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ONSOZ

Modern gida iiretim tekniklerinde giivenilir, saglikli ve raf dmrii uzun gidalar
iretmek esas hedeftir. Son zamanlarda gidalarda kullanilan kimyasal koruyucularin
bilinen ve/veya olas1 yan etkilerinden dolay1 tiiketiciler ciddi bir endise igerisindedir.
Bu nedenle insanlar artik daha dogal iirlinlere yonelmislerdir. Dogal {iriinlere olan
talep arttikga, gidanin liretim asamalarini kolaylastiracak, gidanin raf Omriinii
uzatacak dogal ve etkili koruyucu maddelerin gida iiretiminde kullanilabilirligie
yonelik caligmalarin da sayist hizla artmaktadir. Bu dogal koruyucularin basinda
gelen ve laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler son zamanlarm en
cok arastirilan ve ilgi duyulan biyokoruyuculardir.

Ozellikle biyokoruyucu olarak adlandirilan bakteriyosinlerin bu ihtiyac1 tam
olarak karsilaylp karsilayamayacagi iizerine arastirmalar yapilmaktadir. Fakat
caligmalarin neredeyse tamaminda bakteriyosinler ve bakteriyosin lireten suslar
hakkinda daha detayl1 ve giivenilir bilgiye ihtiya¢ duyuldugundan bahsedilmektedir.

Laktik asit bakterilerinin {rettigi bakteriyosinlerin tanimlanmas: ve
bakteriyosinojenik laktik asit bakterilerinin identifikasyonu konusunda iilkemizde az
sayida caligma mevcuttur. Fermente gidalardaki laktik asit bakteri florasinin gidanin
¢esidine, iiretim metoduna ve cevresel faktorlere bagli olarak biiyiikk bir degisim
gosterdigi  bilinmektedir. Bu nedenle o6zellikle yoremizdeki cesitli gidalarda
bakteriyosinojenik laktik asit bakterileri hakkinda da arastirmalara ihtiya¢ vardir. Bu
caligsmada, 6zellikle mikroflorasini laktik asit bakterilerinin olusturdugu geleneksel
yontemlerle iiretilmis bazi fermente gidalar (kasar peyniri, tulum peyniri, beyaz
peynir, krema, tereyagi, yogurt ve sucuk) ile ¢ig siit ve laboratuvar ortaminda farkl
kefir taneleri ve kefir kiiltiirii kullanilarak iiretilen kefirden bakteriyosinojenik laktik
asit bakterilerini identifiye etmek ve seg¢ilen gida patojenlerine karsi en etkili olan
bakteriyosini kismi olarak saflastirmak hedeflendi. Elde edilecek olan giiclii
bakteriyosinojenik suslar ve bu suglarm  bakteriyosin {iretme potansiyeli
tanimlanarak, gida muhafazasinda kullanilabilme olanaklar1 yorumlanarak bu konuda

yapilacak diger caligmalara bilgi saglanmasi amaglandi.
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1. GIRIS

Giliniimiizde hizli niifus artisi, sinirsiz seyahat edebilme olanagi, ayakiistii
yemek yeme (fast-food) gibi bir¢cok etkenden dolay1 insanlarin kolay hazirlanabilen,
farkli damak tadinda degisik yiyecekleri talep etmelerine karsin son yillarda artik bu
tir yiyeceklerin igerdigi katki maddelerinden dolayi daha dogal ve daha saglikli
yiyeceklere dogru biiyiik bir talep olusmustur. Hazir gidalarin raf dmriinii uzatmak,
fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerinin daha iyi hale getirilmesi amaciyla
gidalara ¢ok sayida kimyasal koruyucu katilabilmektedir. Buna karsin hem saglikli
hem de dogru beslenmenin temelini olusturan dogal fermente gidalarm tiiketimi giin
gectikge daha da artmaktadir. Fermente gidalara olan ilgi sonucunda gida iiretiminde
yeni {lriinlerin gelistirilmesine yOnelik caligmalar artmustir. Bilinen fermente
gidalarin yaninda ozellikle kefir gibi probiyotik gida olarak nitelendirilen {riinler
tilketiciler icin ¢ok saglikli ve giin gegtikce tiikketimi daha da artan gidalar haline
gelmigtir (25, 64, 126).

Fermente gidalarmn {iretiminde vazgegilmez unsur olan starter kiiltiirlerin
biiyiik bir ¢ogunlugunu laktik asit bakterileri olusturmaktadir. Laktik asit bakterileri
sadece fermantasyonla gidanin tekstiiriinii, tadin1 ve aromasini olusturmakla kalmaz,
ayni zamanda son yillarda lizerinde ¢ok fazla sayida arastirma yapilan dogal
antimikrobiyel maddeleri de sentezlerler (75).

Giiniimiizde gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlar hem insan
sagligma hem de eckonomiye olan olumsuz etkileri ile biiylik bir sorun
olusturmaktadir. Gida teknolojisinin ilerlemesine karsin gida kaynakli hastaliklarin
da sayis1 hizla artmaktadir. Elbette bunda pek ¢ok faktor etkilidir. Ozellikle gida
kaynakli patojenler olan Listeria monocytogenes, Salmonella, Campylobacter jejuni,
Escherichia coli O157:H7 lizerine sayisiz arastirma mevcuttur. Patojenlerin ve
clirtikciillerin gida teknolojisinde ve halk sagliginda olusturduklar: tehlikenin boyutu
arttikca gida sanayinde farkli modern teknikler ve koruyucu maddeler 6nem
kazanmustir (29, 76).

Gida sanayinde kullanilan antimikrobiyel amacgli katki maddelerinin
seciminde en Onemli kriter patojenlere karsi olan antimikrobiyel etki spektrumu

olmustur. Fakat goz ardi edilemeyecek kadar onemli olan bir diger kriter ise bu



katkilarin insan sagligina olabilecek olumsuz etkileridir. Gidanin raf dmriinii uzatip
giivenilirligi arttirtlirken, diger taraftan kullanilan kimyasal koruyucularin ¢esidinin
ve miktarinin giin gectikge artmasi ve yapilan arastirmalarda bu kimyasallarin insan
saglhigma kisa veya uzun vadeli olumsuz etkileri hem gida teknolojisi uzmanlarinda
hem de tiiketiciler {izerinde biiylik endise yaratmaktadwr. Giin gegtikge artan
endiselerin sonucu olarak gidalarin raf Omriinii uzatacak, gida iretim islemini
kolaylastiracak, dogal ve etkili gida katki maddeleri biiylik bir ihtiya¢ olarak ortaya
cikmistir. Bu nedenle son yillarda dogal bir katki maddesi olarak nitelendirilen,
laktik asit bakterilerinin {rettikleri antimikrobiyel maddeler biiyiik ilgi
uyandirmaktadir. Ozellikle biyokoruyucu olarak adlandirilan bakteriyosinlerin bu
ihtiyac1 tam olarak karsilayip karsilayamayacagi iizerine arastirmalar yapilmaktadir
(25, 43).

Bakteriyosinler laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen antimikrobiyel
maddelerdir. Bakteriyosinlerin de i¢inde yer aldigi dogal antimikrobiyellerin
gidalarda kullanimina iligkin ¢ok sayida ¢alismaya ulagsmak miimkiindiir. Laktik asit
bakterileri ve gidalarda kullanilan diger bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinler,
yasal olarak GRAS (Genel Olarak Giivenilir Kabul Edilen) kapsaminda
degerlendirilmektedir. FAO-WHO’ya baglh Gida Katkilar1 Uzmanlar Komitesi
tarafindan 1969 yilinda nisinin gidalarda bir antimikrobiyel olarak kullanilabilirligi
onaylanmigstir. Nisin E234 no’lu gida katki maddesi koduyla 50°den fazla iilkede
kullanilmaktadir (41). Her ne kadar nisin disindaki saflastirilmig bakteriyosinlerin
gidalara eklenmesine lisansli olarak izin verilmemis olsa da giinlimiizde gida
katkilarinda bakteriyosin reziidilerinin bulundugu bir gergektir. Microgard ve Alta
2341 isimleri ile gidaya katilimlar1 lisansh hale getirilen ticari bilesikler, gidalara
antibakteriyel oOzellik katmak {izere eklenen fermentlerdir. Nisin disinda
bakteriyosinler iizerine yapilan ¢aligmalar smirli sayidadir. Gidalara katilimlar1 nisin
harig lisanslandirilmadigi i¢in bu durumu anlamak zor degildir (149).

Nisin ticari olarak kullanilan tek bakteriyosin olmasina ragmen diger
bakteriyosinlerin de gidalarda potansiyel koruyucu olarak kullanilabilirliklerinin
degerlendirilmesi, yeni  bakteriyosinlerin =~ tanimlanmasinin  yanmda  bu
bakteriyosinlerin gida sanayinde kullanilabilirliklerinin denenmesi ve bu konudaki

ekonomik ve biyolojik endiselerin giderilmesi gerekmektedir (25, 29).



1.1. LAKTIK ASIiT BAKTERILERI VE GIDALARDA KULLANIMI

Beslenmede fermente gidalarin saglik iizerindeki faydalarmin bilincine
varilmasiyla gida sanayinde ve tiiketicilerin isteklerinde fermente gidalara yonelik
biiyiik bir talep olmustur. Fermente gidalar, sadece farkli lezzette besin maddesi elde
etmek icin degil; ayn1 zamanda insan saghgmi diizenleyici etkileri nedeniyle de
ozellikle prebiyotik gidalar olduke¢a dikkat cekmektedir. Yeni iiriinlerin elde edilmesi
amaciyla fermantasyondan yararlanilmaktadir. Fermantasyon, gidalarin lezzetini ve
aromasini arttirmak ve muhafaza siiresini uzatmak icin kullanilan en eski
metotlardan biridir (23).

Fermantasyonda ¢ig materyal, mikroorganizmalar tarafindan kaliteli gidalara
doniistiiriilir. Dogal fermantasyonda sartlar belirlidir. Istenen mikroorganizmalar
iireyerek, liriin ve iiriine kalite 6zelliklerini veren metabolik yan iirlinler olustururlar.
Fakat dogal bir fermantasyonda {iriin kalitesi standart degildir, istenen
mikroorganizmalar ile birlikte istenmeyen, ya da patojenik mikroorganizmalar da
ireyebilir. Bu yiizden kontrollii fermantasyon kullanilmalidir. Kontrollii
fermantasyonda secilmis, saf kiiltiir halindeki fermantatif mikroorganizmalar ana
kiiltiir (starter kiiltlir) olarak kullanilir. Starter kiiltiirler ¢ig materyale ¢ok sayida
katilir ve optimum sartlarda inkiibe edilir. Yogurt gibi kontrollii fermantasyon
iiriinlerinde laktik asit, starter kiiltiir bakterileri tarafindan iiretilir (83).

Starter kiiltiirler cesitli iiriinlerin yapiminda lezzet, aroma, yap1, tekstiir ve
goriinim bakimindan {riine yeni Ozellikler kazandirmak, var olan o&zelliklerini
gelistirmek, dayanikliligmi arttrmak, olgunlastirma siiresini kisaltmak ve kontrol
altina almak amaciyla kullanilan, spesifik 6zellikleri nedeniyle se¢ilmis saf, tek veya
karigik kiiltiirler halindeki mikroorganizmalar olarak tanimlanabilir (100). Gidadaki
dogal mikroflora aktivitesini kaybetmis olabilecegi gibi, bu mikroflora istenmeyen
mikroorganizmalar1 da igerebilmektedir. Starter kiiltiirler standart bir fermantasyon
saglayarak, iiriiniin ayn1 kalitede ve yliksek 6zellikte olmasini saglar. Siite uygulanan
1s1l iglem; siit icerisinde bulunan, kaliteyi olumsuz yonde etkileyen, siitii bozan ve
patojen mikroorganizmalarin yani sira, yararli olanlar1 da etkisiz hale getirir. Ancak
bakteriler olmaksizin fermente siit iirlinlerinin yapilmasi; tereyagi, peynir gibi

iriinlerde ise lezzet, goriiniim ve yapinin olugsmasi miimkiin degildir. Bu nedenle 1s1l



islemden sonra bazi mikroorganizmalar “starter kiiltiir” olarak gida mamullerinin
arzu edilen Ozelliklere sahip olabilmesi i¢in kullanilir. Starter kiiltlirler belli
mikroorganizma tiirlerinin veya bir kag¢mnin secilip, kontrollii sartlar altinda
cogaltilmasiyla elde edilir. Bu konuda pek ¢ok arastirma yapilmis ve bugiin artik
mikroorganizmalarin gida mamulleri iiretiminde kullanilmalar1 tamamen kontrol
altma alinmistir (100, 111).

Bilimsel teknolojideki gelismeler diyet ve hastaliklar arasindaki iliskiyi
anlamamiza olanak vermis olup, fonksiyonel besinler ile bunlarin sagligimizin
korunmas1 ve gelistirilmesindeki rolleri daha ¢ok ilgi ¢ceker hale gelmistir. Besinler
artik sadece icerdikleri makro- ve mikrobesleyiciler ile degerlendirilmez olmustur.
Son zamanlarda biyolojik diizenleyici rolleri lizerinde daha ¢ok durulmaktadir.
Temel besleyici 6zelliklerinin 6tesinde sagligimiza olumlu katkilar1 olan besinlere
“Fonksiyonel besinler” adi verilmektedir. Fonksiyonel besinler higcbir islem
gormemis dogal bir besin maddesi olabilecegi gibi fonksiyonel bir besin dgesi ile
zenginlestirilmis veya genetik miithendislik yontemleri ile degisiklige ugratilmis bir
besin de olabilir ve giinliik diyetle tiiketilir. Son yillarda prebiyotik ve probiyotik
terimleri sik¢a kullanilmaya baslanmis olup, bilim adamlarmin da ilgisini daha ¢ok
cekmeye baslamustir. Prebiyotik ve probiyotikler fizyolojik islevleri gelistirdikleri,
saglig1 olumlu yonde etkiledikleri ve hastaliklar1 6nledikleri i¢in fonksiyonel besinler
grubunda incelenmektedir (34).

Giiven ve Giilmez (64) fonksiyonel gidalar hakkinda yaptiklar1 derlemede
fonksiyonel gidalar hakkinda detayli bilgi sunmuslardir. Bitkisel kaynakli
fonksiyonel gidalar her ne kadar fazla ise de; hayvansal kaynakli iiriinlerde de
optimal saglik i¢in potansiyel role sahip ¢ok sayida bilesik mevcuttur. Saghga faydali
bakterileri iceren probiyotik gidalar, fonksiyonel gidalarin en 6nemli ve en iyi bilinen
grubunu olusturur. Bitkisel kaynakli fonksiyonel gidalara ornek olarak; yulaflar,
soya, keten tohumu, domates ve domates firiinleri, sarimsak, brokoli ve benzer
sebzeler, turuncggiller, yabanmersini, ¢ay, sarap ve iiziim sayilabilir. Hayvansal
kaynakli1 fonksiyonel gidalar i¢in ise balik ile siit iiriinleri 6rnek verilebilir.

Laktik asit bakterileri fermente gidalarda gida giivenligini, raf omriinii ve
teknolojik Ozelliklerini arttirmalar1 gibi avantajlarna karsin  biyojenik amin

olusturma riskleri nedeniyle son zamanlarda biyojenik amin olusturmayan ve



antibiyotiklere direncli yeni starter kiiltlir kombinasyonlarinin gelistirilmesi
amacglanmistir. Hizli asit olusumu ve dogal antimikrobiyel maddeler salgilayarak
tilketici sagligini patojenlere karsi koruyan starter kiiltiirler “Fonksiyonel starterler”
olarak adlandirilmaktadir. Probiyotik kiiltiir olarak da adlandirilabilen bu starterlerin
seciminde bir¢ok faktor goz oniinde bulundurulmalidir. Hizli bir sekilde laktik asit
iretebilme yetenegi ve bu ortama adaptasyonu, farkli 1s1, tuz konsantrasyonlar1 ve pH
degerlerinde tireyebilme yetenekleri, karbonhidratlardan gaz olusturmalari, hidrojen
peroksiti parcalayabilme ve katalaz aktiviteleri, nitrat ve nitriti indirgeme, proteolitik
ve lipolitik enzim aktiviteleri, liretimde kullanilacak diger starterlerle sinerjist etki
yapabilmeleri ve onlar1 tolere edebilme yetenekleri gibi bircok 6nemli faktor dikkate
almmalidir (7).

Fonksiyonel kiiltiirler ile starter kiiltiirler ¢ogu zaman terim olarak
karistirilabilmektedir. Ayni kiiltiir amaca ve iliretim yontemine uygun olarak starter
kiiltiir veya fonksiyonel kiiltiir olarak kullanilabilecegi gibi tanim olarak bu terimler
birbirinden farklilik gostermektedir. Starter kiiltiirler {iiretim teknolojisi geregi
metabolik faaliyetleri i¢in kullanilirlar ve trlinde istenen Ozellikleri saglayarak
biyokatalizor gorevi iistlenirler. Bunlarin antimikrobiyel etkileri ikinci gorevleridir.
Fakat fonksiyonel kiiltlirlerden beklenen ve amaglanan ilk gorev insan sagligini
diizenlemeleri ve antimikrobiyel etki gostermeleridir (76).

Tablo 1’de gida sanayinde kullanilan fonksiyonel starter Kkiiltiirlerin

avantajlar1 verilmistir (103).



Tablo 1. Gida Sanayinde Kullanilan Fonksiyonel Starterlerin Avantajlar1 (103).

Avantajlan Fonksiyonlari | Laktik Asit Bakterileri | Kaynak
Gida Bakteriyosin tiretimi
Korumasi Siit driinleri Lactococcus lactis ssp. | Maisnier-Patin ve ark
lactis (1992)
Enterococcus ssp. Giraffa (1995)
Fermente et tirtinleri Lactobacillus curvatus Vogel ve ark. (1993)
Lactobacillus sakei Hugas ve ark. (1995)
Pediococcus acidilactici | Foegeding ve ark. (1992)
Enterococcus faecium Callewaert ve ark. (2000)
Fermente zeytin Lactobacillus plantarum | Ruiz-Barba ve ark.(1994)
Fermente sebzeler Le. lactis Harris ve ark. (1992)
Organoleptik | Ekzopolisakkarit tiretimi | Cesitli Lactobacillus’lar | DeVuyst ve Marshall
ve Streptococcus’lar (2001)
Amilaz iiretimi Cesitli Lactobacillus’lar | Mogensen (1993)
Aroma olusturma Cesitli suglar Marshall (1987)
Demeyer ve ark. (2000)
Tatlilig1 arttirma
-Homoalanin-fermente Le. lactis, Hols ve ark. (1999)
edilebilen starterler Lactobacillus delbrueckii
-Galaktoz (+)/glukoz (-) | ssp. bulgaricus,
starterler Streptococcus thermophilus
Malolaktik fermantasyon | Oenococcus oeni Lonvaud-Funel (1999)
Teknolojik Bakteriyofaj direngliligi Cesitli suglar Fordeve Fitzgerald(1999)
Yogurtta izl Laktoz negatif Mollet (1996)
asidifikasyonu Lb. delbrueckii ssp.
gerceklestirme bulgaricus
Starterlerin autolizisi
- Faj kaynakli Lec. lactis ssp. lactis Crow ve ark. (1996)
- Bakteriyosin kaynakli Lc. lactis Morgan ve ark. (1997)
Besinsel Besin 6geleri olugturma

- Diistik kalorili sekerler
(sorbitol, mannitol)
-Oligosakkarit iiretimi

- B grubu vitaminlerin

iiretimi (folik asit)
-Biyoaktif peptitlerin
olusumu

Lb. plantarum, Lc. lactis

Le. lactis

Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus, Lc. lactis,
Strep. thermophilus
Cesitli suslar

Wisselink ve ark. (2002)

Ruas-Madiedo ve
ark.(2002)

Hugenholtz ve
Kleerebezem (1999)
Wouters ve ark. (2002)

Toksik ve antibesinsel bilegiklerin yikimlanmasi

-L(+)-laktik asit
izomerleri liretmek
-Galaktoz ve laktozun
yikimi

-Soyada rafinozun
parcalanmasi

- Fitik asitin, amilaz
inhibitorlerinin ve
polifenolik bilesiklerin
yikimlanmasi

L(+)-laktik asit {ireten
suslar

Strep. thermophilus
Cesitli suslar

Lb. plantarum
Lactobacillus acidophilus

Wouters ve ark. (2002)

Holzapfel (2002)
Wouters ve ark. (2002)
Scalabrini ve ark. (1998)
Sharma ve Kapoor
(1996)

-Biyojenik amin {iretimini
azaltmak

Enterococcus faecalis

Joosten ve ark. (1995)




1.1.1. Starter Kiiltiirlerin Fonksiyonlar

1.1.1.1. Laktik Asit Uretimi: Laktik asit bakterilerinin en onemli dzelligi
urettikleri laktaz (beta-galaktosidaz) enzimi ile laktozu parcalaylp laktik asit
olusturmalaridir. Bu kiiltlirler laktozu farkli mekanizmalarla fermente ederler ve
buna gore homofermantatif ve heterofermantatif olarak iki gruba ayrilirlar.
Karbonhidrat metabolizmalarinda glikolizis’de EMP (Embden-Meyerhof-Parnas)
yolunu kullanan kiiltiirler, homolaktik fermantasyon sonucu son iirlin olarak 1 mol
heksozdan 2 mol laktik asit iretirler. Heterofermantatif kiiltiirler ise 6-fosfoglukonat
yolunu kullanarak hetorolaktik fermantasyon sonucu, 1 mol laktik asit, 1 mol CO,, 1
mol etanol, (ya da asetik asit) yaninda formik asit, diasetil ve asetaldehit olusturur
(77, 91). Laktik asit bakterilerinin karbonhidrat metabolizmas1 sonucu olusan laktik
asitin etkisiyle pH degeri diiser ve bu diisiis Gram negatif ve Gram pozitif
mikroorganizmalar iizerinde genis spektrumlu bir antimikrobiyel etki gosterir (93).
Organik asitlerin antimikrobiyel etkisi ortamin pH’smna ve pKa degerine baghdir.
Laktik asit (pKa= 3,86) asetik asite (pKa= 4,75) gore ¢ok daha giiclii bir
antimikrobiyel etkiye sahip olmasina karsin, iyi tamponlanmis gidalarda asetik asit

disosiye olmayan formu ile ¢ok daha etkili olabilmektedir (2).

