken olusturdugu proteoliz {iiriinlerinin; fermente siit iriinlerinin tipik
yapi, aroma ve tat bilesiklerinin olusumuna da katkida bulundugunu belirlemislerdir
(Flambard et al. 1998, Bruinenberg et al. 2000, Guédon et al. 2001). Gerek laktik asit

bakterilerinin siitte gelisme hiz1 ve gerekse starter kiiltiirlerin, fermente iiriine 6zgii tat ve
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yapt bilesiklerini olusturmasi acisindan tespit edilen optimal proteolitik aktivite degeri, 25
pg Tyr / mL ve lizeri olarak tespit edilmistir. Ancak 6zellikle 50 pg Tyr / mL iizerinde
proteolitik aktivite iceren suslar, olusturduklar1 yiiksek miktardaki protein kalintilar1 ve
amino asitler nedeni ile iirlinde act bir tadin gelisimine yol actifindan, fermente siit
endiistrisinde tercih edilmemektedir (Karakus 1994, Cogan et al. 1997, Atiles et al. 2000,
Madera et al. 2003).

Yukarida 6zetlenen literatiir verileri dikkate alindiginda, aragtirmamizda tanimlanan 11
adet susun (MBLLS, MBLLY9, MBLL44, MBLL60, MBLL61, MBLL64, MBLDS,
MBLDI17, MBLD21, MBLD63 ve MBLC38) proteolitik aktiviteleri bakimindan optimal

starter kiiltiir karakteristigi tasidig1 ortaya ¢ikmaktadir.
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Cizelge 4.10. L. lactis suslarimin proteolitik aktivite diizeyleri

Proteolitik Aktivite
Bakteri Kod No pg Tirozin (Tyr) / mL
MBLLI1 <10
MBLL3 <10
MBLL6 11.95
MBLLS 28.80
MBLLY9 43.35
MBLLI11 20.55
MBLLI12 <10
MBLL14 23.25
MBLLI16 <10
MBLLI18 10.00
MBLL25 14.10
MBLL26 20.20
MBLL27 <10
MBLL30 <10
MBLL32 <10
MBLL37 <10
MBLLA40 <10
MBLLA43 14.50
MBLLA44 39.00
MBLLA45 <10
MBLLA46 20.75
MBLL52 <10
MBLL56 <10
MBLL57 21.80
MBLL58 19.55

MBLL: L. lactis subsp. lactis

74



Cizelge 4.10. (devam)

Proteolitik Aktivite
Bakteri Kod No pg Tirozin (Tyr) / mL
MBLL60 33.00
MBLL61 28.30
MBLL62 12.80
MBLL64 26.60
MBLL65 21.15
MBLD4 17.70
MBLDS5 43.70
MBLD7 <10
MBLD10 16.15
MBLD17 35.55
MBLD19 10.35
MBLD21 33.35
MBLD29 <10
MBLD35 <10
MBLD36 <10
MBLDS51 <10
MBLD54 <10
MBLDS55 23.55
MBLD59 21.60
MBLD63 26.65
MBLCI5 <10
*MBL34 <10
MBLC38 28.50
MBLC47 <10
MBLC50 <10
L. lactis subsp. cremoris LMG 2132%%* 16.65

MBLL: L. lactis subsp. lactis

MBLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
MBLC: L. lactis subsp. cremoris

*MBL: Alt tiir diizeyinde tanist heniiz yapilmadi
**: Sahit bakteri

75



4.7. L. lactis Suslarinin Plazmid Icerikleri

Tamimlanan L. lactis suslarinda, alkali denatiirasyon yontemi kullanilarak yiiriitiilen
plazmid analizleri sonucunda; molekiiler biiyiikliikleri 1.9-29.2 kb (kilobaz) ve sayilar 1-
10 adet arasinda degisen plazmid icerikleri tamimlandi. Toplam 50 adet laktokok susu
icerisinde L. lactis subsp. lactis MBLL1 ve MBLLAO, L. lactis subsp. lactis. biovar.
diacetylactis MBLD54 ve L. lactis subsp. cremoris MBLC38, MBLC47 ve MBLC50
suslarinda, tek plazmid igerigi belirlendi. Bu suslardan L. lactis subsp. lactis MBLLA40 ile
L. lactis subsp. cremoris MBLC38 (22.7 kb) ve L. lactis subsp. cremoris MBLC47 ve
MBLC50 (17.0 kb) aym biiyiikliikte plazmid icerigine sahip bulundu (Sekil 4.2.).