1.1.1.2. Etil Alkol Uretimi: Kimiz, kefir ve diger alkollii fermente iiriinlerde
etil alkol, saf kiiltiirlerde bulunan Saccharomyces kefir, Kluyveromyces lactis gibi

mayalar ve heterofermantatif laktik asit bakterileri tarafindan laktozdan tiretilir (99).

1.1.1.3. Proteoliz: Starter kiiltiirlerin teknolojik yonden bir diger islevi de
proteolizdir. Starterler metabolik faaliyetleri sirasinda gereksinim duyduklar1 serbest
amino asit ve peptitleri 6ziimleyebilmeleri i¢cin salgiladiklar1 proteaz enzimi ile
proteinleri parcalarlar. Proteoliz, starterlerin hem asit olusturma islevi, hem de
driinlin ~ duyusal  Ozellikleri  agisindan  Onemlidir.  Proteoliz  peynirlerin
olgunlagmasinda olusan en dnemli degisikliktir. Bu olay, peynirlerin karakteristik
yapi, tat, koku ve aromasimi olusturur (164, 175). Laktik asit bakterileri zayif
proteolitik Ozellikte olmalarma ragmen sahip olduklar1 proteinaz ve peptidaz

enzimleri, peynir yapiminda peptitleri pargalayarak kiiciik peptitlerin ve amino



asitlerin sekillenmesini saglar. Laktik asit bakterilerinin sahip oldugu proteolitik
sistem kazeini tamamen hidroliz ederek serbest amino asitlere pargalar. Bu
proteolitik sistem sayesinde laktik asit bakterilerinin iiremesi ve gelismesi i¢in

ihtiya¢ duyduklar1 serbest amino asitlerin ve kiiciik peptitlerin olusmasi saglanir (51).

1.1.1.4. Lipoliz: Starterlerin hiicre yiizeyine lokalize olan lipaz enziminin
etkinligi ile siit yag1 hidrolize olarak yag asiti ve gliserine ayrisir. Yag asitleri de
keton, ester ve aldehitlere pargalanir. Olusan bu parcalanma firiinleri de peynir
aromasima katki saglar. Laktik asit bakterilerinin lipolitik aktiviteleri tiir ve cinslere
gore farklilik gosterir. Starter bakteriler siit yagim oldukc¢a yavas hidroliz ederler
(164).

1.1.1.5. Tat ve Aroma Olusumu: Starter kiiltiirler metabolik faaliyetleri
sonucu, yogurt, peynir, tereyagi gibi fermente gidalarin kalitesinde ¢ok etkili olan
asetaldehit, diasetil gibi aroma maddeleri olusturur. Bu reaksiyonlarda bakterilerin
sentezledikleri enzimler anahtar rol oynar. Peynirde proteoliz sonucu olusan
peptitler, amino asitler ve bunlarin par¢alanma iirlinleri, tat ve kokunun olugsmasinda
en biiyiik etkenlerdir. Tat ve aroma iizerinde etkili olan diger bilesikler ise lipit
kaynakli ketonlar, laktonlar, aldehitler ve serbest yag asitleri; laktoz ve sitrat
kaynakli laktik asit, asetik asit, diasetil, asetaldehit, etanol ve propiyonik asittir (164).
Laktik asit bakterileri iiriine 6zgli segilerek istenen tat ve aroma bilesiklerinin
iiretilmesi saglanabilir. Fermente siit tirlinlerinde tipik aroma maddeleri karisik
kiiltiirlerin kullanilmas1 durumunda olusan karbonil bilesiklerce saglanir. Tablo 2°de

laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan aroma bilesikleri verilmistir (155).

Tablo 2. Baz1 Laktik Asit Bakterilerinin Urettigi Aroma Bilesikleri (155).

Mikroorganizma Asetaldehit | Aseton Asetoin Diasetil

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Strep. Thermophilus 1,0-8,3 0,3-5,2 1,5-7,0 0,1-13,0
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus 1,4-12,2 0,3-3,2 2,0 0,5-13,0
Karisik kiiltiirler 2,0-41,0 1,3-4.,0 2,2-5,7 0,4-0,9




1.1.1.6. Patojen ve Diger Zararh Bakterilerin Inhibisyonu: Fermente
gidalarm iretiminde kullanilan starter kiiltiirler, iirlin yapimi esnasinda veya
sonrasinda kontamine olan patojen ve istenmeyen zararli mikroorganizmalarin
inhibisyonunda énemli grevler iistlenmistir. Inhibisyonda en énemli etki laktik asit
bakterilerince laktozun pargalanmasi sonucu iiretilen laktik asit ve diger organik
asitler ile diisiik pH degerlerinden, hidrojen peroksitten, diasetilden ve bakteriyosin
olarak isimlendirilen protein yapisindaki antimikrobiyel etkili maddelerden
kaynaklanir (117). Son zamanlarda olduk¢a giincel bir konu olan aflatoksinlerin
detoksifikasyonu hakkinda oldukc¢a fazla sayida ¢alisma olmasina ragmen biyolojik
detoksifikasyon hakkinda sinirhh sayida arastrma mevcuttur. Laktik asit
bakterilerinin Aspergillus’larin iiremesi ve aflatoksin iiretimindeki etkileri hakkinda
da farkli goriisler mevcuttur. Bunlar arasinda laktik asit bakterileri ile kiifler
arasindaki rekabet, bakteriyel metabolitler, pH degerleri ya da hepsinin kombine
etkisiyle meydana gelmektedir (110). Oztiirk ve Giiven (127), farkli dozlarda
aflatoksin M1 (AFM1) ile kontamine edilen siitlerden yapilan yogurt ve kefirde
muhafaza siiresince AFM1 yikimlanmasini aragtirmiglardir. Hem yogurt hem de kefir
icerisinde AFM1 detoksifikasyonunun inkiibasyon periyodu boyunca gergeklestigini,
muhafaza siirecinde ise devam etmedigini ve bir miktar geri salmim oldugu
belirtilmistir.

Laktik asit bakterilerinin bilinen inhibisyon etkileri gida giivenilirligi
acisindan kesin bir sonu¢ vermemektedir. Yillardir mikrobiyolojik yonden giivenilir
olarak kabul edilen fermente gidalar iizerine yapilan ¢alismalar artarak devam
etmektedir. Fermente siit {irlinlerinin barsak florasi, giderek barsak sagligr ve
dolayisiyla genel saglik iizerindeki olumlu etkileri bilinmektedir. Ancak bu iirlinlerin
de patojen mikroorganizmalar ile kontamine olabilecekleri, soguk muhafaza
stirecinde bu patojenlerin canli kalabilecegi ve sonugta tiiketici sagligmi
bozabilecekleri artik kesinlik kazanmistir. Giilmez ve Giliven (61), yogurt, ayran,
kefir ve yogurt-kefir kombine mayal1 siit iiriinlerinde 6nemli gida patojenlerinin
davraniglarini inceledikleri ¢aligmalarinda, probiyotik bir iiriin olarak kabul edilen
kefirde patojenlerin fermantasyon siirecinde, yogurda nazaran daha ¢ok iirediklerini
ve soguk muhafaza boyunca canli kaldiklarini, buna karsin yogurt ve kefir kombine

kiiltiirliyle fermente edilen siit Orneklerinde tam olmamakla birlikte {iriin
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giivenilirliginin ¢ok daha iyi oldugunu belirtmislerdir. Yine ayni c¢alismada
pastorizasyon isleminin laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel etkili bilesiklerinin
etkilerini yok etmedigini de vurgulamuslardir. Ozellikle sindirim sistemi
enfeksiyonlarmdan korunmada giivenilir ve yiiksek biyolojik degere sahip gida
tilketimi ve bu gidalarin probiyotik ve anti patojenik niteliklerinin gelistirilmesi halk

saglig1 agisindan son derece dnemlidir.

1.1.1.7. Ekzopolisakkarit Uretimi: Cogu laktik asit bakterisi
ekzopolisakkarit iiretme yetenegine sahiptir. Bu madde ip gibi siinen yapiskan bir
ozelliktedir. Son 10 yil boyunca siit endiistrisinde laktik asit bakterilerinin bu
yapiskan formu cesitli amaclar i¢in yaygin olarak kullanilmaya baslamistir. Ozellikle
viskozitesi yiiksek fermente siit iirlinlerinde laktik asit bakterilerinin bu
ozelliklerinden faydalanilir. Finlandiya geleneksel icecegi olan Villi’de olmasi tercih
edilen bir ozelliktir. Bu iiriinde mezofilik ekzopolisakkarit iireten Lactococcus’lar,
aroma iireten diger Lactococcus’lar ve Leuconostoc’lardan faydalanilir. 1980’lerin
sonlarinda yogurtlarin reolojik kalitesini arttrmak ve daha viskoz bir iiriin elde
etmek amaciyla ekzopolisakkarit iireten termofilik starterler yogurt iiretiminde ¢ok
sik kullanilmaya baslanmistir (110).

Hiicre dist polisakkarit olarak adlandirilan ekzopolisakkaritler degisik
derecelerde olmak {iizere birgok laktik asit bakterisi tarafindan iiretilir. Bunlardan
birincisi Leuconostoc mesenteroides ve Strep. mutants tarafindan olusturulan ve
glukozun homopolimeri olan dekarboksilandir. ikinci grup Strep. salivarus
tarafindan iiretilen ve fruktozun homopolimeri olan levanlardir. Ugiincii grupta ise
termofil ve mezofil laktik asit bakterilerinin olusturdugu (olduk¢a Onemli olan)
heterojen polisakkaritten meydana gelen ve birgok yapitasini da biinyesinde

bulunduran heteropolisakkaritler yer alir (93).

1.1.1.8. Bakteriyofajlara Diren¢: Bakteriyofajlar bakterileri infekte eden
viriisler olarak adlandirilabilir. Bakteri hiicrelerini infekte ettikten sonra liremek i¢in
hiicre enzimlerini kullanirlar. Boylece bakteri hiicresi lizize ugrar ve bakterinin
tiremesi durur. Siit endiistrisinde en bliylik problemlerin basinda bakteriyofaj

kontaminasyonu yer almaktadir. Uretimde basarisiz bir fermantasyona neden olan bu
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olay biiylik ekonomik kayiplar yaratir. Bu durumda diisiik miktarda laktik asit
iiretimi, proteolizin yavaglamasi nedeniyle aroma bilesiklerinin olusumunda
problemler goriiliir. Boylece, ya yavas fermantasyon gerceklesir ya da fermantasyon
tamamen durur (89).

Laktik asit bakterilerinde fajin kontaminasyon asamalarina bagl olarak direng
mekanizmasi gelisir. Bu diren¢ mekanizmasi plazmidlerle kodlanmistir. Bir hiicreden
digerine bu kodlar transfer edilebilir. Tanimlanmig 4 farkli diren¢ mekanizmasi
bulunmaktadir. Bunlardan ilki faj adsorpsiyonunun inhibisyonudur. Bakteri hiicre
duvarini reseptor olarak kullanan fajm, hiicre duvarina adsorpsiyonunu engellemek
icin bakteri hiicre duvar1 mutasyona ugrar ve faj basarisiz olur. Ikinci mekanizma ise
simirlama ve modifikasyondur. Bu sistem, spesifik endoniikleotik aktiviteye sahip
restriksiyon enzimleri ile genellikle spesifik DNA metilasyon aktivitesi gosteren
modifikasyon enzimlerini kombine eder. Modifiye olmamis faj kromozomu
sitoplazmaya girer girmez restriksiyon enzimleri tarafindan yikimlanir. Ugiincii
mekanizma ise abortif infeksiyondur. Bu durumda infeksiyonun tiim fazlar1
gergeklesir. Fakat patlamanin boyutu son derece diisiiktiir. Boylece saldirtya ugramis
her bir hiicre ortama son derece az sayida faj saliverir. Peynir yapimi boyunca
asidifikasyon ve starterin iireme oraninda ¢ok az degisiklik gdzlenebilecegi gibi,
hi¢bir degisiklik de olmayabilir. Lizojenik immunite ise dordiincii mekanizmay1
olusturur. Bu mekanizmada laktik asit bakterilerinde lizojenik immunite, lizojenik faj
DNA’sinin  bakteri DNA’sma yerlesmesi durumunda gerceklesir. Profajlar
muhtemelen ilgili diger fajlarin gelisimini 6nleyen molekiilleri kodlayarak susu

direncli hale getirir (110).

1.1.1.9. Biyojen Amin Olusturma: Siit iiriinleri ve fermente et iirlinlerinin
olgunlagmasi esnasinda tiramin, histamin, triptamin, kadaverin, putresin ve
sipermidin gibi biyojenik aminler proteoliz sonucu olusan amino asitlerin mikrobiyel
dekarboksilasyonu sonucu sekillenmektedir. Amino dekarboksilaz enzimine sahip
olan mikroorganizmalara laktik asit bakterileri, Enterococcus’lar, Pseudomonas’lar
ornek verilebilir. Ozellikle fermente gidalarda starter kiiltiirlerin amino dekarboksilaz
aktivitesinin yaninda, pH degeri de biyojenik amin olusumunda anahtar faktorlerin

basinda gelmektedir. Laktik asit bakterilerinin varligmna bagli olarak tiramin ve
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putresin sucuk {iiretiminde en ¢ok olusan biyojenik aminlerdir. Biyojenik aminler
toksik etkilerinden dolay1 istenmeyen maddelerdir. Sinir sitemi, gastrointestinal
sistem ve kan basmci problemlerine neden olurlar. Bu nedenle fermantasyonda
kullanilacak starterlerin aminoasit dekarboksilaz enzimine sahip olmamas1 istenir

(98, 146).

1.1.2. Siit Uriinlerinde Kullamlan Starter Kiiltiirler

Stit iirtinlerinin yapiminda genel prensip, siitiin bilesiminde bulunan temel
besin maddelerinin, basta laktoz olmak iizere protein ve yagin belirli diizeylerde
parcalanmasina dayanir. Bunun i¢in en dnemli gorev onlarin yapimlarinda kullanilan
laktik asit bakterilerine diiser. Gergekte bu bakterilerden istenen de iiriinler bazinda
belirli oranda laktik asit ile tat ve aroma maddeleri olusturmak, belli diizeyde
proteoliz meydana getirmek, antibakteriyel etkinlik gostererek istenmeyen
bakterilerin faaliyetini sinirlamaktir (93).

Uretilecek gidanimn fiziksel karakteristikleri ve istenen aromasina gore farkli
starterler  secilebilmektedir.  Bu  starterler  farkli  kombinasyonlar ile
kullanilabilmektedir. Tek bir tiir ya da tek bir tiirtin farkli suslari, ayni cins veya
farkli cinsin kombine edilmis tiirleri kullanilabilmektedir. Siit {riinlerinde
kullanilacak laktik asit bakterilerinin se¢iminde iirlinde istenen ozellikler c¢ok
onemlidir. Ornegin yogurt iiretiminde hizli asit iireten termofilik kiiltiir tercih edilir.
Tereyaginda ise yavas asit iiretimi esastir. Kefirde ise diisiik 1silarda CO; iiretebilen
heterofermantatif kiiltiirler segilebilir (108). Siit iirlinlerinde laktik asit bakterileri,
maya ve kiiflere ilaveten laktik asit bakterisi olmayan Propionibacterium’lar ya da
Brevibacterium tiirleri de kullanilabilmektedir (147).

Tablo 3’de siit {riinlerinin iiretiminde en ¢ok kullanilan bazi laktik asit

bakterileri verilmistir (147).
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Tablo 3. Siit Uriinlerinin Uretiminde En Cok Kullanilan Baz1 Laktik Asit Bakterileri
(147).

Homofermantatif Koklar Heterofermantatif Koklar
Lc. lactis ssp. lactis Leuc. lactis
Lec. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis Leuc. mesenteroides ssp. cremoris

Lec. lactis ssp. cremoris

Strep. thermophilus

Homofermantatif Cubuklar Heterofermantatif Cubuk
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus Lb. casei ssp. casei (Fakiiltatif)
Lb. delbrueckii ssp. lactis Lb. kefir (Obligat anaerob)

Lb. helveticus

Ozellikle Lc. cremoris, Le. lactis, Strep. thermophilus ve Lb. acidophilus asit
iiretimi i¢in, Lc. diacetylactis ve Lb. bulgaricus asit ve aroma iiretimi i¢in, Leuc.
cremoris ve Leuc. dextranicum aroma iiretimi i¢in kullanilir. Bu kiiltiirlerin suslar1
veya farkli tiirlerinin kombinasyonu ¢ok farkli derecelerde asit ve aroma eldesi
saglar. Fermente siit tirlinlerinde kullanilan kiiltlirler genellikle iki tip bakteri igerir.
Bunlardan bir tip Lc. lactis veya Lc. cremoris, laktozu 21-36°C arasinda hizla
parcalayarak laktik asit olustururlar. Saf kiiltiirlerde organizmalar ¢ogaltildiklarinda
olusan aroma, tereyagi kiiltiirlerinin aromasmna benzemez. Daha ¢ok eksi siit
aromasini verir. Kiiltiirlerdeki bakterilerden diger bir tip ise Leuc. citrovorum veya
Leuc. dextranicum’dur. Her ikisi de sitrik asit veya sitratlar1 uygun pH’da
parcalayarak biasetil, asetil metil karbonil, ugucu asitler ve CO; olustururlar. Bu
kiiltiirlere bu 6zelliklerinden dolayr “Aroma Bakterileri” denir. Bunlar saf kiiltiirler
halinde siitte ¢ogaltildiklarinda az miktarda asit olusturup aroma olusturamazlar.
Aroma olusumu, laktik asit iireten kiiltiirlerle birlikte aroma olusturanlar kombine
edildiginde gerceklesir (100). Tablo 4’de bazi fermente siit liriinlerinde kullanilan
laktik asit bakterileri verilmistir (103).
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Tablo 4. Baz1 Fermente Siit Uriinlerinde Kullanilan Laktik Asit Bakterileri (103).

Uriin Adx Kiiltiir
Gozenekli sert peynirler Le. lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp. cremoris
Kiiciik gbzenekli peynirler Lec. lactis ssp. lactis, Le. lactis ssp. lactis var. diacetylactis,

Lc. lactis ssp. cremoris, Leuc. mesenteroides ssp. cremoris

Isveg ve Italyan tipi peynirler | Lc. delbrueckii ssp. lactis, Lb. helveticus, Lb. casei,

Lc. delbrueckii ssp. bulgaricus, Strep. thermophilus

Tereyagi Le. lactis ssp. lactis, Le. lactis ssp. lactis var. diacetylactis,

Lc. lactis ssp. cremoris, Leuc. mesenteroides ssp. cremoris

Yogurt Lc. delbrueckii ssp. bulgaricus, Strep. thermophilus

Fermente siit icecekleri Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb. johnsonii,
Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium bifidum,

Bifidobacterium breve

Kefir Lb. kefir, Lb. kefiranofacies, Lb. brevis

Bircok iilkede degisik Ozelliklerde yiizlerce ¢esit peynir {iretilmesi,
iretiminde degisik siitlerin  kullanilmasindan, {iretim teknolojilerinin  ve
olgunlastirma sartlarinin ¢esitli olmasindan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte,
peynire ¢esitli yollardan bulusan veya bilingli olarak katilan mikroorganizmalarin da
oldukca 6nemi vardir (18, 164).

Siit ve siit {irlinlerinde tanimlanan 6 biiyiik seker fermantasyonu mevcuttur
99);

1. Laktik Asit Fermantasyonu: Tim fermente siit irlinlerinde laktik asit
olusumu ¢ok 6nemlidir. Ozellikle homofermantatif laktik asit bakterileri laktozdan
biiyiik oranda laktik asit {iretir.

2. Propiyonik Asit Fermantasyonu: Emmental, Swiss, Gravyer ve sert
peynirlerde propiyonik asit fermantasyonu tipik peynir aromasi ve diizgiin sekilli el
ayasi buylkliigiinde gézenek olusumunda 6nemli rol oynar. Bu fermantasyonda
starter kiiltiir olarak Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii kullanilir. Bu
kiiltiir 6ncelikle laktozdan laktik asit, daha sonra propiyonik asit, asetik asit ve CO;
olusturur.

3. Sitrik Asit Fermantasyonu: Bu fermantasyon, bazi peynirlerde hafif

aromatik bilesiklerin olusmasimndan sorumludur.
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4. Alkol Fermantasyonu: Kefir ve kimiz gibi alkollii siit {iriinlerinin
iiretiminde gerekli olan fermantasyondur. Laktik asit bakterileri ile mayalar arasinda
gerceklesir. Reaksiyon sonucu etil alkol ve CO; olusur.

5. Biitirik Asit Fermantasyonu: Laktozun parcalanmasiyla olusan laktik asit,
Clostridium cinsi bakteriler tarafindan biitirik asit, CO, ve Hy’e pargalanir.
Anaeroblarin neden oldugu bu sisme, 2-3 hafta icerisinde olusur. Geg sisme denilen
bu durumda, sisme ile birlikte keskin bir lezzet ve kokusma gozlenir.

6. Koliform Fermantasyonu: Koliform grubu bakterilerin neden oldugu bu
reaksiyonda, 6zellikle peynirlerde kisa siire i¢erisinde olusan CO, ve Hy’den dolay1
sisme gozlenir ve erken sisme olarak adlandirilir. Peynir siingerimsi bir goriiniim alir.

Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc ve Lactobacillus tiirlerinden olusan
laktik asit bakterileri, peynir mikroflorasmm o6nemli bir kismini olugturmaktadir.
Olgunlasma siireci gegiren biitiin peynirlerde laktik asit bakterilerinin bir veya birkag
tiirii mutlaka bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalarin metabolizmalar1 sonucu olusan
laktik asit, rennetin pihtilagtirma siiresini kisaltir, pihtidan peynir alti suyunun
ayrilmasma yardimci olur, arzu edilmeyen mikroorganizmalarm geligimini Onler.
Laktik asit bakterileri disinda bazi mikroorganizmalar da peynir ¢esitlerine 6zgii
niteliklerin olusmasinda etkili olmaktadirlar. Limburger, Romadur ve Herve
peynirlerinin ylizeyinde kahverengi bir gelisme gosteren Brevibacterium linens
olgunlagsmaya hizmet eder. Propiyonik asit bakterileri, 6zellikle Propionibacterium
shermanii, Isvigre peynirlerinde arzu edilen findik lezzetinin olusmasma katkida
bulunur ve bir metabolizma iiriinii olan CO, ile delik ve gozenekler sekillendirir (18).

Laktik asit bakterileri tarafindan ortamdaki laktozun hiicre i¢ine alinmasi ve
hidrolizi bakteri gruplarma gore farkli mekanizmalarla gerceklesmektedir.
Lactococcus tiirlerinde laktoz, fosfotransferaz sistemiyle laktoz-fosfat seklinde hiicre
icine alinmakta ve daha sonra fosfo-B-galaktozidaz enzimiyle hidrolize edilmektedir.
Termofilik Lactobacillus’lar, Strep. thermophilus ve Leuconostoc tiirlerinde laktoz,
laktozpermeaz ile dogrudan hiicre i¢ine alinmakta ve laktozun hidrolizi daha sonra f3-
galaktozidaz enzimiyle gerceklesmektedir. Mezofilik Lactobacillus’larda ise her iki
enzim sisteminin de bulundugu ve genel olarak Lb. casei’de fosfo-B-galaktozidaz,

Lb. plantarum’da ise B-galaktozidaz enziminin hakim oldugu bildirilmektedir (50).
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Homofermantatif Streptococcus’lar ve Lactobacillus’lar laktozu; glukoz ve
galaktoza parcalar. Glukoz sonra pruvata, daha sonra az miktarda asetik asit ve CO;
ile birlikte laktik asite doniiglir. Sitrik asit fermantasyonu starterleri, Strep.
diacetlylactis, Leuc. cremoris ve Leuc. dextranicum sitrik asiti pruvata, daha sonra
asetoine, diasetile ve CO;’e doniistiiriir. Diasetil, aktif aldehit ve asetil CO-A’nin
reaksiyonlariyla olusur. Ayni sartlar altinda asetoin ve diasetil, tatsiz ve kokusuz 2,3-
butanediol’e indirgenebilir. Diasetilin eksi krema ve tereyaginda karakteristik
tereyag1 aromasi ve lezzeti verdigi bildirilmistir (82).

Genellikle termofilik suslar, iiretimde yiiksek 1s1 gerektiren Isvec ve Italyan
tipi peynirlerde kullanilir. Baz1 iiretim tekniklerinde tekstiir ve aromay1 etkilemek
icin ikincil mikroflora ilave edilir. Ornegin diasetil iiretimi ya da Isve¢ peynirinde
CO, iiretimi i¢in Propionibacterium ilavesi gibi. Laktik asit bakterilerinin diginda
maya, kiif ve diger bakteriler de Ornegin Penicillium roqueforti, mavi peynir
yapiminda ikincil flora olarak kullanilmaktadir (23).

Streptococcus cinsi bakteriler siit mamullerinde tekstiiriin olusmasinda ve
dogrudan veya dolayli olarak aroma maddeleri meydana getirerek ¢esitli siit
mamullerinin karakteristik 6zelliklerinin olugsmasinda rol oynar. Bu 6zellikleri ile
fermente siit mamullerinin iiretiminde zorunlu bakteriler olarak kabul edilirler (111).

Leuconostoc tiirlerinin proteolitik aktiviteleri cok zayiftir ve laktozu fermente
edemezler. Bu nedenle Lc. lactis veya Lc. cremoris gibi asit ireten laktik
Streptococcus’larla  birlikte gelisebilirler. Siit teknolojisi icin Onem tastyan
Leuconostoc cinsi bakterilerin 5 tiirli yaygindir. Leuc. cremoris (Leuc. citrovorum),
Leuc. lactis, Leuc. dextranicum, Leuc. mesenteroides ve Leuc. paramesenteroides.
Aroma maddesi iireten bu organizmalarin belli bash iki gorevleri vardir. Birincisi,
olgunlastirilmayan peynirlerde eksi krema, tereyagi ve fermente siit iiriinlerinde
diasetil ve asetoin gibi aroma bilesikleri meydana getirmektir. Ikincisi ise; Edam,
Gouda, Tilsit gibi gozenekli peynirlerde CO, olusturarak gozenek olusumunu
saglamaktir. Her iki fonksiyon da, sitratin metabolizmasi sonucu meydana gelir.
Ancak Leuconostoc’larin bazi tiirleri ayn1 zamanda laktozdan da CO; iiretir. Fakat
sitrat ve laktozdan kaynaklanan CO,, ¢ogu kez peynirlerde yapisal bozukluklara

neden olur ve zararlara yol acar. Bu nedenle Leuconostoc tiirleri ve Lc. diacetylactis
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starter kiiltlir olarak kullanildiklarinda siit i¢erisine degil, piht1 igerisine ilave edilerek
bu zararli etki 6nlenebilir (100).

Fermente gidalarm beslenmede onemli rolleri vardir. Ozellikle besin
kompozisyonu olarak tiim fermente siit {iriinleri iyi bir beslenme i¢in yiiksek kaliteli
protein, kalsiyum, fosfor, potasyum ve riboflavin igerir. Gidalarin besin degeri
sadece igerdigi besin O6gelerine bagli degildir. Ayn1 zamanda sindirilebilirligine,
hazmedilebilirligine ve besin olarak faydalanilabilirligine de baglhdir. Siit
karbonhidrat1 olan laktoz, kimi insanlarda laktaz enzimi yetersizligi nedeniyle
sindirilemeyebilir. Bebekler, ¢cocuklar ve yaslilar, kemik gelisimi ve olusumu i¢in
kalsiyuma ihtiya¢c duyarlar fakat laktoz intoleransi olan insanlarda siit tiiketimi
siirlandirildigi icin  bu ciddi beslenme sorunlar1 dogurabilir. Laktik asit
bakterilerinin fermente siit iiriinlerindeki faaliyeti laktozun indirgenmesini ve bu
sorunun tam veya kismi olarak giderilmesini saglar. Ayrica laktik asit bakterileri
geligip cogalabilmeleri i¢in mutlaka B grubu vitaminlere ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle
laktik asit bakterileri fermantasyon boyunca ortamda bu vitaminleri sentezleyerek

giday1 vitamince zenginlestirmektedirler (82).

1.1.3. Et Uriinlerinde Kullanilan Starter Kiiltiirler

Fermente et iirlinlerinin hazirlanmasinda mikroorganizmalarin kullanilmasi
hususunda 1919 yilindan beri oneriler ve patent ¢calismalar1 olmasina karsin, ilk defa
starter kiiltlirler, 1960’1 yillarin baslangicinda piyasaya siiriilmiistiir. Bugiin
teknolojide gelismis iilkelerin cogunda fermente, kuru, yari-kuru sosis ve salamlarin
iiretiminde starter kiiltlirlerden yararlanilmaktadir (58).

Fermente et irilinlerinde basit tanmyla fermantasyon, laktik asit
bakterilerinin metabolizmas1 ve aktif tiremeleri ile pH’nin hizla diismesi durumudur.
Bu agsamada gidada baz1 diger degisiklikler olsa da en 6nemlisi pH nin diismesidir.
Yar1 kuru sucuklarda laktik asit bakterilerinin tiremesi kurutma ve tiitsiilleme boyunca
stirer. Kuru sucuklarda ise fermantasyon boyunca mikroorganizmalar canliliklarini
stirdiiremese de, aktif halde kalan mikrobiyel enzimler fermantasyonun devamini
saglar. Peynir, fermente siit, lahana tursusu gibi diger fermente gidalarmn tiretiminde

oldugu gibi laktik asit bakterileri sucuk iiretiminde de anahtar rol oynar.
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Pediococcus’lar, homofermantatif laktik asit bakterileri ve en az onlar kadar da
Lactococcus’lar dnemlileridir. Heterofermantatif laktik asit bakterileri, istenmeyen
aroma ve gaz lretimi nedeniyle arzulanmazlar. Cogu Leuconostoc tiirii siinmeye
neden olur. Pratikte heterofermantatif laktik asit bakterilerinin ¢ogu tiirii fermente
sucukta bulunsa da genellikle sayica ¢ok diisiik orandadir (168).

Modern et endiistrisi, yliksek ve standart kalite ile arzulanan organoleptik
ozellikleri en 1iyi sekilde saglamak zorundadir. Fakat bu Ozelliklerin dogal
fermantasyon ile gerceklestirilmesi miimkiin degildir. Bu nedenle kullanilacak nitrat
ve nitrit seviyesini miimkiin olan en diisiik diizeye indirmek, fermantasyon siiresini
kisaltmak ve {iriinlin organoleptik 6zelliklerini diizenlemek amaciyla starter kiiltiir
kullanim1 yaygnlagmistir. Bakterilerin 6neminin anlasilmasiyla birlikte ticari starter
kiiltiir tiretimi artmugtir. Bu kiiltiirlerin baginda laktik asit bakterileri gelmekle birlikte
Staphylococcus’lar ve Micrococcus’lar et starterleri olarak kullanilmaktadir (79).

Et iriinlerinin basarili bir sekilde korunmasi i¢in esas faktorler: pH 4,5’e
diismesi onemli miktarlarda disosiye organik asit {liretimi, substratin tamponlama
kapasitesi, H,O,, besinler i¢in diger mikroorganizmalarla rekabet, antibiyotik ve
bakteriyosin iiretimi ile redoks potansiyelinin azalmasidir (83).

Fermantasyon i¢in secilen starter kiiltlirlerin fizyolojik ozellikleri biiytik
onem tasir. lyi bir fermantasyon igin iiretim ydntemi geregi sucuk hamuruna
karbonhidrat ilavesi yapilir. Bu karbonhidratlar1 laktik asit bakterileri seker kaynagi
olarak kullanarak iiremeleri i¢cin gerekli olan maddeleri sentezlerler. Bu reaksiyon
icerisinde fermantasyonu baglatacak ve tiretim tekniginde biiylik 6nem tasiyan diigiik
pH degeri elde edilir. pH degerindeki diisiisii takiben, et proteinleri koagiile olur, bu
sekilde sucukta istenen tekstiirel degisimler ve asit tat meydana gelir. Sucukta
hijyenik stabilite artar. Kiiring ajan1 olarak kullanilan nitritin indirgenmesi hizlanir.
Olusan nitrojenmonoksit, myoglobin ile reaksiyona girerek nitrozomyogloin
olusturur ve bu sekilde arzulanan renk olusumu hizlanir. Daha aromatik ve daha
yiiksek kalitede duyusal 6zelliklere sahip fermente sucuk {iiretimi i¢in kullanilacak
starterlerin temelini laktik asit bakterileri olusturur. Micrococcus ve mayalarinda
ilavesiyle bu Ozellikler daha da verimli hale getirilebilmektedir. Laktik asit

bakterilerinin enzimatik 6zellikleri fermantasyon boyunca etkili olsa da laktik asit
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bakterisi olmayan starterlerin nitrat ve nitrit rediiktaz aktiviteleri, katalaz ve lipaz
aktiviteleri fermantasyon i¢in vazgecilmezdir ve goz ardi edilemez (66).

Fermente sucuklarda patojenlerin gelisimini engellemek ve renk olusumu
amaciyla kullanilan nitrat ve nitritin zararlar1 bilinmektedir. Bu nedenle yapilan
birgok aragtirma, bu kimyasallarm miktarlarin1t miimkiin oldugunca azaltabilecek
yeni yontemlerin gelistirilmesine yoOneliktir. Kaya ve Gokalp (92), fermente
sucuklarda L. monocytogenes’in kontrolii agisindan mutlaka starter kiiltiir kullanimi1
gerektigini, kullanilmadigt durumlarda ise 200 ppm nitrit seviyesinin bile
patojenlerin gelismesini engelleyemedigini belirtmislerdir. Aksu ve Kaya (4),
pastirma iretiminde starter kiiltiiriin son iirlin lizerine etkilerini arastirmislardir.
Kiiltiirlerin pastirmanin kimyasal bilesimi ve baz1 kalitatif kriterleri lizerinde genelde
onemli etkileri olmadigini; fakat karigik kiiltiir igeren pastirmalarda pH degerinin
daha diisiik oldugunu belirtmislerdir. Bu kiiltiirler arasinda pastirma i¢in en uygun
kiiltiirlin  Staphylococcus xylosus ve Lb. sake kiiltlirleri oldugunu ve bu kiiltiir
karisiminin - pastirmada  en disiik nitrat ve nitrit kalmtisim1  sagladigini
vurgulamislardir.

Fermente, kuru, yar1 kuru sosis ve sucuk iiretiminde starter olarak hamura
ilave edilen laktik asit bakterilerinin tiimii homofermantatiftir. Starter kiiltiir olarak
kullanilan suglarmn farkli optimum iireme sicakligina sahip olmalar1 teknolojik agidan
onemlidir. Pediococcus acidilactici 40°C’nin tizerindeki 1s1 derecelerinde en hizli
sekilde fermantasyonu gerceklestirirken, Lb. plantarum’un optimum sicaklik
derecesi 30-35°C’dir. Lb. sake ve Lb. curvatus daha diisiik derecelere kolayca adapte
olabilmektedir. Tablo 5’de sucuk ve benzeri {irlinlerde starter kiiltiir olarak kullanilan

Onemli mikroorganizmalar verilmistir (58).

Tablo 5. Fermente Et Uriinlerinde Starter Kiiltiir Olarak Kullanilan Onemli
Mikroorganizmalar (58).

Lactobacillus Pediococcus Staphylococcus Micrococcus Maya-Kiif
Lb. plantarum P. acidilactici S. xylosus Micrococcus Debaryomyces
Lb. sake P. pentosaceus S. carnosus varians hansenii
Lb. curvatus Lb. Penicillium
pentosus nalgiovense
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Sucuk {iretiminde laktik asit bakterileri olgunlasma asamasi icin
vazgecilmezdir. Dogal fermantasyonlarda Lb. curvatus ve Lb. sake dominant laktik
asit bakteri florasini olustururlar. Olgunlagma siiresi boyunca tiim siire¢ igerisinde
kullanilan starterlerin baskin flora olmas1 gerekmektedir. Teknolojik faktorlere ve ¢ig
materyalin kalitesine bagl olarak fermantasyon siiresince laktik asit bakterilerinin
rekabet etme yetenegi gegici olarak baskilanabilir. Laktik asit bakterilerinin
fizyolojik 6zelliklerinin, geleneksel yontemlerle tiretilen fermente sucuklarin duyusal
kalitesini saglayabilecek kapasitede oldugundan emin olunamaz. Fakat starter kiiltiir
ile tiretilen sucuklarda laktik asit bakterilerinin kullaniminda bu kiiltiirlerin nitrat —
nitrit rediiktaz aktiviteleri, katalaz, lipaz ve proteaz aktiviteleri sucuga duyusal
karakterleri kazandirmak i¢in yeterlidir (66).

Starter kiiltiirler ile fermantasyonda starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit
bakterileri ortama ¢ok daha erken hakim olup fermantasyonu baslatsa da, esasinda bu
fermantasyon basarili bir dogal fermantasyon ile ayni seyreder. Lactobacillus’larin
cogu dogal fermantasyonda Onemlidir. Fakat bunlar etin baskin florasi tarafindan
baskilandigindan yetersiz fermantasyona neden olurlar. Sucuk fermantasyonu igin
kullanilan starter teknolojisi {izerine arastirmalar yapilmaktadir. Uriinde istenen
niteliklerin saglanmasi amaciyla yeni teknolojilerin gelistirilmesi ya da genetik
modifikasyonun kullanilmasi ilgi uyandrmustir. Starter kiltiir olarak kullanilan
Micrococcus ve Staphylococcus tiirleri Oncelikle nitrati nitrite indirgeyerek renk
olusumunda etkili olurlar, fakat az oranda asit tiiretimi vardir. Fermantatif
Micrococcus’lar dahil, birgcok Micrococcus izolat1 starter olarak kullanilir.
Micrococcus varians simdilerde en yaygin olamidir. S. xylosus bir starter kiiltiir
olarak da kullanilmasina karsin, son yillarda Staphylococcus carnosus, nitrat
rediiksiyonunun 6nemsiz oldugu nitrit ile yapilan sucuklarda renk ve aroma iizerine
olumlu etkide bulunur (168).

Son on yilda gidalarda saprofit ve patojen mikroorganizmalarin dldiiriilmesi
icin laktik asit bakterilerinin kullanilmasina yonelik genis aragtirmalar yapilmaktadir.
Optimum laktik asit fermantasyonu ic¢in fermente edilebilir uygun karbonhidrat
ilavesi ve istenen laktik asit iiretimi i¢in starterlerin hizla ¢ogalmasi gerekmektedir.
Bunlara ilaveten et iiretiminde laktik asit bakterilerinin koruyucu etkilerinin farkli

faktorlere bagli oldugu bilinir (83).
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1.1.4. Probiyotik Starter Kiiltiirler

Probiyotik: Probiyotikler, genellikle konak tarafindan sindirildiklerinde
saglik tizerine yararli etkiler gosteren canli mikroorganizmalar (bakteriler ve
mayalar) olarak tanimlanirlar. Ozellikle fermente siit iiriinleri basta olmak iizere ¢ogu
gidada kullanilirlar. Ancak bunun yani sira tablet seklinde de kullanimlar1 soz
konusudur. Yeni izole edilen veya modifiye edilen mikroorganizmalarin
giivenilirlikleri ve risk/yarar oranlar1 iyi belirlenmelidir. Gidalarda laktik asit
bakterilerinin kullanim1 uzun bir ge¢mise sahiptir. Lactococcus ve Lactobacillus
cinslerinin iiyeleri cogunlukla ve genel olarak giivenli kabul edilir (GRAS) statiide
degerlendirilir. Buna karsin Streptococcus, Enterococcus ve laktik asit bakterilerinin
diger cinsleri firsat¢1 patojenler igerir. Laktik asit bakterileri ¢ogu antibiyotiklere
kars1 direnglidir. Bununla birlikte direnclilik ¢ogu olgularda aktarilabilir nitelikte
degildir ve firsat¢1 infeksiyonlarla ilgili, laktik asit bakterileri de dahil olmak iizere
tirlerin biiyiikk bir kismi klinik olarak kullanilan antibiyotiklerin ¢ogunluguna
duyarhidir (140).

Laktik asit bakterilerinin gastrointestinal sistemdeki olumlu etkilerini
muhtemelen iki farkli mekanizmaya baglamak miimkiindiir. Birincisi, laktik asit ve
bakteriyosin gibi antimikrobiyel etkili bilesikler olusturmalaridir. ikinci etken ise
bagirsak mukozasinda patojenlerin tutunamayacagi bariyerler olusturmalaridir (45).

Tablo 6’da probiyotik kiiltiirlerin tagimasi gereken 6zellikler verilmistir (121).
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Tablo 6. Probiyotik Kiiltiirlerin Tasimas1 Gereken Ozellikler (121).

Kiriter Etkisi
Asite tolerans Duodenum ve mideden gegerken canli kalabilme
Safraya tolerans Ince bagirsaklardan gegerken canli kalabilme
Asit tiretimi Bagirsaklarda asit bariyerleri olugturabilme

Antimikrobiyel etkili bilesikler | Patojenlerle rekabet

uretebilme

Bagirsak epitelyum hiicrelerine | Etkili bir kolonizasyon ve diger bakterilerin

tutunabilme epitelyuma tutunmasini engelleme

Istya tolerans Gidaya uygulanan teknolojik islemlerden en az

hasar gérme

Gida antimikrobiyellerine Gida tiretiminde kullanilan antimikrobiyellerden

tolerans etkilenmeme

Intestinal mikroflorada degisiklige ihtiyag duymayan, kolonize olan ya da
gastrointestinal kanala gecici olarak kolonize olan mikroorganizmalar olarak
tanimlanan probiyotikler gastrointestinal sistemde gecis boyunca ya da lokal bir
alanda olusturduklar1 etki i¢in kullanilabilir. Bu tanima gore probiyotikler canli
olarak viicuda alimmalidir. Herhangi bir pastorizasyon ya da diger islemlerle inaktif
hale gelmemis olmalidir. Ozel olarak belirli bir say1 belirtilmemesine ragmen genel
olarak viicuda giinliik alinan bakteri sayis1 en az 10° kob olmalidir. Probiyotiklerin
insan saglhigmna yararlar1 birgok calisma ile belirlenmistir. Probiyotik olarak
kullanilan mikroorganizmalar bircok farkli cinsten elde edilebilir. En yaygin
kullanilan probiyotik suslarin hemen hepsi laktik asit bakterilerinin iiyesi olan
Lactobacillus, Enterococcus ve Bifidobacterium’lardir. Ozellikle Lactobacillus’larin
probiyotik olarak kullanimi ¢ok yaygindir. Tablo 7°de probiyotik olarak kullanilan

mikroorganizmalar ve saglik lizerindeki etkileri verilmistir (126).