Plazmidler kendi replikasyonlarini yonetme yeteneginde, kromozom disi, kiiciik cevrimsel
DNA molekiilleri olarak tanimlanmaktadir. Laktokoklarda, molekiiler biiyiikliikleri 3-130
kb ve sayilar1 1-11 adet arasinda farklilik gosteren plazmid igerikleri saptanmistir (Mannu
et al. 2000, Sanchez et al. 2000, Tiikel and Akgelik 2000, Sdnchez and Mayo 2003). Bu
arastirmada elde edilen veriler, yukarida Ozetlenen literatiir bulgular1 ile uyum
gostermektedir. Laktokoklarda plazmid biyolojisi; bu bakterilerin genetik ve biyokimyasal
dogasinin tanimlanmasi, genetik miihendisligi tekniklerinin uygulanmasi ve evrimlerinin
arastirilmasi agisindan biiyilk 6nem tagimaktadir. L. lactis suslarinda; laktoz ve sitrat
fermentasyonu, proteolitik aktivite, ekzopolisakkarit ve bakteriyosin iiretimi, fajlara,
antibiyotiklere ve agir metal iyonlarina direnglilik gibi endiistriyel ac¢idan kritik 6nem
tastyan Ozellikler plazmidler tarafindan kodlanmaktadir. Bu nedenle plazmidler,
endiistriyel starter kiiltiir susu gelistirme c¢alismalarinin ana biyomateryalini teskil
etmektedir. Diger yandan, tiir i¢i ve tiirler arasi aktarimlarim1 yonetme yetenegindeki
metabolik plazmidlerin L. lactis suslarinda yaygin olusu, bu bakterilere ¢cevresel uyumu
kolaylastiracak bir genetik elastisite kazandirmaktadir. Ozellikle konjugatif plazmidlerin
uyusma gruplarimin tespiti, laktokoklarm evrimsel iligkilerinin tanimlanmasinda Snemli
ipuclar1 saglamaktadir (Efstathiou and McKay 1976, McKay 1983, Orberg and Sandine
1984, Okamoto et al. 1989, Coakley et al. 1997, van Kranenburg and de Vos 1998,
Pillidge et al. 2000, Pillidge et al. 2003). L. lactis suslarinda ayrica, tiir i¢i suslarin
ayriminda plazmid profillerinden yararlanilmaktadir. Zira fizyolojik, biyokimyasal ve
kiiltiirel tam testleri tiir i¢i suslarin tanimlanmasinda cogu zaman yeterli olmamaktadir

(Emond et al. 2001, Klaenhammer et al. 2002, Liu et al. 2002, Liu et al. 2005, Mills et al.
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2006). Bu arastirmada plazmid profillerinin tanimlanmasi, 6zellikle suslarin farkliligina
isaret etmesi agisindan deger tasimaktadir. Tiir igcerisinde ayn1 plazmid icerigine sahip olan
L. lactis subsp. cremoris MBLC47 ve MBLCS50 suslarinin (Sekil 4.2.), 40 Cde gelisme
ozellikleri bakimindan uygunluk gostermemesi (MBLCS50 40 C’de gelisebilmekte,
MBLC47 ise gelisememektedir) (Cizelge 4.2.), bu bakterilerin farkli suslar olduguna isaret
etmektedir. Diger tiim tiir i¢i suslarda plazmid igerikleri, say1 ve biiyiikliikk bakimindan
degisim gostermistir. Bu bulgular kiiltiir koleksiyonunun hazirlanmasi yaninda, s6z konusu