Tablo 7. Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar ve
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Saglik Uzerindeki

Etkileri (126).
Cins Tiir Saghga Yaran Referans
Lactobacillus acidophilus | Antibiyotik kullanimma bagli | Black ve ark.1991
ishallerde azalma
casei Rotaviriis ishallerinde azalma, | Sugita ve Togawa
Mesane kanserinde yiizeye | 1994, Aso ve ark.
yayllmayl azaltma, immun | 1995, Nagao ve
sistemi giiclendirme. ark.2000
crispatus
fermentum
johsonii Agiz asilarinin etkisini Link-Amsteret ve
arttirma, H. pylori’nin ark. 1994, Felley ve
kolonizasyonunu azaltma. ark. 2001
paracasei
plantarum Bagirsak enfeksiyonlarinin | Niedzielin ve ark.
semptomlarmi  ve ~ LDL- | 2001, Bukowska ve
kolesterol seviyesini azaltma. ark.1998
reuteri Rotaviriis ishallerinde azalma | Shornikova ve
ark.1997
rhamnosus | Rotaviriis ishallerinde azalma, | Guandalini ve ark.
immun sistemini gili¢lendirme, | 2000, Gupta ve ark.
bagirsak enfeksiyonlarmin | 2000, Kalliomakiet
semptomlarini azaltma, alerjiyi | ve ark. 2001
onlemek ve tedavi etme. Majama ve Isolauri
1997
salivarius Bagirsak enfeksiyonlarinin | Mattila-Sandholm
semptomlarini azaltma. ve ark. 1999
Bifidobacterium | brevis Bagirsak enfeksiyonlarinin | Brigidi ve ark.
semptomlarini azaltma. 2001
longum
lactis Alerji  tedavisi,  Rotaviriis | Isolauri ve ark.
ishallerinde azalma, seyahat | 2001, Saavedra ve
ishallerinin goriilme sikligini | ark. 1994, Black ve
azaltma, ag1z asilarinin etkisini | ark.1989
arttirma. Link-Amster ve
ark. 1994
Enterococcus Sfaecium
Saccharomyces | cerevisiae Bagirsak iltihaplarinin | Guslandi ve ark.

yenilemesini azaltma.

2000
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Prebiyotikler: Prebiyotik terimi ‘“kolon bakterilerinden birinin veya bir
kismmnin ¢ogalmasini ve/veya aktivitesini etkileyerek yararli bir etki olusturan,
sindirilemeyen gida katki maddesi” olarak tanimlanmistir. Fruktooligosakkaritler,
inulin, galaktooligosakkaritler, laktuloz, laktitol 6rnek olarak verilebilir (55).

Insan bagirsak sistemine yerlesik halde bulunan Bifidobacterium'lar ve
Lactobacillus’larin sayilarmi arttiracak nitelikte prebiyotikler ve uygun substratlarin
tanimlanmasi, her ne kadar konuya iliskin yapilmis yeni c¢aligmalar bulunsa da
olduk¢a zor bir konudur. Daha 6nce yapilmig ¢aligmalar ve deneyimleri temel alarak

bu konuda asagidaki noktalar g6z 6niine alinmalidir (139).

1. Prebiyotik bilesiklerin yavas emilebilir ya da emilemez nitelikte dogal ya da
dogaldan derive edilmis olmalar1 istenir.

2. Bifidobacterium’lar ve laktik asit bakterileri ¢ogunlukla tiremelerini tesvik eden
fruktooligosakkaritler, laktuloz ve laktitolu yikimlayabilir.

3. Fekal pH’daki azalma, her substrat i¢in genellikle istenilen bir Ozelliktir ve
bagirsak sagligini tesvik eder. Ayni zamanda saglikli bir mikro-ekoloji dengesi
saglar.

4. Lactobacillus’lar ve Bifidobacterium’larin tesvik edilmesi agisindan substratlarin
kombine kullanimi1 daha ¢ok tercih edilir.

5. Prebiyotik substratlarin patojenlerin aktiviteleri ve viriilanslar1 tizerine etkileri
degerlendirilmelidir.

6. Diyetteki prebiyotik komponentler, intestinal mikroflora ve bunun metabolik
fonksiyonlarimi etkileyen ve “Kolonik Besinler” olarak da adlandirilan insan

kolon mikroflorasini selektif bir sekilde modifiye etmek iizere kullanilabilir.

Sinbiyotikler: Sinbiyotik; probiyotik ve prebiyotik kombinasyonuna verilen
addwr. Bifidobacterium’lar + Fruktooligosakkaritler, Lactobacillus’lar + laktitol,
Bifidobacterium’lar +  galaktooligosakkaritler seklindeki gruplandirmalar 6rnek

olarak verilebilir (96).
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1.1.5 Genetigi Modifiye Edilmis Laktik Asit Bakterileri

Gen teknolojisindeki gelisme ve ilerlemeler, yeni gen aktarma ya da
metabolik fonksiyonlar1 degistirme gibi yollarla, laktik asit bakterilerinde
modifikasyonlara olanak saglamaktadir. Bu modifikasyonlar, gida teknolojisinde
ilerlemenin yolunu acabilir. Bakteriler, teknolojik uygulamalara daha iyi uyum saglar
ve bu sayede organoleptik ozelliklerin daha iistiin olmasina veya teropatik molekiiller
iireten bakterileri kapsayan yeni uygulamalarm kullanimina olanak saglayabilir.

Laktik asit bakterilerinin genetik 6zelliklerine olan ilginin dikkat ¢ekici bir
sekilde artigi, bu bakterilerin metabolizmalarini analiz ve modifiye etmeye yonelik
oldukga farkli genetik yontemlerin gelistirilmesinin yolunu agmistir. Bu alanda
ozellikle laktik asit bakterileri i¢in bir paradigma halini alan Lc. lactis tirleri ile
ilgilenilmistir. Ancak bugiin endiistriyel anlamda diger laktik asit bakterileri de saha
kapsamia alimmistir. Kullanilan sistemler; klonlama, kromozom modifikasyonu ve
ekspresyon sistemleri olarak siiflandirilabilir.  Gen dizilimi  degistirilmis
Lactobacillus’larin dogal suslarina gore daha diisiik pH degerlerinde gelismeye ve
daha hizli laktik asit liretmeye adaptasyonu saglanabilmektedir. Bu gelismeyle
fermantasyonda kullanilacak mikroorganizmalarin bir¢ok 6zelligi degistirilerek hem
ekonomik hem de hizli fermente gida iiretimi miimkiin olabilecektir. Bu konuda
calisan arastirmacilar, gen diziliminin degistirilmesi prosediiriiniin endiistriyel
mikroorganizmalarin tolerans ya da diger kompleks fenotiplerinin gelistirilmesinde
hem hizli hem de kullanislt olacagini belirtmislerdir (133).

Genetik modifikasyon uygulamalarinda avantajlar ile birlikte dezavantajlar ve
risklerde g6z 6niinde bulundurulmalidir. Bu konuda temel olarak en azindan su {i¢
konu tizerinde titizlikle durulmalidir; yeni genlere ait iiriin glivenli midir, yeni genler
yeni konakta istenmeyen fonksiyonlarm yolunu agabilir mi, yeni genin transfer

edilmesi halinde bir tehlike olusabilir mi? (133).
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1. 2. LAKTIiK ASIT BAKTERILERININ SINIFLANDIRILMASI VE
IDENTIFIKASYONLARI

Stitte bakteri varlig ilk olarak 1659 yilinda Kircher tarafindan belirlenmistir.
Bunun ardindan, 1780 yilinda Scheele, siitiin eksimesinde temel rol {istlenen laktik
asiti tammmlamistir. Bu kesfi izleyen yillarda, laktik asit bakterilerinin gida ile olan
etkilesimleri bilim adamlarmin ilgisini ¢eken bir konu olarak giincelligini korumus,
bu baglamda 1857 yilinda Pasteur tarafindan siitiin eksimesinin mikroorganizma
iiremesinden kaynaklandig belirtilmistir. Bunu takiben 1867 yilinda Martin, peynirin
olgunlagsmasimnin alkolik, biitirik ve laktik fermentasyona benzer oldugunu ileri
stirmiistiir. Bu gelismelerin akabinde 1873 yilinda Lister tarafindan saf bakteri
kiltiri seklinde Bacterium lactis (Lactococcus lactis) izole edilmistir. 1900’lerin
baslarinda bilimsel ve teknolojik gelismelerin Onciiliigiinde, laktik asit bakterileri
kavrami, bir grup mikroorganizma i¢in tanimlanmistir. Bu dogrultuda 1907 yilinda
E. Metchnikoff ve arkadaslar1 tarafindan, yogurt bakterilerinden biri olan
Lactobacillus bulgaricus izole edilerek isimlendirilmistir. Arastirma sonuglarmin
katkilariyla gidalarda begenilen lezzetin laktik asit bakterilerinin etkilesimi sonucu
oldugu ortaya ¢ikmustir (88, 150).

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de Boone ve Castenholz
(17)’un belirttigi siniflandirmaya gore laktik asit bakterileri; Firmicutes subesinin
Bacilli smifina tliyedirler. Bu snifin ikinci takimi Lactobacillales’dir. Takimda 6
familya yer almaktadwr. Lactobacillaceae, Aerococcaceae, Carnobacteriaceae,
Enterococcaceae, Leuconostoaceae, Streptococaceae. Familya igerisinde en onemli
laktik asit bakteri cinsleri Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Carnobacterium, Tetragenococcus ve

Bifidobacterium’dur (97).
1.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri
Laktik asit bakterileri Gram pozitif, fakiiltatif anaerobik, sporsuz, cubuk, kok

veya kokobasil formda, oksidaz ve katalaz negatif, nitrat rediiksiyonu negatif,

jelatinaz negatiftir. Ureme 1silar1 2-53°C olup genellikle 30-40°C’de optimum



27

iirerler. Lactobacillus’lar en iyi hafif asidik ortamlarda pH 4,5-6,4’de tiirerler. %5
CO;, konsantrasyonu iiremelerini stimule eder. Suslar genelde zayif lipolitik ve
proteolitiktir. Kompleks besin maddelerinin varliginda tireyebilirler. Enerji kaynagi
olarak fermente edilebilir sekerleri kullanirlar. Heksozu esas olarak laktata
(homofermantatifler) ya da laktata ilaveten asetat, etanol, CO, ve formata
(heterofermantatifler) parcalarlar. Niikleotid, amino asit ve vitaminleri
sentezleyemedikleri i¢in gelismek i¢in riboflavin, folik asit, pridoksal fosfat, piirin ve
primidin bazlar1 ile amino asitlere ihtiya¢ duyarlar. Tiim laktik asit bakterileri

heksozdan laktik asit tiretir (91).

1.2.2. Siiflandirma ve identifikasyon

Laktik asit bakterilerinin identifikasyonlar1 i¢in klasik yontemler ile modern
yontemler kullanilabilmektedir. Son yillarda laktik asit bakterilerinin identifikasyonu
icin artik klasik yontemlerden ziyade modern yontemler olarak adlandirilan genetige
dayal1 metotlar tercih edilmektedir. Ciinkii laktik asit bakterilerinin fizyolojik
ozellikleri baz almarak yapilan klasik identifikasyon hem testlerin ¢coklugu hem de
degerlendirme asamasinda diizenli, standartlasmis bir identifikasyon semasi
olmadigindan ve var olan gsemalarda yeni tiirlerin olmamasindan dolay1 biiyiik
zorluklara neden olmaktadir. Klasik identifikasyon tekniklerinde dncelikle laktik asit
bakterilerinin ayriminda temel olan Gram reaksiyonu ve katalaz testi yapilmaktadir.
Gram pozitif, katalaz negatif olan izolatlar {izerinde Ozellikle mikroskobik
morfolojileri, glukozdan gaz iiretimi ve farkli isilarda iireyebilme yetenekleri
ayrimda Onemli kriterleri olusturmaktadir. Tablo 8’de laktik asit bakterilerinin

ayriminda kullanilan temel testler verilmistir (24).
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Tablo 8. Laktik Asit Bakterilerinin Ayriminda Kullanilan Bazi Testler (24).

Cins Gram Laktik asit Glukozdan | Riboz | Glukonat | Arjinin
Morfolojisi Formu Gaz Ferm. Ferm. Hidrolizi

Homofermantatif
Streptococcus Kok/zincir L(+) - (-*) (D) (D)
Pediococcus Kok/tetrad DL, L(+) - (D) - (D)
Lactococcus Kok/zincir L) - - - (D)
Lactobacillus Basil/zincir | D(-), L(+), DL - (+/-) (+/-) -
Heterofermantatif
Betabacterium Ikili/zincir DL + + + -
Leuconostoc Ikili/zincir D(-) + (D) (-/+) -

(D), Degisken; (+/-), Cogu sus pozitif, fakat negatif olan suslar da olabilir; (-/+), Cogu sus negatif,
fakat pozitif olan suslar da olabilir.

Orla ve Jensen 1919 yilinda, Lactobacillus’lari, glukoz fermantasyonu
boyunca sekillenen laktik asitin miktarin1 temel alarak homofermantatif ve
heterofermantatif olarak, biyokimyasal reaksiyonlar1 ve iireme 1silarini esas alarak da
(Thermobacteria, Betabacteria ve Streptobacteria) ii¢ grupta siiflandirmislardir.
Yaygin olarak kullanilmakta olan bu smiflandirmada iireme 1sis1, pentozu fermente
edebilme, glukozdan ya da glukonattan CO, iiretebilme, tiyamine ihtiyac,
fermantasyonun homofermantatif ya da heterofermantatif tipi, fruktozu mannitole
indirgeme, arjinin hidrolizi gibi test sonuglar1 esas alinir (24, 91). Sekil 1°de laktik

asit bakterilerinin identifikasyon semasi verilmistir (143).

Lactobacillus

Orla ve Jensen 1919 yilinda, Lactobacillus’larin smiflandirilmasinda tireme
isilarin1 ve fermantasyon tiplerini temel alarak bir gruplandirma yapmistir. Bu
siiflandirmada Lactobacillus’lar 3 gruba ayrilmistir (91).

Grup I: Obligat Homofermantatif Lactobacillus’lar: EMP yolu ile heksozu
fermente eden fakat pentoz veya glukozu fermente etmeyen gruptur.
Thermobacterim’lar bu grup tiyeleridir.

Grup II: Fakiiltatif Heterofermantatif Lactobacillus’lar: Heksozu EMP
yoluyla fermente ederler ya da baz tiirler glukozdan laktik, asetik ve formik asit ile

etanol olustururlar. Streptobacterium’lar bu grup tiyeleridir.
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Grup III: Obligat Heterofermantatif Lactobacillus’lar: Heksozu fermente
ederek laktik ve asetik asit, etanol ve CO, olustururlar. Pentozu fermente ederek

laktik ve asetik asit olustururlar. Betabacterium’lar bu grup tiyeleridir.

Carnobacterium

Et laktikleri olarak da isimlendirilen Carnobacterium’lar laktik asit
bakterilerinin siniflandirilmalarinda yeni {tyelerdir. Balik, tavuk eti ve vakum
ambalajlanmis etlerden izole edilen fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri birbirine
cok benzeyen atipik laktik asit bakterileri yeni bir gruplandirma ile Carnobacterium
ad1 altinda toplanmistir. Bu grubun en ayrit edici 6zelligi ise tipik Lactobacillus’larin

ireyemedigi Asetat Agar (pH 8,5-9,0 ve pH 5,4)’da {ireyebilmeleridir (31, 67).

Streptococcus

Streptococcus cinsi 6 grupta incelenmektedir (Lancefield’s semast).

Piyojenik Streptococcus: Hiicre duvarlarinda polisakkarit antijeni iceren,
Kanli Agar'da B-hemoliz yapan Streptococcus’lar bu gruptadwr. Hemolitik
Streptococcus’lar insanlar ve hayvanlar i¢in patojeniktir (138).

Oral (Viridans Grup) Streptococcus: Insanlarin ve hayvanlarin iist solunum
yollarinda ve agiz boslugunda siklikla bulunan gruptur (68).

Enterococcus: Insan ve sicakkanli hayvanlarmn intestinal sisteminde bulunan
tiirlerdir. Grup D antijenlerini i¢erdiginden smiflandirmada Grup D olarak gecerler.
Enterococcus’lar  %6,5 NaCl ve pH 9,6’da {ireyebilmeleri ile diger
Streptococcus’lardan ayrilirlar (113).

Lactococcus: Laktik Streptococcus’lar bu grupta yer alir. % 6,5 NaCl ve pH
9,6’da iireyemezler. Hareketsiz ve mezofiliktirler. N grup Streptococcus’lar olarak
adlandirilirlar. 10°C’de {irerler, fakat 45°C’de iireyemezler. Homofermantatif
bakterilerdir (114).

Diger Streptococcus:  Yapilan  smiflandirmanin  disginda  kalan

Streptococcus’lar bu grubu olusturur (69).
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Laktik Asit Bakterileri [Gram pozitif, Katalaz negatif]

Glukozdan Gaz Olusturma

) H)
v Il ()  Arjinin (4
Kok Cubuk
Lactobacillus lD laktat DL l
(+) Tetrad (-) Homofermantatif Kok Cubuk
Pediococcus Kokoid

(-) 15°C (+)| Leuconostoc

Thermobacterium
v
il Lactobacillus
Streptobacterium (heterofermantatif
il = Betabacterium)

(-) 45°C ()

| 16'c—l l "%6,5NaCIl
(+) ) ) (+)

Lactococcus  Streptococcus Enterococcus

Sekil 1. Laktik Asit Bakterilerinin Identifikasyon Semasi (143).
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Vagococcus
Grup N Streptococcus’larin (Lactococcus) hareketli olan iiyeleri yeni bir

gruplandirma ile Vagococcus olarak isimlendirilmistir (30).

Pediococcus

Homofermantatif laktik asit bakterileridir. Pediococcus’lar diger laktik asit
bakterileri ile  mikroskobik  morfolojilerinden  faydalanilarak  ayrilirlar.
Pediococcus’lar mikroskopta dortlii kiime halinde kok seklinde goriiliirler. Bu
gorlinlimleri ile Micrococcus’lar ile karistirilabilse de Micrococcus’larin tuza olan
toleranslari, diisitk miktarda laktik asit tiretmeleri ve seker yoklugunda iireyebilme

ozellikleri dikkate alinarak ayrim yapilabilir (53).

Tetragenococcus

Pediococcus halophilus diger Pediococcus’lardan, ozellikle %18 NaClI
konsantrasyonlarinda gosterdigi iireme ile farkli 6zellikler gostermektedir. 16S rRNA
dizilimi ile diger tiim Pediococcus’lardan ayrilmaktadir. Ayrica biyokimyasal olarak
tuza da oldukg¢a dayaniklidir. Bu nedenle bu tiir, tekrar yapilan bir smiflandirma ile

yeni bir cins olan Tetragenococcus cinsi igerisinde yer almistir (33).

Leuconostoc

Gaz olusturan laktik asit bakterileri olarak da tanimlanabilir. Kok seklindeki
heterofermantatif laktik asit bakterileridir. Diger heterofermantatif laktik asit
bakterilerinden (Betabacterium), arjinini hidroliz edememeleri ve mikroskobik

goriintimlerinde kok sekilleri ile ayrilirlar (52).

Weissella
Collins ve ark. (32), Leuc. mesenteroides ve benzer tiirleri yeni bir
smiflandirma ile Weissella ad1 altinda toplamis ve fermente sucuklardan Weissella

hellenica adinda yeni bir tiir identifiye etmislerdir.
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Oenococcus

Dicks ve ark. (44), fizyolojik 6zellikleri bakimindan, pH 4,8 de iireyebilme,
%10 etanol igeren besiyerinde iireyebilme gibi farkli 6zellikleri ve genetik agidan
farkli ozellikleri ile diger Leuconostoc'lardan ayrilan Leuconostoc oenos’u

Oenococcus adin1 verdikleri yeni bir cins igerisinde siiflandirmiglardir.

Laktik asit bakterilerinin identifikasyonunda en Onemli ve ilk asama
mikroskobik morfolojileridir. Kok, cubuk, zincir, tetrad, kokobasil sekilde yapilan
gruplandirmalardan sonra tolerans testleri uygulanir. Tolerans testlerinde ise MRS
Broth icinde farkli pH degerlerinde, farkli 1s1 degerlerinde ve farkli tuz
konsantrasyonlarinda tireme kontrol edilir. Bu kriterler géz 6niinde bulundurularak
genel bir gruplandirma ile laktik asit bakterileri cins bazinda ayrilmis olur.

Laktik asit bakterilerinin klasik yontemlerle identifikasyonunda karbonhidrat
fermantasyon testleri biiyiikk onem tasimaktadir. Ozellikle tiir bazinda yapilacak
identifikasyonda  karbonhidrat  fermantasyon  testleri  olmaksizin  klasik
identifikasyonun yapilmasi miimkiin degildir. Bu ydntemde c¢ok fazla sayida
karbonhidrat degerlendirilmeye alinmaktadir. Bu amagla gelistirilen bir sistem olan
API 50 CHL test kitleri bu ihtiyac1 karsilamaktadir. Uygulamisinin kolayligi ve
sonuglarin  bilgisayar programi ile degerlendiriliyor olmast teste avantaj
kazandirmaktadwr. Fakat degerlendirmede yeni identifiye edilen tiirlerin
fermantasyon profilleri de dikkate almmalidir.

Karbonhidrat fermantasyon testinin prensibi ve yapilisi bellidir. Test edilecek
karbonhidratlar1 ve indikatdr boyay1 iceren sivi besiyerine izolatlar inokiile edilip
yiizeyi mineral yag ile kapatilarak 3-5 giin inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi
besiyerinde sar1 renk pozitif sonug olarak degerlendirilmektedir (91).

Karbonhidrat fermantasyon testleri i¢in {iiretilen ticari kitlerin benzer sekli
enzimler i¢in de gelistirilmigtir. Laktik asit bakterilerinin enzim profillerinin
¢ikarilmasinda API-zym enzim Kkitleri kullanilabilmektedir. Bu kitlerle ¢cok sayida
enzim test edilebilmektedir.

Laktik asit bakterilerinin identifikasyonunda kullanilan bir diger dnemli test
ise tretilen laktik asitin stereoizomer formunun belirlenmesidir. Manome ve ark.

(107), yaptiklar1 ¢aligmalarinda enantiomerik resolusyon kolonu kullanarak HPLC
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teknigi ile stereoizomerlerin tiplerinin kolaylikla ve hizli bir sekilde ayirt
edilebilecegini belirtmiglerdir. Bu ayrimda L- form / D- form seklinde laktik asitin
izomerleri belirlenerek identifikasyonda biiyilkk bir kolaylik saglanacagmi
vurgulamislardir.

Laktik asit bakterileri izolasyonunda All Purpose Tween Agar (APT Agar),
Rogosa Agar, De Man Rogosa Sharpe Agar (MRS Agar), modifiye Chalmers Agar
(167) kullanilabilmektedir (91). Sezer ve Giiven (145), kefirin laktik asit bakteri
florasini belirlemeyi amagladiklar1 ¢aligmalarinda laktik asit bakterilerinin izolasyon
ve identifikasyonu i¢cin MRS Agar ve M17 Agar’in selektifliginin az oldugunu ve bu
besiyerlerinin izolasyon i¢in uygun olmadigini belirtmislerdir. Vanos ve Cox (167),
laktik asit bakterilerinin sayisinimn belirlenmesi ve izolasyonu i¢in MRS ve M17
Agar’a gore ¢ok daha selektif ve basarili bir agar olarak gelistirdikleri modifiye
Chalmers Agar’1 6nermislerdir.

Ister klasik identifikasyon ister modern ydntemlerle identifikasyon yapilsin
her iki sekilde de identifiye edilmis susun teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi de
¢ok dnemlidir. Ozellikle gida sanayinde starter kiiltiir olarak kullanilacak ise mutlaka
teknolojik ozelliklerinin de belirlenmesi gerekir. Bu 6zellikler arasinda proteolitik
aktivite, amolitik aktivite, lipolitik aktivite, ¢esitli enzim profilleri, ekzopolisakkarit
olusturma, antagonistik aktivite ve biyojenik amin sekillendirme (amino
dekarboksilaz aktivitesi) gibi Ozellikler belirlenmelidir. Boylece susun probiyotik
karaktere sahip olup olmadigi da bilinmis olur.

Laktik asit bakterilerinin fenotipik ve genetik identifikasyonu i¢in kullanilan
yontemler, kiiltiirel ve kiiltlirel olmayan yontemler olarak da smiflandirilabilir.
Kiiltiirel yontemler incelendiginde fenotipik metotlar, genotipik metotlara gére daha
ucuzdur. Bu ydntemler icin minimunize edilmis ticari kitler (API, BIOLOG)
mevcuttur. Fenotipik yontemlerin identifikasyon i¢in daha pratik oldugu bilinse de,
benzer fenotipik 6zellikteki suslarin ayrimi kolay olmasma karsin genotipi benzer
suslarin ayriminda, fenotipik Ozellikleri baz alan yontemler hatali sonuglar
vermektedir. Bu nedenle laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve identifikasyonunda,
genotipik Ozelliklerin temel alindigi yontemler tercih edilmektedir. Laktik asit
bakterilerinin identifikasyonu i¢in laboratuvarlarda kullanilan rutin analizlerde

fenotipik analiz yOntemlerinin uygulanabilirligi daha kolaydir. Bu metotlar
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morfolojik ve fizyolojik 6zellikler, karbonhidrat fermantasyonu ve protein profilinin
belirlenmesi yontemlerini kapsar. Cogu zaman fizyolojik analizler karbonhidrat
fermantasyonunun belirlenmesi i¢in kullanilan ticari olarak tiretilmis kitlerle birlikte
kullanilirlar. Diger fenotipik teknikler (organik asitlerin ince tabaka kromotografisi
ile belirlenmesi, yag asitlerinin metil esterlerinin analizi) identifikasyon i¢in
kullanilsa da basar1 sinirlidir. Bu nedenle basarili bir identifikasyon i¢in fenotipik
tekniklerin kombine kullanimi uygulanmalidir (157).

Laktik asit bakterilerinin fenotipik 6zelliklerinin temel alind1g1 identifikasyon
yontemlerinde problemlerle karsilasilmaktadir. Bunlar arasinda en ¢ok karsilasilan
sorun tiirlere ait fenotipik 6zelliklerin bazi suslarda degisiklik gdostermesidir. Diger
onemli bir sorun ise fenotipik olarak ¢ok benzer olan suslarin genotiplerinin oldukca
farkli olmasidir. Biiylik sayilarda izolatlarin identifikasyonunda, bu ciddi bir sorun
olusturmaktadir.  Diger  bakteri  gruplarmin  identifikasyon semas1 ile
karsilastirildiginda, laktik asit bakterilerinin belirlenmis ¢ok sayida tiirii mevcut
oldugundan ve bu tiirlere ait gegerli bir identifikasyon semasi1 olmadigindan gergek
sorunlarla karsilagilmaktadir. Bilinmeyen bir mikroorganizmanin, identifikasyon
semasindaki fenotipik 6zellikler kullanilarak karsilagtirma ile identifikasyonu ¢ogu
zaman basarisizlikla sonuglanmaktadir. Bu tiir identifikasyon semalarinda 6zellikler
belirlidir. Bir mikroorganizma ya Gram negatiftir ya Gram pozitiftir veya bir tiir i¢cin
belirli bir seker fermantasyonu ya negatiftir ya pozitifti. Fakat laktik asit
bakterilerinin identifikasyon semalar1 incelendiginde zayif negatif, zayif pozitif veya
degisken seklinde ibarelerle karsilasildig1 gibi tiir bazinda pozitif olan bir 6zellik alt
tirlerde negatif olabildiginden bu bakteri grubu icin fenotipik Ozelliklerle
identifikasyon oldukg¢a zorlu bir istir (38).

Cogu genotipik yontem ise Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) analizi
temeline dayanir. Stiphesiz ki; bu yOntemlerin en onemli avantajlarmdan biri,
mikroorganizmalarin iireme kosullarindaki degisikliklerden bagimsiz olmalaridir.
Genotipik teknikler, tiir diizeyinden sus diizeyine degisen oranlarda ayrim giiciine
sahiptir. Laktik asit bakterilerinin ileri teknikler ile identifikasyonunda ilk sirayr PCR
almaktadir. PCR ile laktik asit bakterilerinin identifikasyonunu klasik yontemlere
gore ¢ok daha giivenilir ve hizli bir sekilde yapilabilmektedir. Kullanilan diger

yontemler arasinda Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP),
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rDNA’nin  Restriksiyon Analizi

(ARDRA),

Pulsed Field Jel
Elektroforezi (PFGE), amino asit dizilimi sayilabilir. Ozellikle DNA’y1 temel alan

yontemler ¢ok giivenilir kabul edilmektedir. Tablo 9°da laktik asit bakterilerinin

identifikasyonunda kullanilan teknikler verilmistir (157).

Tablo 9. Laktik Asit Bakterilerinin identifikasyonunda Kullanilan Teknikler (157).

Teknik Prensip Is Ayrim Tekrar | Kaynak
Yiikii Basarisi Edilirlik
Fenotipik Yontemler
Morfolojik Mikroskobik analiz Diisiik Cins Orta Gonzalez
analizler seviyesinde ve ark.
2000
Fizyolojik Ureme o6zellikleri, Orta | Cins seviyesi | Diigiikk | Corsetti ve
analizler basit testler ve daha ark. 2001
diisiik
Biyokimyasal Fermantasyon ve Diisiik Cins veya Orta Muyanja
karakterizasyon | asimilasyon (API, tiir ve ark.
BIOLOG) seviyesinde 2003
Protein profili Hiicresel proteinlerin | Yiiksek Tiir Yiiksek | Leisner ve
elektroforezi seviyesinde ark. 2001
(SDS-PAGE)
Genotipik Metotlar
Spesifik Grup-spesifik Diisiik Primere Yiiksek | Numura
primerler primerlerle PCR bagli ve ark.
2002
Sequens Gen sequensinin Yiiksek | Cinsten tiire | Yiiksek | Booysen
belirlenmesi kadar ve ark.
(16S rDNA)
PRFL DNA’nin restriksiyon Orta Tiirden susa | Yiiksek | Giraffa ve
enzim analizi ya da kadar ark. 2002
PCR amplifikasyonu
AFLP REA ile PCR Yiiksek | Tirdensusa | Yiksek | Giraffa ve
amplifikasyonu kadar Neviani
kombinasyonu 2000
RAPD - PCR | Random Primer PCR Diistik | Tiirden susa Diisiik | Booysen
kadar ve ark.
2002
Rep-PCR Tekrarlayan sekanslar1 | Diigiik | Tiirden susa | Yiiksek | Geversve
hedefleyen PCR kadar ark. 2001
PFGE REA ve Pulsed-Field | Yiiksek Sus Yiiksek | Ventura
Jel elektroforezi seviyesinde ve Zink
2002
Ribotyping REA ve Yiiksek | Tiirdensusa | Yiiksek | Lyhsve
oligoniikleotitlerin kadar ark. 2002
problarla ile
belirlenmesi
Hibridizasyon | Isaretli problar ile Yiiksek | Cinsten tiire | Yiksek | Manero ve
problari DNA-DNA kadar Blanch
hibridizasyonu 2002
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Kiiltiirel yontemlerde bakterilerin her zaman kiiltiire edilmesi zor ve zaman
alic1 olabilmektedir. Bu durumlarda hizli ve daha giivenilir bir identifikasyon i¢in
kiiltiirel olmayan yontemler tercih edilir. Gida ortamindaki laktik asit bakterilerinin
cins, tiir ya da sus diizeyinde saptanmalari i¢in en hizli kiiltiirel olmayan yaklagim,
ornekten direk olarak ekstrakte edilen bakteriyel DNA halindeki hedef organizmanin
PCR temelli yontemle saptanmasinda genellikle spesifik primerlerin kullanilmasidir
(157).

Tablo 10’da Lactobacillus’larin identifikasyonunda kullanilan tekniklerin

karsilastirilmast verilmistir (134).

Tablo 10. Lactobacillus’larin  Identifikasyonunda Kullanilan  Tekniklerin
Karsilastirilmasi (134)

Metot Is Yiikii Identifikasyon
Seviyesi

Fiyat | Materyal | Zaman | Cins | Tiir | Sus

FENOTIPIK

Morfolojik

Fizyolojik + + + ++ + +

Biyokimyasal

SDS-PAGE: Coziinebilir Hiicre + + + ++ ++ +

Proteinleri

GENOTIPIK

RAPD-PCR + + + * + ++

Plasmid Demonstrasyonu * * * * + +

Restriksiyon Enzim Analizleri + + + + + +

Pulsed Field Jel Elektroforezi ++ ++ ++ + + ++

DNA-DNA Hibridizasyonu (Dot + + +/+ ++ ++ *

Blot-teknigi)

++, Cok yiksek; +, Yiksek; *, Orta; *, DusUk.
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1.3. LAKTIK ASIiT BAKTERILERININ METABOLIK URUNLERI VE
ANTIMIKROBIYEL ETKIiLERI

Bilim adamlart ve gidacilar 1990’11 yillarda gida giivenligini sorgulayarak
gidalardaki glivenligin ne derece yeterli oldugu ve bu konuda neler yapilabilecegini
arastrmiglardir. Modern teknolojilerin baglamasina ve giivenlik kavramlarinin
(HACCP) gelistirilmesine karsin intoksikasyonlarin ve gida kaynakli hastaliklarin
sayilarindaki artig durdurulamamustir. Diger yandan tiiketicilerin en az islem gérmiis,
kimyasal koruyucu kullanilmadan hazirlanmig, diisiik miktarda asit, seker ve yag
iceren gidalara olan ilgileri giin gegtikce artmaktadir. Bunlarm ¢ogu tiiketime hazir
gidalar ve yeni tipte gidalardir. Bu dogrultuda artik gida sanayi ve teknolojisi insan
sagligini riske etmeyecek, gida raf Omriinii dogal katkilarla uzatabilecek yeni gida
teknolojisine yOnelmistir. Bunlarin basinda ise biyolojik koruyucu olarak da
adlandirilan  koruyucu kiiltiirler ile bunlarin metabolitleri (bakteriyosinler ve
enzimler) gelmektedir (76).

IIk olarak XX. yy’m basinda Eli Metchnikoff, insan sagligma yararli bir
beslenme bileseni olarak, sindirim sisteminde canli kalabilme giiciinde olan laktik
asit bakterileri tarafindan fermente edilen gidalarin kullanimmi 6nermistir. Laktik
asit bakterilerinin biyolojik bir etki giiciine sahip olmalar1 i¢in sindirim sistemini
gecerken canliliklarmi yitirmemeleri ve belli bir aktiviteye sahip olmalar1 gerekir.
Bakteriler ve metabolik iirlinleri 6zellikle enzimleri, mideden asit bariyerlerini,
herhangi bir sekilde degisiklige ugramadan, zarar gérmeden ge¢melidir. Ayn1 sekilde

safra tuzlarinin bilinen zararl etkilerinden de hasar gérmemelidir (93).

1.3.1. Antagonistik Etki

Antagonizm  farkli  biyolojik  faktorlerin  kombine  etkisi  ve
mikroorganizmalarin kendi aralarindaki rekabetleri ile metabolik aktivitelerinden
kaynaklanir. Mayalar ve kiifler dahil olmak tizere 6zellikle laktik asit bakterileri
genellikle “GRAS” olarak kabul edilir. Fermantasyonlarda dominant olan bu floranin

insan saglik riskiyle iligkisi yoktur. Yani saghgi riske etmezler. Bu yararh
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organizmalar patojenlere ve g¢iiriik¢iillere karsi oldukca etkilidir. Laktik fermente
gidalarm sagliga yararli ve giivenli kabul edildigi bilinmektedir (75).

Laktik asit bakterilerinin homofermantatif karbonhidrat metabolizmalarinin
son iriinlerinin gida kaynakli patojen mikroorganizmalara kars1 antagonistik
aktivitesi son on yildir cok detayli olarak arastirilmigtir. Heterofermantatif laktik asit
bakterileri tarafindan heksozun katabolizmasi sonucu olusan esit molarda laktik asit,
asetik asit (veya etanol) ve CO, benzer bir koruyucu ve antagonistik etkiye neden
olur. Bu koruyucu etki, karbonhidrat metabolizmasi sonucunda olusan diisiikk pH
degerlerinden kaynaklanir. Laktik asit bakterileri, metabolizmalar1 sonucu ¢ok diisiik
miktarlarda da olsa hidrojen peroksit ve diasetil iiretirler. Bu maddeler az da olsa
antimikrobiyel etkiye katkida bulunarak gida korunmasinda rol oynarlar (147).

Son bilgilere gore laktik asit, asetik asit, H,O,, bakteriyosin gibi
fermantasyon boyunca iiretilen bir¢ok metabolik iiriin antimikrobiyel 6zellik
gostererek laktik fermente gidalari giivenilir kilmistir (75). Tablo 11°de laktik asit

bakterilerinin antimikrobiyel etkiye sahip metabolik {irtinleri verilmistir (76).

Tablo 11. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyel Etkili Metabolik Uriinleri (76)

Uriin Hedef Mikroorganizma
Organik asit Laktik asit | Putrefaktif ve Gram negatif bakterilerle bazi kiifler
Asetik asit Putrefaktif bakteriler, Clostridia, baz1 mayalar ve kiifler
H,0, Ozellikle proteince zengin gidalarda patojenler ve
curiik¢iil bakteriler
Diisiik Reuterin Bakteri kiif ve mayalara kars1 genis spektrumlu
molekiil agirhikli | Diasetil Gram negatif bakteriler
metabolitler Yag asitleri | Farkli bakteriler
Bakteriyosinler Nisin Bazi laktik asit bakterileri, 6zellikle endospor olusturan
Gram pozitif bakteriler
Diger Gram pozitif bakteriler, bakteriyosin tipi ve {iretici
suslara bagh olarak inhibitdr spektrumu degisir
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1.3.2. Organik Asitler

Laktik asit bakterileri tirettikleri laktaz enzimi ile laktozu pargalayip, basta
laktik asit olmak tizere organik asitler olusturur. Olusan organik asitlerin tiirii ve
miktary, susun iireme sartlarma ve organizmanin tiirline baglhdir. Karbonhidrat
metabolizmalarinda glikolizis’de EMP (Embden-Meyerhof-Parnas) yolunu kullanan
kiiltiirler, homolaktik fermantasyon sonucu son {irlin olarak 1 mol heksozdan 2 mol
laktik asit tiretirler. Heterofermantatif kiiltiirler ise 6-fosfoglukonat yolunu kullanarak
hetorolaktik fermantasyon sonucu, 1 mol laktik asit, 1 mol CO,, 1 mol etanol, (ya da
asetik asit) yaninda formik asit, diasetil ve asetaldehit olusturur (77, 91).

Laktik asit bakterilerinin karbonhidrat metabolizmasi sonucu olusan laktik
asitin etkisiyle pH degeri diiser ve bu diisiis Gram negatif ve Gram pozitif
mikroorganizmalar {lizerinde genis spektrumlu bir antimikrobiyel etki gdsterir (117).
Organik asitlerin antimikrobiyel etkisi ortamin pH’smna ve pKa degerine baghdir.
Laktik asit (pKa= 3,86), asetik asite (pKa= 4,75) gore cok daha giiclii bir
antimikrobiyel etkiye sahip olmasina karsin, iyi tamponlanmis gidalarda asetik asit
disosiye olmayan formu ile ¢ok daha etkili olabilmektedir (2).

Tanmigucht ve ark. (156), Micrococcus luteus, Pseudomonas ssp. ve
Staphylococcus aureus’a kars1 organik asitlerin (laktik, asetik ve propiyonik asit)
antimikrobiyel etkisini test ederek her {i¢ organik asitin de tek basina ayri ayri
antimikrobiyel etki gosterdigini fakat esit konsantrasyonlardaki organik asitlerin
disosiye olmayan formlar1 karsilagtirildiginda, asetik asitin ve propiyonik asitin
antimikrobiyel etkisinin laktik asitin etkisinden ¢ok daha fazla oldugunu
belirtmiglerdir.

Bjornsdottir ve ark. (14), yaptiklar1 ¢caligmalarinda pH’nin ve ¢esitli organik
asitlerin (asetik, sitrik, malik asit ile L ve D-laktik asitin) 5-10 mM
konsantrasyonlarda E. coli O157:H7 iizerine antimikrobiyel etkisini arastirmislardir.
Asitlerin  1-20  mM aras1 konsantrasyonlar1 karsilagtirildiginda en biiyiik
antimikrobiyel etkiyi D-laktik asitin gosterdigi belirlenmistir. Sitrik asitin ise bu
konsantrasyonlarda herhangi bir antimikrobiyel etki gdstermedigi belirtilmistir.
Inhibitdr etkisi olmayan diisiik pH tamponu olarak glukonik asitin kullanildig

calismada, pH 3,2’de segilen organik asitlerin varliginda ve yoklugunda E. coli
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O157:H7 susunun canli kalabilme yeteneginin arastirildig1 ¢aligmada, patojenin pH
3,2 degerine kolaylikla adapte oldugu fakat organik asitlerin ortama ilavesiyle

sasirtict bir gekilde hiicre sayisinin 3 log’dan 2 log’a diistiigli belirlenmistir.

1.3.3. Hidrojen Peroksit

Laktik asit bakterileri, oksijen varliginda, flavoprotein oksidaz enziminin
aktivitesi sonucu hidrojen peroksit iiretir. Laktik asit bakterileri katalaz enzimine
sahip olmadigindan dolayr ortamda biriken H,O,, S. aureus ve Pseudomonas ssp.
gibi mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyel etki gosterir (3). Bakteriyosidal
oksijen, metabolitleri, niikleik asitleri ve hiicre proteinlerini etkileyerek bakteri
hiicrelerinde giiclii bir oksidatif etki yapar (117).

Bakteri membranlarini bozmada etkin rol oynayan bu bilesige en duyarl
olanlar Gram negatif bakterilerdir. H,O, 6zellikle E. coli’de DNA’nin iizerinde
bozulmalara sebep olabilir. Gergekte kromozomik replikasyonu engelleyen
niikleotidik bazlar1 agia ¢ikararak DNA zincirinde kirilmalara meydan verir (93).

Thomas ve ark. (158), oral Streptococcus’lara karst bakteriyel
laktoperoksidazin, H>O,’in ve tiyosiyanatin antimikrobiyel etkilerini karsilastirdiklar1
calismalarinda, tiyosiyanatin ve laktoperoksidazin yoklugunda H,O’in ¢ok biiyilik
bir antimikrobiyel etki gdsterdigini, ii¢liniin kombine kullaniminda ise etkinin ¢ok

daha fazla oldugunu belirtmiglerdir.

1.3.4. Karbondioksit

Heterofermantatif laktik asit bakterilerinin heksozu fermente etmeleri sonucu
karbondioksit olusur. CO, diger metabolik yollarla da olussa bile esas olarak
heterofermantatif laktik asit bakterilerinin heksozu fermente etmeleri siiresince
sekillenir. CO, amino asitlerin (histidin, tirosin) dekarboksilasyonu sonucu da
sekillenmektedir. Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel etkilerine katkida bulunan
CO,, ¢ift antimikrobiyel etkiye sahiptir. Birincisi, gida ortaminda kiifler gibi zorunlu
aerobik mikroorganizmalarin iiremelerini engellemesidir. Ikincisi ise CO;’in kendi

antimikrobiyel etkisidir (3).



41

1.3.5. Diasetil

Heksozun fermantasyonu sirasinda diasetil (2,3-butanediol) olusumu
baskilanir, fakat ortam sartlar1 uygun hale dondiigiinde yani ortamda sitrat benzeri
organik asitlerin varliginda 6nemli miktarda diasetil iiretilir. Sitrat, pruvat yoluyla
diasetile kadar pargalanir (105).

Diasetil Gram pozitiflere kiyasla, Gram negatif bakterilere, mayalara ve
kiiflere kars1 cok daha etkilidir (117). Diasetilin 300—1000 ppm konsantrasyonlarinda
antimikrobiyel aktivite spektrumu genistir. Fakat 2—4 ppm degerlerinde keskin bir
tereyagl aromasi verdiginden dolay: diasetilin koruyucu 6zelligi smirhdir. Laktik
asit bakterinin dogal fermantasyonlarinda g¢ok diisiikk (0,2—1,5 ppm) seviyelerde
diasetil tiretilir (71).

Diasetilin  antimikrobiyel aktivite etki parametreleri tam olarak
bilinmemektedir. Jay (87), Gram negatif bakteriler ile mantarlari, Gram pozitiflere
oranla diasetile karsi ¢ok duyarli oldugunu belirtmistir. Yaptiklar1 denemelerde
diasetilin antimikrobiyel etkisine pH degerlerinin de etki ettigini ve pH < 7’de
antimikrobiyel etkinin arttigini, pH>7’de ise etkinin gittikce azaldigni
belirtmiglerdir. Anaerobik sartlarda Clostridia i¢in diasetilin etkisiz oldugu fakat 200
pg/ml diasetilin antimikrobiyel etkiye sahip oldugunu, 350 pg/ml diasetilin ise
Salmonella, Yersinia, E. coli ve Citrobacter’e kars1 antimikrobiyel etki gdsterdigini

bildirmislerdir.