bakterilerde plazmid kodlu 6zelliklerin tanimlanmasina da esas teskil edecektir.
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MBLLI
MBLL3
MBLD4
MBLDS5
MBLL6

ccc plazmid DNA Marker

MBLL7
MBLLS
MBLL9

MBLLI0
MBLLII

Sekil 4.2. L. lactis suslarimin plazmid icerikleri

1
2
3
4
5
M
6
7

(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

24.2,21.8, 18.1, 10.8, 8.8, 7.8, 5.5, 5.0, 4.6
23.9,20.7, 17.1, 14.1, 11.4, 8.6, 7.4

24.8, 16.5, 14.8, 8.0, 7.2, 3.8, 2.5

26.7,21.2, 19.1, 14.8, 12.6, 11.0, 8.4, 6.0, 5.3, 4.8
16.2, 14.2, 12.1, 10.1, 8.0, 7.0, 6.0, 5.0, 4.0, 3.0, 2.1
20.2, 18.7, 13.8, 10.5, 8.1, 5.9

29.2,26.4, 21.2,14.7, 13.5, 7.6, 6.9, 3.6, 2.3
22.3,20.0, 17.2, 12.5, 9.4, 5.5, 5.0

21.7,19.2, 137,74, 6.4, 3.5, 2.3

19.5, 16.5, 12.4, 9.1, 5.4



Sekil 4.2. (devam)
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MBLD17
MBLD21
MBLL25
MBLL26
ccc plazmid DNA Marker
MBLD29
MBLL30
MBLL32
MBL34
MBLD35
MBLD36
MBLL37
MBLC38
MBLL40

(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

275,235,224, 184, 174, 12.3,10.7, 9.1, 4.1, 2.7

10

11

27.5,23.3,22.0, 17.9, 12.0, 10.0, 4.0, 2.6

22.3,20.7, 17.0, 14.3

21.7,19.9, 17.0, 15.0, 14.2, 12.6, 8.4, 6.7, 5.6

16.2, 14.2, 12.1, 10.1, 8.0, 7.0, 6.0, 5.0, 4.0, 3.0, 2.1
22.0,4.4, 2.7

23.1,21.6
23.3,21.4, 184, 14.0, 12.2, 6.8, 5.8
22.5,19.2, 14.8, 8.8, 6.7, 4.8, 3.3, 2.9, 2.3
23.5,21.9 188,124, 11.1,6.7, 5.9

27.4,22.0, 18.1, 16.7, 10.0, 2.4

12

23.8,20.1, 18.1, 14.0, 11.5, 8.8, 7.6, 6.1, 4.5, 3.9

22.7
22.7
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Sekil 4.2. (devam)

O Co NN AW~

MBLLA43
MBLL44
MBLD45
MBLD46
MBLC47
MBLC50
MBLDS51
MBLL52
MBLD54
MBLDS5S5
ccc plazmid DNA Marker
MBLL56
MBLL57
MBLL58
MBLDS59
MBLL60
MBLL61
MBLL62

7

(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

8

9 10 M 11 12 13 14 15 16 17

19.6,18.2, 16.8, 12.3,9.7, 8.2, 6.4, 5.8, 4.7, 4.3
20.8, 19.8, 16.8, 14.5, 3.5, 2.8

19.4, 17.0, 14.7, 2.4, 2.0

204, 19.0, 17.2

17.0

17.0

18.7,10.1, 8.7, 4.2, 2.5

19.8,17.2, 154, 9.1, 7.0, 6.3

16.7

20.5,19.8, 17.3,9.5, 7.5, 4.0, 2.5

16.2,14.2, 12.1, 10.1, 8.0, 7.0, 6.0, 5.0, 4.0, 3.0, 2.1
19.5,16.3, 14.4, 11.0, 7.4, 6.4

214,17.3

20.5,17.8, 14.3,12.3, 7.4, 6.8, 6.1, 5.4, 2.9
21.8,19.0, 17.0

21.9, 194, 17.2,10.6, 7.2, 3.3, 2.0

19.1, 16.5, 9.6, 7.2, 3.3, 2.0

189, 16.5, 11.3, 10.0, 6.3, 6.0
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Sekil 4.2. (devam)
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MBLD19
ccc plazmid DNA Marker
MBLL12
MBLL14
MBLCI5
MBLL16
MBLLI18
MBLL27
MBLD63
MBLL65
MBLL64

(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

18.9,17.0, 13.9, 12.8, 10.2, 6.6, 5.7, 4.8, 4.4
16.2,14.2,12.1, 10.1, 8.0, 7.0, 6.0, 5.0, 4.0, 3.0, 2.1
17.8, 16.1, 14.7, 13.1, 12.0, 11.1, 8.0, 6.3, 4.9
19.2,18.1, 16.1

16.3

19.8, 18.0, 16.2

18.5,16.3,9.8,7.2,3.6,3.2

17.3,16.4, 14.8,13.5, 12.5,9.7,7.5, 6.3
21.3,19.4,17.6,14.8,4.3,3.2,2.5, 1.9
15.3,10.1,7.8

18.5,16.2, 14.4, 13.5, 12.4,8.0,6.3,5.7,4.8
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4.8. L. lactis subsp. lactis MBLL9 Susunda Endiistriyel Ozelliklerin Stabilitesi

Arastirmada kullanilan Tiirkiye kokenli L. lactis suslart igerisinde; proteolitik aktivite, faj
direnclilik, laktoz fermentasyonu ve laktisin 481 iiretimi 6zelliklerine sahip L. lactis subsp.
lactis MBLLY susu, 6zellikle yiiksek proteolitik aktivite ve laktik asit iiretme yeteneginden
dolayi, bu ozelliklere sahip diger iki sustan (L. lactis subsp. lactis MBLL1 ve MBLLS57)
daha giiclii starter Kkiiltiir potansiyeline sahip olarak degerlendirildi. Starter kiiltiir
suslarinda endiistriyel oneme sahip Ozelliklerin yiiksek diizeyde ifadesi yaninda bu
ozelliklerin stabilitesi de, driiniin kalitesi ve ekonomisini dogrudan etkilemektedir
(Hugenholtz et al. 2000). Bu nedenle soz konusu susta, endiistriyel 6neme sahip
ozelliklerin stabilitesi aragtirildi. Siit ortamlarinda ~70 generasyon (10 pasaj) gelistirilen L.
lactis subsp. lactis MBLL9 susunun bu siire sonunda segilen 20 adet kolonisinde; faj
direnclilik, proteolitik aktivite, laktik asit ve bakteriyosin iiretimi Ozellikleri tekrar
incelenerek, bu ozelliklerin fermentasyon siireclerine uygunlugu % stabilite cinsinden
tanimlandi. Stabilite tayininde siirenin ~70 generasyon olarak alinmasi, fermente siit
endiistrisinde  genellikle ana starter kiiltiir aktivitesinin bu zaman igerisinde

gerceklesmesinden kaynaklanmaktadir (Martinez-Cuesta et al. 2002).