1.3.6. Diisiik Molekiil Agirhikh Antimikrobiyel Etkili Bilesikler

Laktik asit bakterilerinin tirettigi diisiik molekiil agirlikli antimikrobiyel etkili

bilinen en 6nemli bilesik reuterindir (125).

1.3.6.1 Reuterin: Reuterin; glukoz ve gliserol ya da gliseraldehit karigiminda
Lb. reuteri’nin anaerobik sartlarda iiremesinde, durgun fazda glukozdan NADH+H"
sekillenmesi i¢in bir alic1 olarak hareket eden gliserolden, bir katabolit olarak olusur

(15). Reuterin ya da 3-hidroksipropiyonaldehit, B;, koenzimine bagli olarak
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gliserolden {iretilir. Reuterin, heterofermantatif bir laktik asit bakterisi olan Lb.
reuterii tarafindan salgilanan diisiik molekiil agirhigma sahip, notral pH’l1, yliksek
¢cOzlinlirlige sahip, protein tabiatinda olmayan, ozellikle halk sagligi acisindan
onemli Salmonella, Shigella, Clostridium, Staphylococcus, Listeria ve Candida’ya
kars1 inhibitdr etkiye sahip, genis spektrumlu antimikrobiyel bir maddedir.
Reuterinin antimikrobiyel etkisi muhtemelen riboniikleotit rediiktazi baglayan

substrat1 inhibe ederek, DNA sentezini engellemesinden kaynaklanir (37, 105).

1.3.7. Bakteriyosinler

Ik kez 1925 yilinda Gratia, E. coli’nin bir susunun E. coli’nin diger
kiiltiirlerine kars1 bir madde tirettigini belirtmistir. 1946 yilinda Gratia ve Fredericq
bu maddeyi “Colicine” olarak isimlendirmislerdir. Jacob ve ark. (85), 1953 yilinda
yiiksek spesifik antibakteriyel proteinler i¢in genel bir terim olarak “Bacteriocin”
terimini kullanmislardir. Kolisin terimi, simdi Enterobacteriaceae ile yakm iligkili
tirleri ile E. coli’nin suslar1 tarafindan iretilen bakteriyosidal proteinler i¢in
kullanilmaktadir.

Bakteriyosinler bakteriler tarafindan sentezlenerek ortama salgilanan ve
genelde ilk olarak yakin tiirlerin inhibisyonunda etkili, kisa veya uzun zincirli protein
tabiatinda sekonder metabolit iirlinleri olan antimikrobiyel etkili proteinler ya da
peptitler olup, genellikle gastrointestinal sistemde proteazlarin etkisiyle inaktif hale
gelen c¢ogu kiiciik katyonik molekiillerdir. Genellikle 30-60 amino asit rezidiisii
icerirler (76, 94, 152).

Louis Pasteur ve Robert Koch zamanindan bu yana, cevredeki zararli
mikroorganizmalarin kontrol altina alinmasi ihtiyaci, bilimsel bir gercek olarak
stiregelmistir. 1929°da Alexander Fleeming’in penisilini kesfiyle, tip ve veteriner
alaninda, spesifik hastaliklara sebep olan mikroorganizmalarla miicadelede teropatik
antibiyotiklerin kullanimi baslamistir. Teropatik antibiyotiklerin gidalarda kullanimi
yasaklanmasina karsin, antimikrobiyel veya koruyucu o6zelligi olan antagonistik
katkilarin kullanimi gida giivenligi ve korunmasinda basvurulan bir yol olmaya
baslamustir. Ticari gida koruyucularindan biri de bakteriyosinlerdir. Bakteriyosinler

bakteriler tarafindan iiretilir ve antibiyotik 6zellige sahiptir. Fakat bakteriyosinler,
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insanda alerjiye sebep oldugundan dolayr yasaklanan teropatik antibiyotiklerle
karistirilmamast i¢in antibiyotik olarak isimlendirilmezler (25, 29).

Bakteriyosinler, biyokimyasal 0zellikleri, genetik orijinleri, molekiil
agirhiklari, etki tarzlar1 ve inhibisyon spektrumlar1 farkli olan antibakteriyel protein
gruplaridir (1). Birgok bakteriyosinojenik sus sadece bir bakteriyosin sentezlerken,
bazi suglarin birden fazla (2 veya 3) bakteriyosin sentezledigi belirtilmistir (21, 117,
128).

Laktik asit bakterileri antimikrobiyel aktiviteli protein ve peptit liretme
yetenegine sahiptirler. Biiylik proteinler (>20 kDa), ¢ogunlukla enzimatik aktiviteyle
hedef bakterinin hiicre zarma yonelir. Bakteriyosinlerin hedefi hiicre zar1 olsa da
enzimatik olmayan aktivitelerini kullanarak da hedef hiicre membraninin
biitiinliiglinii bozarak veya hiicre duvarinin sentezini bozarak da etkili olabilmektedir
(162).

Bakteriyosinlerin antimikrobiyel etki tarzi kesin olmamakla birlikte, Gram
negatif bakterileri sinirlamak, Gram pozitif bakterileri ise inhibe etmek seklindedir.
Daha net bilgi i¢in bilesiklerin Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin hiicre
duvarlarinin kompozisyonunun karsilastirilmasi ve detayli bir sekilde incelenerek
bakteriyosinlerin etki tarzlar1 arastirilmaktadir (1). Bakteriyosinlerin antimikrobiyel
aktiviteleri i¢in ilk hedef bakteri hiicresinin sitoplazmik membranidir (1, 76).

Gidalarda kontrolii zor olan ve g¢evrede yaygin olarak bulunan patojenik
bakteriler, L. monocytogenes dahil gida kaynakli hastaliklarda dnemli rol oynayan
Gram pozitif patojenlere karst etkili olan c¢ogu bakteriyosin “GRAS” olarak
nitelendirilen bakterilerden elde edilir. Bu nedenle son 25 yildir bakteriyosinler
tizerine ¢ok sayida aragtirma yapilmis ve bunlarin 6nemi goz ardi edilemez bir hal
almistir. Laktik asit bakterilerince iiretilen bakteriyosinlerin, gidalar1 patojenlere
kars1 korumada gida katki maddesi olarak kullanimi biiyiik ilgi uyandirmaktadir.
Bakteriyosinler heterogenus bir gruptur ve istenmeyen mikroorganizmalara karsi
spesifik antagonist olarak kullanimi ve degerlendirilmesi icin bakteriyosidal
ozellikleri belirlenmelidir. Bakteriyosinlerin gidada etkileri ¢esitli sebeplerden dolay1
siirhdir, ayrica gida katki maddesi olarak bakteriyosinlerin kullaniminda ekonomik
degerleri, kullanim1 engelleyen bir problemdir. Bu nedenle, yapilan c¢alismalar

sadece yeni ve daha etkili bakteriyosinlerle smirli olmayip ayni zamanda
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bakteriyosinlerin optimum ekstraksiyonunun gerceklestirilmesiyle hem biyolojik

hem de ekonomik kolayliklarin belirlenmesi yoniinde ilerlemektedir (25).

1.3.8. Bakteriyosinlerin Siniflandirilmasi

Bakteriyosinlerin tiretimindeki hakim konumlarindan dolay1 Lactobacillus ve
Lactococcus cinsleri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin 6zellikleri siniflandirmada
temel olarak alimmustir. Klaenhammer (95), tarafindan olusturulan smiflandirmaya
gore bakteriyosinler molekiil agirliklari, 1s1 stabiliteleri, enzim hassasiyetleri, etki
mekanizmalar1 ve modifiye amino asit igerikleri esas alinarak 4 gruba ayrilmistir.
Tablo 12’de laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen bakteriyosinlerin

siniflandirilmasi verilmistir (95).

Tablo 12. Laktik Asit Bakterilerinin Urettigi Bakteriyosinlerin Smiflandirilmasi

(95).
Smif | Alt Simf Tanim
I Lantibiyotikler; kiiciik, 1s1ya dayanikli, nadir aminoasitleri igerir
II Lantibiyotik olmayan, kii¢iik (30—100 amino asit), 1s1tya dayanikli
ITA Antilisteriyal aktiviteleri ile pediosin benzeri bakteriyosinler
1B Iki peptit bakteriyosinler
IIC Ozellikleri tam bilinmeyen bakteriyosinler
I Biiytlik (>30kDa), 1s1ya kars1 degisken proteinler
v Glyco- ya da lipit kompleks bakteriyosinler

1.3.8.1. Simif I Bakteriyosinler (Lantibiyotikler): Bu smnif bakteriyosinler
yap1 ve bilesimleri modifiye olmus amino asitleri igerir, bunlar “Lantibiyotik™ olarak
isimlendirilir. Lantibiyotikler yapilarinda lanthionine bulundurduklar1 i¢in bu ismi
almiglardir. Lantibiyotikler, bilinen amino asitlerden farkli olarak lanthionine (Lan),
a-methyllanthionine (MeLan), dehydroalanine ve dehydrobutyrine iceren kiiglik
(<5kDa) 1s1ya dayanikli polisiklik peptitlerdir (25, 27, 162).

Smif I i¢cinde yer alan en yaygin bakteriyosin Lc. lactis ssp. lactis tarafindan

iretilen nisindir. Nisin gida maddelerinde kullanilan GRAS katki maddeleri
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statiisiinde yer alir (37). FAO-WHO’ya bagli Gida Katkilar1 Uzmanlar Komitesi
tarafindan 1969 yilinda gidalarda bir antimikrobiyel olarak kullanilabilirligi
onaylanmistir. Nisin o tarihten bu zamana dek E234 no’lu gida katki maddesi
koduyla 50’den fazla ilkede kullanilmaktadwr. Nisin Gram pozitif
mikroorganizmalara karst olduk¢a etkilidir. Nisinin  Bacillus cereus, L.
monocytogenes lizerinde oldukea etkili oldugu, Clostridium ssp.’nin toksin iiretimini
ve sporlanmasmi engelledigi buna karsin Gram negatif bakteriler, maya ve kiiflere
kars1 etkisiz kaldigi belirtilmistir (41). Gram negatif bakteriler, Gram pozitif
bakterilere gore hiicre duvarlarindaki zayif gecirgenlik 6zelliklerinden dolay1 nisine
kars1 direnglidirler. Fakat Gram negatif bakterilerin hiicre duvar1 gegirgenlikleri
ozmatik basimng, 1s1 uygulamasi, ¢elat kullanimi gibi farkli bir uygulamayla arttirilirsa,
nisin etkili hale gecer (41).

Smuf I, kimyasal striiktlir ve antimikrobiyel aktivitelerine gore, Tip A ve Tip
B lantibiyotikler seklinde 2 alt gruba ayrilir (95).

Tip A lantibiyotikler, duyarl hiicrelerin sitoplazmik membraninda elektrolitik
dengeyi bozarak porlar olusturmak suretiyle etkiyen, vida sekilli katyonik kisa peptit
zincirlerdir. Bu alt gruba giren bakteriyosinlerin igerdigi modifiye amino asit sayis1
3-5 arasinda degismektedir. Tip B lantibiyotikler daha kiigiik globuler peptitlerdir.
Bunlar anyonik veya nétral peptitlerden olusan kiiresel sekilli protein molekiilleridir.
Antimikrobiyel aktiviteleri hedef hiicre metabolizmasinin esansiyel enzimlerinin
inhibisyonuyla ilgilidir. Tamami kisa peptit zincirlerinden olusan tip B
lantibiyotiklerin molekiil agirlhiklar1 1,9—4,6 kDa arasindadir. Spesifik enzimleri
inhibe ederek antimikrobiyel etki gosterirler. Bu gruba giren en Onemli
bakteriyosinler, nisin, lacticin 481, mutacin A ve duramycin bakteriyosinleridir (25,

162).

1.3.8.2. Sinif II Bakteriyosinler: Kiiciik (<10kDa), 30-100 amino asit iceren,
istya dayanikli, lanthionine icermeyen peptitlerden olusan grup Smuf ID’dir.
Smiflandirmada en biiylik gruptur. Yeni identifiye edilen ¢ogu bakteriyosin bu smif
icerisinde yer alir. Bu smif 4 alt gruba ayrilir. Bu smifin en 6nemli alt gurubu olan

IIa alt grubu bakteriyosinler Listeria ssp. lizerindeki inhibitor etkilerinden dolay1
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antilisteriyal  etkili

bakteriyosinler”  olarak

adlandirilmiglardir (27). Tablo 13°de bakteriyosinler ve iiretici tiirler verilmistir (27).

Tablo 13. Bakteriyosinler ve Uretici Tiitler (27).

Bakteriyosin

Uretici Mikroorganizma

Kaynaklar

Simf I (Lantibiyotikler)

Nisin A

Le. lactis

de Vuyst ve Vandamme (1994b)

Nisin Z

Le. lactis

de Vuyst ve Vandamme (1994b)

Lactococcin DR

Le. lactis ADRIA 851030

Dufour ve ark.1991)

Lacticin 481

Lec. lactis CNRZ481

Piard ve ark. (1992)

Lacticin 3147(LtnAl ve LtnA2)

Lc. lactis DPC3147

Dougherty ve ark. (1998)

Streptococcin A-FF22

Strep. pyogenes FF22

Hynes ve ark. (1993)

Salivaricin A

Strep. salivarius 20P3

Ross ve ark. (1993)

Cytolysin (CylL1 ve CylL2)

Enterococcus faecalis

Gilmore ve ark. (1994)

Carnocin UI49

Carnobacterium piscicola U149

Stoffels ve ark. (1992b)

Simf 11

Simif [Ia (Pediocin Benzeri Bakteriyosinler)

Pediocin PA1

P. acidilactici PAC-1.0

Henderson ve ark. (1992)

Pediocin AcH P. acidilactici H Bhunia ve ark. (1988)
Leucocin A-UALI187 Leuc. gelidum UAL187 Hastings ve ark. (1991)
Mesentericin Y105 Leuc. mesenteroides Y105 Héchard ve ark. (1992)
Mesentericin 52B Leuc. mesenteroides FR52 Héchard ve ark. (1999)
Mesentericin B105 Leuc. mesenteroides Y105 Revol-Junelles ve ark. (1996)
Acidocin A Lb. acidophilus TK9201 Kanatani ve ark. (1995)

Bavaricin A

Lb. bavaricus MI1401

Larsen ve ark. (1993)

Curvacin A Lb. curvatus LTH1174 Tichaczek ve ark. (1992)
Sakacin A Lb. sakei LB706 Holck ve ark. (1992)
Sakacin P Lb. sakei LTH673 Tichaczek ve ark. (1992)
Sakacin 674 Lb. sakei LB674 Holck ve ark. (1994a)

Carnobacteriocin BM1

Carnobacterium piscicola

LB17B

Quadri ve ark. (1994)

Carnobacteriocin B2

Carnobacterium piscicola

LV17B

Quadri ve ark. (1994)

Divercin V41

Carnobacterium divergens V41

Meétivier ve ark. (1998)

Enterocin A

Enterococcus faecium CTC492

Aymerich ve ark. (1996)

a, bu bakteriyosinler Smif Ila’ya da dahil edilebilir; b, bu bakteriyosinler iki peptit (smf IIb)

bakteriyosinlere benzemektedir.
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Tablo 13. Bakteriyosinler ve Uretici Tiirler (27). (Devami)

Bakteriyosin |

Uretici Mikroorganizma

| Kaynaklar

Simif IIb (iki-Peptit Bakteriyosinler)

Lactococcin M (LenM ve LenN)

Lc. cremoris 9B4

Van Belkum ve ark. (1991a)

Lactococcin G (LenGa ve LenGb)

Le. lactis LMG2081

Nissen-Meyer ve ark. (1992)

Acidocin J1132 (a,b)

Lb. acidophilus JCM1132

Tahara ve ark. (1996)

Plantaricin S (Plsa ve Plsb)

Lb. plantarum LCPO10

Jimenez-Diaz ve ark. (1995)

Plantaricins EF (PInE ve PInF)

Lb. plantarum C11

Diep ve ark. (1996)

Plantaricins JK (PInJ ve PInK)

Lb. plantarum C11

Diep ve ark. (1996)

Leucocin H (a ve b)

Leuconostoc ssp. MF215B

Blom ve ark. (1999)

Termophilin 13 (ThmA/ThmB)

Strep. thermophilus SPi13

Marciset ve ark. (1997)

Smnif Ilc¢ (Sec-Dependent Bakteriyosinler)

Acidocin B

Lb. acidophilus M46

Leer ve ark. (1995)

Divergicin A

Carnobacterium divergens LV13

Worobo ve ark. (1995)

Bacteriocin 31*

Enterococcus faecalis Y117

Tomita ve ark. (1996)

Enterocin P*

Enterococcus faecium P13

Cintas ark. (1997), Casaus (1998)

Lactococcin 972

Lec. lactis IPLA972

Martinez ve ark. (1999)

Simif I1d (Diger Bakteriyosinler)

Lactococcins A ve B Lc. cremoris 9B4 Van Belkum ve ark. (1991a,b)
Le. lactis WM4 Stoddard ve ark. (1992)
Lc. cremoris LMG2130 Holo ve ark. (1991)
Diacetin B Le. lactis ssp. diacetylactis Ali ve ark. (1995)
Acidocin 8912 Lb. acidophilus TK8192 Kanatani ve ark. (1995)
Peptide A Lb. acidophilus LF221 Bogovic-Matijasic ark.(1998)
Peptide B Lb. acidophilus LF221 Bogovic-Matijasic ark. (1998)
Lactobin A Lb. amylovorous LMG P-13139 Contreras ve ark. (1997)

Lactocin 705

Lb.

casei CRL 705

Palacios ve ark. (1999)

Gassericin B3

Lb. gasseri HCM2124

Tahara ve ark. (1997)

Plantaricin 1.25a

Lb. plantarum TMW1.25

Ehrmann ve ark. (2000),
Remiger ve ark. (1999)

Divergicin 750

Carnobacterium divergens 750

Holck ve ark. (1996)

Carnobacteriocin A

Carnobacterium piscicola LVITA

Worobo ve ark. (1994)

Piscicolin 61

Carnobacterium piscicola LV61

Holck ve ark. (1994b)

Leucocin B-TA33a

Leuc. mesenteroides TA33a

Papthanasopoulos ark. (1998)

Enterocin B

Enterococcus faecium T136

Casaus ve ark. (1997)

Enterocins L50°

Enterococcus faecium 1.50

Cintas ve ark. (1998b)

Enterocin Q

Enterococcus faecium 150

Cintas ve ark. (2000)

Simf 11T

Helveticin J

Lb. helveticus 481

Joerger ve Klaenhammer (1986)

Caseicin 80

Lb. casei B80

Rammelsberg ve ark. (1990)
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Bu alt grubu olusturan biitiin bakteriyosinlerin peptit zincirlerinin N ucunda
Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys (YGNGV) dizisi ortak Ozellikleridir (95). Ila alt
gruba dahil baglica bakteriyosinler olan mesentericin Y 105, sakacin A gibi
bakteriyosinler hiicre membraninda elektrolitik dengeyi bozarak organik fosfatin
disar1 akmasini saglamak suretiyle inhibisyon etkilerini gosterirler (25).

ITa alt grubunu antilisteriyal aktiviteli pediocin benzeri bakteriyosinler
olusturur. Pediocin benzeri peptitler L. monocytogenes dahil Gram pozitif bakterilere
kars1 biiylik bir antimikrobiyel etkiye sahiptir. Pediocinler sporlara kars1 ¢ok etkili
olmamasina ragmen et gibi baz1 gida sistemlerinde nisinden ¢ok daha fazla etkilidir.
Pediocinler fermente etlerin {retiminde kullanilan esas starterlerdir. Ayrica
sebzelerin fermantasyonlarinda da 6nemli gorevler alirlar (1).

IIb alt grubu bakteriyosinler, etkiledikleri hiicrelerin membraninda por
kompleksleri olusturarak inhibitor etkilerini gosterirler. Cogu bakteriyosin ortama tek
bir peptit salgilayarak tam bir antimikrobiyel etkiyi saglayabilirler. Fakat IIb alt
grubunda bulunan bakteriyosinlerin en dnemli 6zellikleri aktiviteleri icin iki peptit
dizisinin ayni anda bulunmasi ve aktiflik gdstermesidir. Bu iki peptit dizisi bireysel
olarak olduk¢a zayif bir inhibisyon etkisi gosterdikleri halde ayni1 ortamda
olduklarinda sinerjist bir etkilesim ile ¢ok daha aktif molekiiller haline
gelmektedirler. Sinerjist aktivite gdsteren peptit dizileri ikililer halinde
adlandirilirlar. Bu alt gruptaki bazi 6nemli bakteriyosinlere ornek olarak enterocin
L50A ve L50B, lactococcin G/G ve M/N, plantaricin EF ve JK verilebilir. Smif II
bakteriyosinleri igerisinde yukaridaki alt gruplara dahil edilmeyen bazi
bakteriyosinler iki ayr1 gruba ayrilarak Ilc alt grubunu olustururlar. Bu alt gruba
dahil bakteriyosinlerin temel yapilar1 birbirine benzemekle birlikte hiicre disma
salgilanmalarinda rol oynayan mekanizma farkindan dolay iki gruba ayrilmislardir.
Yapilarinda sistein icermeyenler Ilc, alt grubunu, peptit dizisinde bir veya iki sistein

amino asiti bulunduranlar ise Ilc, alt grubunu olustururlar (27, 29).