L. lactis subsp. lactis MBLLY susu ile yiiriitiilen stabilite testleri sonucunda; laktoz
fermentasyonu ve faj direnclilik 6zelliklerinin stabilite oram1 % 100, proteolitik aktivite
ozelliginin %95 ve laktisin 481 tiiretiminin ise % 75 olarak belirlendi (Cizelge 4.11.).
Laktokoklarda, fermente siit endiistrisi agisindan Onem tasiyan bircok o©zelligin gen
kodunun genellikle plazmidler iizerinde bulunmasi, bu bakterilerde s6z konusu 6zelliklerin
stabilite sorununu dogurmaktadir. Endiistriyel iiretim siireclerinde bakteriyel stres
kosullarinin gelisiminin tam anlami ile kontrol edilememesi, plazmid stabilitelesini biiyiik
Olctide etkilemekte ve starter kiiltiir performansi diismektedir (Allison and Klaenhammer
1998, Helinck er al. 2003, Martin et al. 2004). Endiistriyel fermentasyon siireclerine
uygunluk esas alindiginda, test edilen 6zelligin ~70 generasyon sonundaki stabilitesi icin
en diisiik oran % 50 olarak tanimlanmaktadir (Picon et al. 2005). Bu veriler, L. lactis
subsp. lactis MBLLO susunda test edilen tiim 6zelliklerin, endiistriyel kullanim i¢in uygun
stabiliteye sahip olduguna isaret etmektedir. Ancak stabilite bulgulari, sz konusu sus ile

yiiriitiilecek pilot iiretim denemeleri ile desteklenmelidir.
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Cizelge 4.11. L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunda endiistriyel dzelliklerin stabilitesi

Endiistriyel Ozellikler

% Stabilite

Laktoz Fermentasyonu

Faj Direnglilik

Proteolitik Aktivite

Bakteriyosin Uretimi

100

100

95

75
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5. SONUCLAR

1. Arastirmada tamimlanan L. lactis subsp. lactis MBLL9 susu; bakteriyosin sentezi
(laktisin 481), yiiksek diizeyde laktik asit liretimi, proteolitik aktivite ve etkin faj direnglilik

ozelliklerine sahip olmasindan dolay1, ideal bir starter kiiltiir susu potansiyeli tagtmaktadir.

2. Diger bakteriyosin iireticisi suglar (L. lactis subsp. lactis MBLL1 ve MBLL57) cok
giiclii antibakteriyel aktivite icermelerinden dolayi, gida koruma ajam ya da yardimci
starter kiiltiir suslar1 olarak kullanilabilir. Ozellikle laktisin iireticisi L. lactis subsp. lactis
MBLLI1 susu peynir yapiminda duyarl starter kiiltiir suslart ile birlikte kullanilarak,
proteolizin regiilasyonu ve dolayis1 ile peynir olgunlasma siiresinin kontrolii
gerceklestirilebilir. Nisin iireticisi sus L. lactis subsp. lactis MBLLS57 ise, karigik starter

kiiltiirlerde ya da dogrudan nisin iiretimi ¢alismalarinda kullanilabilir.

3. Tirkiye kokenli tim laktokok suslarinda c¢ok giiclii faj direnclilik fenotiplerinin
saptanmasi, tiim diinyada siit endiistrisinin en onemli sorunlarindan biri olma 6zelligini
sirdiren faj kontaminasyonlarinin ¢oOziimiine ve faj-konak¢i interaksiyonlarinin

tanimlanmasina yonelik calismalara yeni boyutlar kazandiracaktir.

4. Calismadan elde edilen ve starter kiiltiir potansiyelleri, endiistriyel ozellikleri esas
alarak tanimlanan suslarin, plazmid profilleri ¢ikarilmak suretiyle kiiltiir koleksiyonlari
olusturulmustur. Bu sayede Kkiiltiir koleksiyonunda aymi suslarin farkli kodlarla tekrar
engellenmistir. Bu suslar, starter kiiltiir gelistirme calismalarinda ve bilimsel arastirmalarda

giivenle kullanilabilir.

5. Bu aragtirmada tanimlanan L. lactis suslarinin starter kiiltiir susu olarak kullanimlar i¢in
nihai karar, soz konusu bakterilerin pilot iiretim tesislerinde denenmesi suretiyle
verilmelidir. Zira endiistriyel iiretim siireclerinde 6zellikle fermentasyon i¢in 6nem tasiyan
metabolik karakterlerin stabilitesi, kiiciik Olgek iiretim g¢aligmalar1 ile biiyiik oranda

farklilik gostermektedir.
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