1.3.8.3. Sumf III Bakteriyosinler: Smif III bakteriyosinler ¢ok iyi
tanimlanmamis bakteriyosinlerden ibarettir. Bu grupta biiyiikk (>30kDa) ve 1siya-
degisken proteinler yer alir. Lactobacillus cinsi bakteriler tarafindan iiretilen ve diger

gruplara dahil edilen bazi bakteriyosinlerin bulunmasina karsin bu gruba giren
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bakteriyosinlerin biiylik kismi Lactobacillus cinsi bakteriler tarafindan sentezlenir,
bundan dolay1r bu gruba “Lactobacillus bakteriyosinleri” de denilmektedir. Isiya
dayanikli olanlarin varligina (helveticin J) karsin pek ¢cogu 1stya duyarli olan bu grup
bakteriyosinler 6zellikle gida teknolojisinde ilgi uyandirmaktadir. Acidophilucin A,
Helveticin V-1829 gibi 0Ozellikleri ayrintili olarak belirlenmis bakteriyosinlerle
birlikte reuterin ve reutericin 6 gibi son yillarda giindeme gelen ve 6zellikleri yeni

kesfedilen bakteriyosinler de bu grup igerisinde yer almaktadir (95).

1.3.8.4. Simif IV Bakteriyosinler: Yapilar1 digerlerine gore en kompleks
bakteriyosinler olan bu gruptaki bakteriyosinlerin en 6nemli 6zellikleri, aktiviteleri
icin polipeptit yapisina ilave olarak lipoprotein veya glikoprotein gibi ilave bazi
molekiiler gruplarm gerekli olmasidir. Molekiil agirliklart sinif III bakteriyosinlere
yakin olan bu gruba dahil 6nemli baz1 bakteriyosinler, plantaricin S, lactocin 27 ve
leuconocin S bakteriyosinleridir. Bu sinif hakkinda ¢ok fazla bilgi mevcut degildir

(93).

1.3.9. Smmif I ve Simf IIa Bakteriyosinlerin Aktivite Spektrumu ve
Ozellikleri

1.3.9.1. Aktivite Spektrumlari: Smif [ bakteriyosinlerin inhibisyon
spektrumu olduk¢a genistir. Bu smif sadece Enterococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus ve Streptococcus gibi yakin cinslere degil
ayn1 zamanda L. monocytogenes, S. aureus, Bacillus cereus ve Clostridium
botulinum gibi diger Gram pozitiflere karsi da inhibitor etkiye sahiptir. Nisin ve
thermophilun 13 gibi bu smiftaki cesitli bakteriyosinler, Bacillus cereus ve
Clostridium botulinum sporlarmin gelisimini de Onler. Acidocin J1132 ¢ok dar
inhibitor spektruma sahiptir ve duyarlt suslar Lactobacillus cinsi liyeleriyle siirhidir.
Smif I bakteriyosinlerle karsilastirildiginda ¢ogu sinif II bakteriyosinler daha dar
aktivite spektrumuna sahiptir ve sadece yakm iligkili Gram pozitif bakterileri inhibe
eder. Genellikle Lactobacillus, Pediococcus ve Enterococcus cinsi iiyeleri sinif Ila
bakteriyosinlere duyarliyken, Lactococcus cinsi {yeleri bu bakteriyosinlere

dayaniklidir (25).
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Davies ve ark. (40), nisinin raf omrii {izerindeki etkisini belirlemek igin
yaptiklar1 ¢alismada, peynir orneklerine 10°~10° kob/g L.monocytogenes inokiile
ederek, 70 giin olgunlastirilan peynir orneklerinde 2,5 mg/l nisinin, peynir tiiriine
bagli olarak 8 hafta ve iizerinde L. monocytogenes iiremesini inhibe ettigini fakat
kontrol grubu orneklerinde 1-2 hafta i¢inde L. monocytogenes sayismm peynirde
tilketilemeyecek diizeye ¢iktigini belirtmislerdir.

Emarsson ve Lauzon (46), karideslerin muhafazasinda biyokoruyucu olarak
nisin Z, carnocin UI49 ve bavaricin A ile benzoat-sorbat soliisyonunu
karsilagtirmiglardir. Karidesler i¢in 10 gilinliik raf omrii esas kabul edilmistir.
Carnocin UI49 raf 6mriinde artis saglayamamasina karsin, bavaracin A 16 giin, nisin
Z ise 31 giin raf omrii saglamistir. Benzoat-sorbat soliisyonu ise 59 giinliik bir raf
omrii saglamaktadir.

Gonzalez ve ark. (56), starter kiiltiir kullanilmadan iiretilmis ¢esitli fermente
gidalardan 75 adet Lactobacillus tiirii izole etmislerdir. Izolatlardan 10 adedi
antimikrobiyel etki gdstermistir. Identifiye ettikleri Lb. plantarum tarafindan iiretilen
plantaricin C’nin genis spektrumlu antimikrobiyel etkili oldugunu ve gida koruyucu
olarak giiclii bir potansiyele sahip oldugunu belirtmislerdir.

Gonzalez ve ark. (57), peynirlerden identifiye ettikleri 395 laktik asit
bakterisinin L. monocytogenes, Clostridium tyrobutyricum, S. aureus, Enterococcus
facealis suslarina kars1 antimikrobiyel etkisini test etmislerdir. Etkili olan izolatlarin
kiiltiirlerinin noétiirlenmesi sonrasinda katalaz enzimi uygulandiginda 395 izolattan
sadece 24 adedi (Lc. lactis ssp. lactis, Lb. plantarum, Lb. paracasei, Enterococcus
facealis, Leuc. mesenteroides ve Leuc. pseudomesenteroides) antimikrobiyel etkisini
korumustur.

Lewus ve Montville (104), et 6rneklerinden izole ettikleri bakteriyosinojenik
suslarin L. monocytogenes, Aeromonas hydrophila ve Staphylococcus aureus’a karsi
giiclii bir antimikrobiyel etki gosterdiklerini belirtmislerdir.

Schillinger ve Liicke (142), et ve et {irlinlerinden izole ettikleri 221 adet laktik
asit bakterisinin 90 adedinin ¢esitli gida kaynakli patojenlere kars1 antimikrobiyel
etki gosterdigini ve bakteriyosin iireten Lb. sake’nin et irilinlerinde L.

monocytogenes’in inhibisyonu i¢in kullanilabilecegini 6nermislerdir.
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Todorov ve Dicks (159), bozadan izole ettikleri 40 izolatin antimikrobiyel
etkilerini arastrmuslardir. Izolatlarin, Lb. casei, E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus facealis, Klebsiella ve S. aureus’a karst antimikrobiyel etkili
olduklarinin fakat Gram negatif bakterilere karsi sadece Strep. thermophilus un
drettigi thermophilin 81, Lc. lactis KCA2386’in {irettigi bakteriyosinin, Lb.
plantarum’un irettigi plantaricin 35d ve Lc. lactis NK24’Uin iirettigi lacticin NK24
bakteriyosininin etkili oldugunu bildirmislerdir.

Vignolo ve ark.(171), fermente sucuklardan izole ettikleri 100 adet Lc. lactis
ve Lb. plantarum izolatlarinin bakteriyosin iirettigi ve bunlari 6zellikle bircok Gram
negatif (E. coli, Proteus, Serratia, Shigella, Klebsiella, Salmonella, Pseudomonas)
bakteriler ile Gram pozitif (Bacillus subtilis, L. monocytogenes, S. aureus) bakteriler
tizerinde antimikrobiyel etki gosterdiklerini belirtmiglerdir.

Vaughan ve ark. (169), arpa maltlarindan bakteriyosin tirettigini belirledikleri
8 adet laktik asit bakterisini identifiye etmislerdir. izolatlarin iirettikleri
bakteriyosinleri saflagtirip tanimlamislardir. Izolatlardan Lb. sake ve Leuc.
mesenteroides’in bir veya birden fazla bakteriyosin iirettiklerini ve sinif Ila grubuna
ait oldugunu belirledikleri bakteriyosinlerin yiiksek antilisteriyal etkili olduklarini
rapor etmislerdir.

Aktypis ve ark. (5), Strep. thermophilus tarafindan tretilen thermophilin T
bakteriyosinini saflastirarak karakterize etmislerdir. Bakteriyosinin 6zellikle
Clostridium sporogenes C22W/20 ve Clostridium tyrobutyricum NCDO-1754’¢ kars1
yiiksek antimikrobiyel etki gosterdiklerini bildirmislerdir.

Bromberg ve ark. (20), 285 adet et ve et lirlinlerinden 813 adet laktik asit
bakterisi izole etmisler. izolatlarm 128’inin cesitli indikatér mikroorganizmalara
kars1 inhibitor etki gosterdigini, indikator suslar arasinda en duyarli olanin S. aureus,
en dayaniklisinin ise Enterococcus facealis ile Lb. plantarum oldugunu
belirtmislerdir.

Budde ve ark. (21), antibakteriyel etkili laktik asit bakterilerini izole
edebilmek amaciyla vakum paketlenmis 48 adet farkli et 6rneginden yaklasik 72.000
adet laktik asit bakterisi izole etmislerdir. Bu izolatlar arasinda et {iriinlerinde
istenmeyen aroma bilesikleri olugturmaksizin en giiglii antilisteriyal etkisi olan susun

Leuc. carnosus 1040 oldugu ve bu susun birbirine biiylik benzerlik gosteren iki farkli
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bakteriyosin iirettigi ve bu bakteriyosinlerin 6zelliklerinin leucocin A ve leucocin B
bakteriyosinleri ile ¢cok biiyiik benzerlikler gdsterdigi rapor edilmistir.

Tahiri ve ark. (154), dondurulmus midyelerden izole ettikleri Carnobacterium
divergens M35 izolatinin {rettigi divergicin M35 bakteriyosini saflastirarak
identifiye etmislerdir. Bu yeni bakteriyosinin sinif Ila bakteriyosin grubuna dahil
oldugunu ve molekiil agirligmin 4518,75 Da oldugunu, gii¢lii bir antilisteriyal etki
gosterdigini ve ozellikle L. monocytogenes’e kars1 yliksek antimikrobiyel etkiye
sahip oldugunu fakat Escherichia, Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus ve
Lactococcus’lara kars1 etkili olmadigmi belirtmislerdir.

Gida fermantasyonlarinda bakteriyosinlerin kullanim1 gidadaki patojen
mikroorganizmalar ile ¢lriik¢iillerin inhibisyonunda, starterlerin digerleri ile
rekabetinde bir avantaj saglar. Bakteriyosinlerin hedefi sitoplazmik membrandir.
Gram negatif bakterilerin dig membrandaki lipopolisakkaritin koruyucu bariyerinden
dolay1 bakteriyosinler genellikle sadece Gram pozitif hiicrelere karsi etkilidirler.
Fermantasyon ortaminda asil hedef Clostridium gibi bakterilerin sporlari,
heterofermantatif Lactobacillus’lar ile L. monocytogenes, Staphylococcus ssp.,
Clostridium, Enterococcus ve Bacillus ssp. dahil diger gida patojenleridir. Gram
negatif bakterilerin hiicre gecirgenligi, elektrostatik basing, yiiksek hidrostatik basing
gibi koruma metotlar1 kullanilarak arttirilabilir. Buna ilaveten, lipopolisakkarit
tabakasinda Mg iyonu tutan sitrat, EDTA gibi ¢elatlarin kullanilmasi yoluyla da
Gram negatiflerin membraninin biitiinliigii bozularak bu bakterilere kars1

bakteriyosinlerin etkisi arttirilabilir (23, 142).

1.3.9.2  Ogzellikleri: Bakteriyosinlerin  6zellikleri  bircok calismada
arastirtlmigtir. Farkli sicaklik, pH, enzim, deterjan gibi degiskenlerin etkilerine kars1
ne derece duyarli olduklari belirlenmistir. Bu bilgiler gida ortaminda bir katki
maddesi olarak bakteriyosinlerin kullanilabilirligini etkileyen 6nemli 6zelliklerdir.

Todorov ve ark. (160), Lb. plantarum tarafindan iiretildigi belirlenen
Bacteriocin AMA-K’nin proteolitik enzim uygulamasiyla antimikrobiyel etkisinin
tamammi ya da c¢ok biiyilk miktarin1 kaybettigini, fakat amilaz enzimi
uygulamasindan etkilenmedigini, Tween—80 ve 20 ile Triton X-14 ile 100’e ve

SDS’ye karsi duyarli olmadigini belirtmislerdir. Bununla birlikte bakteriyosin
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dretiminin, bilesiminden Tween—80 ¢ikaridmigs besiyerinde yapildiginda,
antimikrobiyel etkinin %50’sinin kayboldugunu vurgulamislardir.

Powell ve ark. (131), Lb. plantarum ST8KF’nin {irettigi Bacteriocin
ST8KF’nin proteolitik enzimlere duyarl oldugunu fakat amilaz enzimi uygulamasi
sonrasi aktivitesini kaybetmedigini, pH 2—-10 arasi degerlerde ve 121 °C’de 20 d 1s1
uygulamasinda aktivitesini korudugunu, deterjan uygulamalarinda ise, SDS, iire,
Tween 20-80’e dayanikli oldugu fakat Triton X100 ve Triton X114 uygulamasi
sonucu etkisini kaybettigini belirtmislerdir.

Ohmomo ve ark. (123), fermente sebzelerden izole ettikleri Enterococcus
faecium NIAI 157°nin drettigi enterocin ON-157’nin  proteolitik enzim
uygulamalarinda o6zellikle a-chymotrypsin ve pepsin etkisiyle tamamen diger
proteolitik enzimlerde ise kismen aktivitesini yitirdigini belirtmiglerdir. Ayni
bakteriyosin a-amilaz enziminde aktivitesini kaybederken, a-glukozidaz enziminde
aktivite gostermistir. pH 4 degerinde en yiiksek aktiviteyi veren bakteriyosin, ayni
sartlarda pH 8’de aktivitesini kaybetmistir.

Albano ve ark. (6), sucuklardan izole ettikleri P. acidilactici’nin lrettigi iki
farkli bakteriyosinin (Bacteriocin HA-6111-2 ve Bacteriocin HA-5692-3)
proteolitik enzimlere, ylizey aktif maddelere, farkli 1s1 ve pH uygulamalarina karsi
hassasiyetlerini inceledikleri arastwrmalarinda, proteolitik enzim uygulamalarinda
aktivitelerin tamamen veya kismen yikimlandig: fakat amilaz, katalaz enzimlerinden
etkilenmediklerini, pH 10’da aktivitelerinin biiyiik bir kismin1 kaybettiklerini hatta
pH 12’de tamamen inaktif olduklarini, 100°C’de 60 d’da aktivitelerinin biiyiik bir
kismini  kaybettiklerini, 121°C’de 20 d’da ise tamamen inaktif olduklarini
bildirmislerdir.

Todorov ve Dicks (159), fermente bir icecek olan bozadan izole ettikleri Lb.
plantarum, Lb. pentosus, Lb. rhamnosus ve Lb. paracasei’nin Trettikleri
bakteriyosinlerin proteolitik enzimlerde aktivitelerini tamamen yitirdiklerini fakat
amilaz enziminden etkilenmediklerini, pH 2-10 gibi genis bir pH aralifinda
aktivitelerinin stabil oldugunu, 30-100°C’de 1 saat ve 121°C’de 20 d 1s1
uygulamasinda aktif kaldiklarini, fakat Triton X100, Triton X—114 ve tween 80’de
aktivitelerini kaybettiklerini buna karsin SDS, Tween 20 ve iireye kars1 aktivitelerini

koruduklarmni belirtmislerdir.
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Campos ve ark. (22), kalkan baligindan izole ettikleri Enterococcus mundtii,
Enterococcus faecium ve Lc. lactis’in TUrettikleri bakteriyosinlerin proteolitik
enzimlere duyarli oldugunu ve aktivitelerini kaybettiklerini fakat katalazdan
etkilenmediklerini bildirmislerdir.

Tahiri ve ark. (154), dondurulmus midyelerden izole ettikleri Carnobacterium
divergens M35 1izolatinin trettigi divergicin M35 bakteriyosinini saflagtirarak
identifiye etmiglerdir. Bu yeni bakteriyosinin 121°C’de 10, 20 ve 30 d 1s1 uygulamasi
yapildiginda aktivitesini sirastyla %50, %75 ve %78,5 kaybettigini belirtmiglerdir.

Jamuna ve Jeevaratnam (86), geleneksel fermente gidalardan bakteriyosin
ireten laktik asit bakterilerini identifiye ettikleri c¢alismalarinda bakteriyosin
urettigini belirledikleri iki izolati, Lb. casei ve Lb. acidophilus olarak identifiye
etmislerdir. Bakterilerin iirettigi bakteriyosinler amilaz ve katalaz enzimlerinden
etkilenmemis fakat proteolitik enzim uygulamasinda aktivitelerini tamamen
kaybetmiglerdir. Istya stabil olan bu bakteriyosinler, 121°C’de 15 d, 80°C’de 1
saat’lik 1s1 uygulamalarmda aktivitelerini korumuslardir. pH 3-8 gibi genis bir pH

araliginda aktivitelerini stirdiirmiiglerdir.

1.3.10. Bakteriyosinlerin Biyosentezleri ve Etki Mekanizmalari

1.3.10.1. Bakteriyosinlerin Biyosentezleri: Bakteriyosinlerin ¢ogu biyolojik
olarak inaktif prepeptitler seklinde sentezlenir.  Bu prepeptitler C-terminal
propeptitlere bagli olarak bir N-terminal peptit tasir. Lantibiyotikler propeptit
boliimlerindeki serin, trionin ve sistein rezidiilerinin  post-translasyonel
modifikasyona ugramasi ile Lan/MeLan formuna doniisiir. Lantibiyotiklerin
biyosentetik yolu genel bir semayr izler; prepeptit olusumu, modifikasyon
reaksiyonlari, oncli peptidin proteolitik olarak ayrilmasi ve modifiye prepeptidin
translokasyonu veya olgun propeptidin sitoplazmik membrandan gegisi. Oncii
peptidin ayrilmas: hiicrenin disina verilmesinden Once, sonra veya sirasinda
gerceklesebilir (25).

Bakteriyosinler, prebakteriyosinler olarak ribozomlarda sentezlenir. inaktif
halde sentezlenen bu prebakteriyosinlerin aktif forma geg¢meleri icin N- terminal

uclarmin uzayip yapisik form almasi gerekmektedir (165).
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Lantibiyotiklerin biyosentetik genleri Lan sembolii ile gosterilir. Gen tirtinleri
su sekilde siniflandirilir. Prepeptit (Lan A), modifikasyon enzimi (Lan B, C / Lan M,
Lan D ve Lan J), yontem proteazi (Lan P ve Lan T) ABC tasiyici (Lan T), bagisiklik
proteini (Lan FEG, Lan I ve Lan H) ve diizenleyici protein (Lan R, Lan K, Lan Q ve
Lan X). Lantibiyotiklerin alt tip gruplandirilmalarina gére genetik organizasyonu iki
smifa ayrilmistir; Tip A(1) lantibiyotikler Lan B, C, T ve Lan P’den olusurken, Tip
A(II) ve Tip B lantibiyotikler Lan M ve T’den olusur. Lantibiyotiklerin biyosentetik

gen gruplar1 kromozomlarda veya biiylik plazmidler igerisine yerlesmistir (116).

1.3.10.2. Bakteriyosinlerin Etki Mekanizmalari: Bakteriyosinlerin, duyarl
hiicrelere olan etki tarzlar1 bakteriyostatik veya bakteriyosidal seklindedir. Bu
tanimlamaya gore bakteriyosinlerin etki tarzlarmni ve etki kapasitelerini birgok faktor
degistirebilmektedir. =~ Bunlar  arasinda  bakteriyosinin ~ saflik  derecesi,
bakteriyosinojenik susun fizyolojik durumu ve deneysel sartlar (pH, 1s1, diger
antimikrobiyel bilesikler vs) sayilabilir. Bakteriyosinlerin bakteriyosidal aktiviteleri
duyarli hiicrelerin lizisine dayanir. Bu tiir etkili bakteriyosinler, bakteriyolitik
bakteriyosinlerdir (27).

Bakteriyosinler bakteriyosidal etkilerini duyarli hiicrelerin membranlarinda
permeabilitelerine ve destabilizetilerine bagli olarak gerceklestirirler (84).

Tip A lantibiyotikler esas olarak duyarli hiicrelerin  sitoplazmik
membranlarinda por sekillendiritken, Tip B lantibiyotikler duyarli hiicre
metabolizmasinin esansiyel enzimatik bilesiklerini hedef alirlar. Sitoplazmik zarda
olusturulan porlardan intraseliiller molekiillerin kayb1 olur. Bu durumda glutamat,
ATP gibi bircok dnemli fonksiyona sahip molekiiller hiicre membrani digina ¢ikar ve
membranin iyon dengesi bozulur. K+ iyonlari membran disina sizar ve amino asit
inhibisyonu gergeklesir. Boylelikle bircok yasamsal fonksiyon bloke olur. pH
degerindeki diisiise bagli olarak glikolitik denge bozulur. ATP’nin hidroliziyle tim

yasamsal faaliyetler durur ve hiicre oliir (162).
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1.3.11. Bakteriyosinlerin Uretimini ve Aktivitelerini Etkileyen Faktorler

Bakteriyosinlerin iiretimi ve aktivitesini etkileyen c¢ok fazla sayida etken
mevcuttur. Fakat bunlar arasinda en onemli etkiyi gosterenler bakteriyosinojenik
susun fizyolojik durumu, bakteriyosinin saflik derecesi, besi ortami ve ortamdaki
diger antimikrobiyel bilesiklerin varligi ve fermantasyon sartlar1 diye siralanabilir.

Mikrobiyel Sus: Bakterinin bir tiirli veya ayni tiire ait susu tek bir
bakteriyosin iiretebilecegi gibi birden fazla bakteriyosinde iiretebilmektedir. Buna
karsin bir bakteriyosin birden fazla tiir veya sus tarafindan sentezlenebilmektedir.
Bakteriyosin iiretimi susun genetik ve biyokimyasal 6zelliklerine baghdir (21, 117,
128).

Besi Ortami: Bakteriyosin iiretimi ortamdaki karbon, azot ve fosfat,
katyonlar, surfaktanlar ve inhibitér maddelerin tiiriine ve miktarma bagl olarak
degismektedir. Bakteriyosinler karbon kaynagi olarak kullanilan sekerlerin tiiriine
bagli olarak farkli konsantrasyonlarda sentezlenebilmektedir. Bakteriyosin
iiretiminde karbon kaynaklarindan ziyade organik azot kaynaklar1 ¢cok daha etkilidir.
(128). Biswas ve ark. (13), pediocin AcH’ nin optimum iiretimi i¢in en iyi karbon
kaynaginimn glukoz oldugunu, glukozu ise sukroz, ksiloz ve galaktozun izledigini
belirtmiglerdir.

Fermantasyon Sartlarimin Etkisi: Laktik asit bakterilerinin liremesinde ve
bakteriyosin iiretiminde pH ve sicaklik degerlerinin kontrolii ¢cok dnemli bir etkiye
sahiptir (128). Nisin Z’nin farkli sicaklik derecelerinde farkli aktivite gosterdigi
belirtilmistir. L. monocytogenes inhibisyonu i¢in Nisin Z’nin minimum inhibisyon
degeri 7°C’de 400 pg/l iken 30°C’de 1200 ug/I’dir. L. innocua igin ise 7°C’de 800
ug/l iken 30°C’de 400 pg/I’dir (1).

1.3.12. Bakteriyosinlere Diren¢ Mekanizmasi

Gida giivenligi i¢in yeni koruyucular bulundugundan beri, bu koruyucularin
kullanim1 ile patojenler lizerinde gelisebilecek direng¢ mekanizmasit ¢ok Onem
kazanmustir. Bakteriyosinlerden lisansli olarak kullanimmma izin verilen tek

bakteriyosin nisindir. Bu nedenle yapilan pek ¢ok calismada nisin incelenmistir.
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Bakteriyosinlere diren¢ mekanizmasi da nisin iizerinde yapilan denemeler ile
arastirtlmigtir. Bakteriyosinler antibiyotiklerden farkli bir yapiya sahiptirler. Birgok
antibiyotige kars1 yiiksek diren¢ kazanmis patojenler iizerinde bakteriyosinlerin
diren¢ mekanizmasi ilgi odagi olmasma karsin bu konuda yeterli sayida c¢aligma
mevcut degildir. Her antimikrobiyel bilesikte oldugu gibi, diren¢ konusu
bakteriyosinler i¢in de mutlaka degerlendirilmesi gereken bir konudur. Her ne kadar
tiim bakteriyosinler i¢in bu mekanizmalarin nasil isledigi bilinmese de, diisiik
molekiil agirliklt bakteriyosinlerin ¢ogunun bakteriyel membran ile iliskili oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle diren¢ genellikle bakteriyosinin hedefledigi bakterinin
membranidaki degisikliklere bagli olarak sekillenmektedir (149).

Ming ve Daeschel (112), tarafindan yiiriitiilen ¢alismalar, L. monocytogenes
Scott A’nin minimum inhibisyon konsantrasyonundaki nisine 2-8 defa maruz
kalmas1 halinde, 10°~10° frekansinda nisin direnci gelistirdigini gostermistir. Direng,
Bacillus cereus ig¢in belirtildiginin aksine pasiftir, fakat nisin ve diger
bakteriyosinlere kars1 gelisen direncin sikligi, gidalarin korunmasi amaciyla
kullanim1 ile boy 6l¢iisecek diizeydedir. Antibiyotiklerin ve bakteriyosinlerin etki
mekanizmalar1 birbirinden farklidir. Bu konuda yapilan bir ¢alismada birgok
antibiyotige kars1 diren¢ kazanmis mikroorganizmalara 400 IU/ml nisin
uygulandiginda organizmalarda herhangi bir direng gelismedigi, nisine karsi
duyarliliklarini koruduklari belirtilmistir (144).

Antibiyotik direncliligi genellikle, genetik determinant ile tiirler, suslar ve
hiicreler aras1 direncliligin transfer edilebilmesiyle alakalidir. Fakat antibiyotik
direngliliginin aksine bakteriyosin direngliligi hedef hiicre membraninda fizyolojik
degisiklikler sonucu gergeklesir. Nisin direngliligi i¢in hiicre membran bilesiklerinde
degisiklik gozlendigi, enzimlerin ve nisini parcalayan nisinaz enziminin bazi

mutantlar iirettigi belirtilmistir (35, 135).
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1.4. GIDA SANAYINDE BAKTERIYOSIN UYGULAMALARI

Modern gida iiretim tekniklerinde giivenilir, saglikli ve raf dmrii uzun gidalar
iretmek esas hedeftir. Son zamanlarda gidalarda kullanilan kimyasal koruyucularin
bilinen ve/veya olasi yan etkilerinden dolay1 tiiketiciler ciddi bir endise
icerisindedirler. Bu nedenle insanlar artik daha dogal iirlinlere yonelmislerdir.
Arastirmacilar dogal iirlinlere olan ilgiyi fark edince gidanin iiretim asamalarini
kolaylastiracak, gidanin raf dmriinii uzatacak dogal ve etkili koruyucu maddelerin
gida iiretiminde kullanilabilirligi tizerine ¢ok sayida arastirma yapmaktadirlar. Bu
dogal koruyucularin basinda gelen ve laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen
bakteriyosinler son zamanlarin en ¢ok arastirilan ve ilgi duyulan biyokoruyuculardir.

Bakteriyosinlerin aktiviteleri gidanin fiziksel 6zelliklerine ve kimyasal
kompozisyonuna baglidir. Her ne kadar bakteriyosinlerin bir¢ok gida sisteminde
koruyucu olarak uygulamalar1 denense de bakteriyosinlerin tek basina koruyucu
olarak kullanimlarinda bir engeller sistemiyle karsilasilmaktadir. Bakteriyosinlerin
gidalarda uygulamalarmi sinirlayan en biiyiik engel, onlarin smirlt aktivite
spektrumlar1 ve antibakteriyel etkilerinin az olmasidir. Ayrica genellikle Gram
negatif bakterilere karsi aktif degillerdir. Bu nedenle bakteriyosinler ¢ogu gida
iiretim yontemlerinde koruyucu olarak tek basina yetersiz kalmakta ve kombine bir
sistemle bakteriyosinlerin aktiviteleri arttirilmaktadir. Buna gore Gram negatif
bakterilerin dis membranlarinin gegirgenlik bariyerleri etkisiz hale getirilirse
bakteriyosinlerin Gram negatiflere etkilerinin artacagi belirtilmistir. Ornegin, Gram
negatiflerin dig membranlarinda lipopolisakkarit tabakadaki magnezyum iyonlarini
baglayan EDTA gibi celat ajanlart kullanilirsa, nisinin sitoplazmik zara gegisi
saglanabilir (25, 29).

Bakteriyosinler hedef mikroorganizmalara kars1 laboratuvar ortaminda
yapilan ¢aligmalarda etkili olmasma karsin gida ortaminda etkisiz kalabilmektedir.
Gidalardaki birgok faktor bakteriyosinlerin aktivitelerini azaltmakta veya tamamen
yikimlamaktadir. Siif I ve smnif I bakteriyosinler genellikle 1s1ya dayaniklidir, fakat
gidalarda bulunan proteolitik enzimlerle inaktive olmaktadirlar. Cogu bakteriyosin
hidrofobik karakterli olup gidadaki yaglar ve fosfolipitler tarafindan tutulmaktadir
(149).
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Bakteriyosinler ~ gidalarda  koruyucu  olarak  farkli  yOntemlerle
kullanilabilmektedir. Fermente gidalarda starter kiiltiir olarak bakteriyosin tiretici
suslarin  kullanilmas1 veya gidanin ylizeyinde istenmeyen mikroorganizmalarin
iremesini engellemek i¢in gida ylizeyine koruyucu kiiltiir olarak uygulanmalar1
kullanilan yontemler arasindadir. Bir diger uygulama ise, bakteriyosinlerin saf olarak
veya kismi saflastirilmig konsantreleri halinde gidaya uygulanmalaridir (162).

Son yillarda 6zellikle gidalardan identifiye edilen laktik asit bakterilerinin
bakteriyosin iiretebilme yetenekleri ve onlarn {irettigi bakteriyosinlerin tanimlanmasi
yoniinde arastirmalar yapilmaktadir. Yapilan ¢ogu ¢alisma sonucu bakteriyosinlerin
basta Gram pozitif mikroorganizmalar olmak {izere birgok patojene karsi
bakteriyosidal ve bakterisit etki gosterdigi bildirilmektedir. Fakat gida ortaminda
bakteriyosinlerin antimikrobiyel etkilerini arastiran c¢aligmalar gostermistir ki;
bakteriyosinlerin laboratuvar ortamindaki etkileri ile canli sistemlerdeki etkileri cok
farklilik gostermektedir. Dolayisiyla direk olarak gida uygulamalarinda ayni basari

s0z konusu olmamaktadir (78).

1.4.1. Et Uriinlerinde Bakteriyosinler

Gida kaynakli pek ¢ok zehirlenmede et ve iiriinlerinin neden oldugu vakalar
bilinmektedir. Ozelikle geleneksel yontemlerle iiretilmis fermente et iiriinlerinde ve
kanatl etlerinde bu durum daha ciddi boyutlara ulasmaktadir. Kanatl etlerinde ve et
iriinlerinde mikrobiyolojik kaliteyi belirlemeye yonelik yapilan ¢aligmalarda bu bilgi
cok daha net sekilde karsimiza ¢ikmaktadir (62, 63, 65).

Fermente sucuk iiretiminde istenilen kirmizi rengin olusmasi i¢in ve 6zellikle
Clostridium botulinum inhibisyonu i¢in et liriinlerine katilan nitrit, etlerde sekonder
aminlerle reaksiyona girerek karsinojenik nitrozaminler olusturmaktadir. Bu olumsuz
etkisi diistiniildiigiinde et {inlerinde kullanilan yiliksek miktarlardaki nitrit hakkindaki
endigelerden dolay1 arastirmacilar nisinin, nitritin tamamiyla olmasa da bir kismi
yerine kullanilabilecegi iizerine gesitli caligmalar yapmiglardir. Yiiksek miktarlarda
nisin Clostridium botulinum iizerinde oldukc¢a etkilidir. Fakat yiliksek miktarlarda

nisin kullanimi1 ekonomik degildir (41). Pek c¢ok iilkede gidalara NO, (nitrat)’nin
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200 mg/kg’dan, NOs (nitrit)’iin 500 mg/kg’dan fazla katilmamasi yasal olarak
belirtilmistir (11).

Rayman ve ark. (132), 3000 IU/g nisin ve 40 ppm nitrit kombinasyonunun
ette 37°C’de 56 giin Clostridium sporogenes sporlarini inhibe ettigini belirtmislerdir.

Erol ve ark. (48), bakteriyosin iireten P. acidilactici PCA 1.0 ile Lb. sake
LB706 starter kiiltlirlerinin ilavesi ile farkli sicakliklarda olgunlastirilan fermente
Tiirk sucuklarinda L. monocytogenes inhibisyonunu arastirmislardir. Bakteriyosin
iireten kiiltiirlerin ilavesiyle inokiilasyon dozu 10° kob/g olan L. monocytogenes’in
olgunlastirma periyodu sonunda 0,036-0,3 EMS/g seviyesine kadar diistiigii ve etkin
bir korumanin saglanabildigi belirtilmistir.

Budde ve ark. (21), vakum paketlenmis et drneklerinden izole ettikleri Leuc.
carnosum 4010 susunun giiclii bir antilisterial etkiye sahip oldugunu ve et {iriinlerinin
muhafazasinda koruyucu olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Deneysel olarak
iiretilmis vakum paketlenmis sucuklara 10’ kob/g seviyesinde Leuc. carnosum ilave
ettiklerinde L. monocytogenes sayismnda cok ciddi ve hizli bir azalma oldugunu
belirten aragtirmacilar, ayn1 zamanda 5°C’de 21 giinliik muhafaza siiresince de L.
monocytogenes sayisinda bir artig gozlemediklerini rapor etmislerdir.

Nielsen ve ark. (119), bakteriyosin iireten P. acidilactici’in taze etlerde L.
monocytogenes lizerine bakteriyosidal etkiye sahip oldugunu, buzdolabinda 28
giinliik muhafaza boyunca bakteriyosinin patojene karsi stabil bir koruma sagladigini
ve patojeni inhibe ettigini belirtmislerdir.

Nisinin et drilinlerinde  gosterdigi  basar1  silit  drilinlerindekiyle
karsilastirildiginda farkli sonuglar gézlenir. Nisin et {iriinlerinde bagarili bir koruyucu
degildir. Bunda bir¢ok etken s6z konusu olabilmektedir. Ette nisinin ¢dziiniirliigiiniin
azalmasi ve stabilitesini koruyamamasi basta gelen nedenlerdir. Ayrica kullanilan
bakteriyosin miktar1 incelendiginde ekonomik sorunlarla karsilasilmaktadir. Ayni
zamanda bazi laktik asit bakterileri tireme doneminin basinda bakteriyosin iiretirken
bazilar1 bu donemin sonunda bakteriyosin tiretmektedir (78).

Fang ve Lin (49), domuz etinde bakteriyosinin tek basma kullanimi yerine
modifiye atmosfer ile kombine kullaniminin L. monocytogenes ile Pseudomonas
fragi iizerindeki etkisini arastirmislardir. Bu ¢alismada nisinin modifiye atmosfer

(%100 CO,; %80 CO, + %20 hava) ambalajlama ile birlikte kullanilmasinin ¢ok
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etkili oldugu bulunmustur. Modifiye atmosfer ve nisin (10°, 10* TU/ml) her iki
organizmay1 da inhibe etmistir ve bu kombinasyonun inhibitor etkisinin 4°C’de
20°C’ye gore daha belirgin oldugu belirtilmistir.

Nisin ve pediocinin yani sira diger laktik asit bakterilerinin bakteriyosinleri
de Listeria iiremesinin kontroliine yonelik arastirmalarda denenmistir. Laukova ve
ark. (101), L. monocytogenes ile kontamine ettikleri fermente kuru salamlarda
enterocin CCM 4231’in etkisini test etmislerdir. ilave edilen enterocinin L.
monocytogenes sayisimni hizli bir sekilde 1,7-log;p seviyesine diislirdiiglinii
belirlemislerdir (inokiile edilen miktar 10° kob/ml). Salamda olgunlasmanm ilk
haftasindan sonra kontrol grubunda L. monocytogenes sayist 10" kob/g olmasina
karsin bakteriyosin ilaveli grupta bu sayir 10* kob/g olarak belirlenmistir.

Olgunlagsmanin 2. ve 3. haftalarinda da sayilardaki bu farklilik devam etmistir.

1.4.2. Siit Uriinlerinde Bakteriyosinler

Beslenme acisindan biiyilkk 6nem tasiyan siit ve siit irlinlerinin tiiketimi
sonucu meydana gelebilen gida kaynakli zehirlenmelerin etkenlerinin basinda L.
monocytogenes, Salmonella, E. coli O157:H7 gelmektedir. Yapilan pek ¢ok ¢alisma
gostermistir ki, iiretimden tiiketime kadar her asamada bu gidalarm patojenlerle
kontaminasyon riski yiiksektir (59, 60). Bakteriyosinojenik suslarin veya direk olarak
bakteriyosinlerin koruyucu olarak bu gidalarin {iretiminde kullanimi biiyilik ilgi
cekmektedir.

Peynir yapiminda kullanilan siit tozu, peynir alt1 suyu tozu, emiilsifiye edici
ajan olarak fosfat ya da sitrat tuzlar1 cogunlukla Clostridium sporlariyla
kontaminedir. Bu sporlar 85-100°C’de 6-10 d 1s1 uygulamasinda canh
kalabilmektedirler. Peynir iiretim tekniklerinde pH (5,6—6,0) ve nem igerigi, diisiik
redoks potansiyeli (anaerobik ortam) sporlarin vejetatif hale ge¢mesinde ve
iiremesinde en uygun sartlardir. Clostridium sporu (yaklasik 200 spor/gr) ile
kontamine edilerek tiretilen peynirlerde 6,5 mg/kg nisin uygulamasiyla 37°C’de
depolama siiresince bozulma onlenmistir. 2,5 mg/kg nisin iceren drneklerde kismi

basar1 saglanmisken, kontrol 6rneklerinde (nisinsiz) bozulma olmustur (41).
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Davies ve ark. (40), 6-8°C’de uzun bir muhafaza siiresi (70 giin) boyunca
Ricotta tipi peynirlerde L. monocytogenes kontrolii icin nisinin etkisini
aragtirmiglardir. 2,5 mg/l nisin ilavesi 8 hafta ve daha fazla (peynir tiiriine bagh
olarak) bir siire i¢in L. monocytogenes iiremesini inhibe edici etki gostermistir.
Kontrol peynirlerinde 1-2 hafta depolama sonrast mikroorganizma sayis1 giivensiz
seviyelere ulagmustir.

Rodriguez ve ark. (137), Lc. lactis ve P. acidilactici ile bunlarin {irettigi
bakteriyosinleri ve patojenleri (6 log kob/ml) inokiile ederek iirettikleri peynirlerde
olgunlasma boyunca gida patojenlerinin inhibisyonunu arastirmiglardir. Muhafazanin
30. gilinlinde sadece patojen inokiile ettikleri peynirlerde patojenlerin 5-4 log kob/g’a
diistiigiinii, bakteriyosinojenik starter katilan peynirlerde ise saymin 2-0 log kob/g’a
diistiigiinii ve ozellikle pediocinin tiim olgunlastirma periyodu boyunca etkisini
korudugunu belirtmislerdir.

Rodriguez ve ark. (136), ¢ig siitlerden yapilan peynirlerde E. coli O157:
H7’nin inaktivasyonunda yiiksek basing ve bakteriyosin uygulamasmin kombine
etkisini arastirmuslardir. Siite inokiile ettikleri patojenin (10° kob/ml) 60 giin sonunda
kontrol Orneklerinde 5,1 log kob/g’a diistligiinii, bakteriyosin katilmadan basing
uygulanan (300 MPa’da 50 giin) peynirlerde bu saymin 3,8 log kob/g oldugunu, hem
basing hem bakteriyosin uygulamasi sonucunda ise saymin 2 log kob/g oldugunu

belirtmiglerdir. Bu kombine sistemin giivenilir oldugunu rapor etmislerdir.

1.4.3. Deniz Uriinlerinde Bakteriyosinler

Birgok arastirmaci, vakum ambalajlanmis soguk tiitsiilenmis somon baliginda
L. monocytogenes tiremesini kontrol i¢in koruyucu kiiltiir ve bakteriyosinin etkili
oldugunu rapor etmislerdir. Salamura karideslerin raf Omriinii uzatmak i¢in
kullanilan tipik yontem sorbik ve benzoik asit ilavesidir. Bu organik asitlerin
kullanimindan kaynaklanan endise nedeniyle arastiricilar, bakteriyosinlerin koruyucu
olarak kullanilabilirligini incelemislerdir (25).

Emarsson ve Lauzon (46), karidesin muhafaza siiresini uzatmak i¢in nisin Z,
carnocin U149 ve ham bavaricin A’nin etkilerini test etmislerdir. Carnocin U149

ilavesinin, kontrol grubu (10 giin muhafaza edilmis) ile karsilastirildiginda raf dmrii
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tizerinde bir etki gdstermedigi, buna karsin bavaricin A’nin ise raf dmriinii 16 giline
cikardigint belirlemislerdir. Nisin Z ise 31 giin muhafazaya olanak vermistir.
Benzoat-sorbat soliisyonu ise 59 giinlik muhafaza siiresinde en iyi korumayi
saglamigtir.

Brillet ve ark. (19), tiitsiilenmis somon balifinda L. monocytogenes’e karsi
biyokoruyucu olarak Carnobacterium divergens kullanarak basarili bir koruma

saglanabilecegini belirtmislerdir.

1.4.4. Ambalaj Materyalinde Bakteriyosinler

Son on yildir, bakteriyosinlerle ambalaj materyalinin birlestirilmesi suretiyle
ciirtik¢lil ve patojenlerin kontrolii lizerine ¢ok etkin c¢alismalar yapilmistir. Et ve
peynir gibi gidalarin yiizeyi ile direk temas eden antimikrobiyel ambalajlama
materyali gida yiizeyinde mikrobiyel gelismeyi dnler. Bu yontemde materyal ile gida
yiizeyi mutlaka temas etmek zorunda oldugundan bakteriyosin yiizeye difiize olur.
Bakteriyosinin ambalaj materyalinden gida yiizeyine kademeli salinimi, gidaya
bakteriyosinin spreyle uygulanmasindan veya gidanin bakteriyosin c¢ozeltisine
daldirilmasindan ¢ok daha avantajlidir. Spreylemede antimikrobiyel aktivite gida
bilesenleriyle ya da gidaya niifuz edebilen miktarma bagl olarak azalabilir veya

tamamen kaybolur (25).

1.4.5. Bakteriyosin Uygulamalarindaki Engeller

Yapilan ¢aligmalar ve var olan bilgiler gostermistir ki, koruyucu kiiltiirlerin
ve dogal antimikrobiyellerin gida sanayinde kullanimlarinda giivenilirliklerini ve etki
kapasitelerini etkileyen bir takim engeller mevcuttur. Bu etkenlerin en biiyiigii, hedef
kitle veya hedef sistemin gida olmasidir. Canli bir sistem olan gida ortamimda ¢ok
sayida faktor bakteriyosinlerin aktivitesine etki gosterir ve bu faktorlerin hepsini ayni
zamanda kontrol altina almak olduk¢a zordur.

Bakteriyosin lireten mikroorganizmalarin veya direk olarak bu kiiltiirlerin
urettigi bakteriyosinlerin gida sanayinde kullanimlarint smirlayan faktorler

siralanacak olursa (76);
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— Adaptasyon

- Uriin grubuna ait faktorler,

- Dayaniklilik ve rekabet giicii

- Yontem parametrelerine duyarlilik

— Metabolik aktivite

- Guda sistemindeki gereklilikler (Inaktivasyon riski)
- Duyusal 6zelliklere muhtemel olumsuz etkiler

— Bakteriyosin gibi spesifik antibakteriyel faktorler

- Aktivite spektrumu,

- Inaktivasyon (Spesifik proteazlar vs)

- Kat1 materyalde diflizyonun sinirli olmasi

- Direnglilik gelisimi, gida bilesenleriyle spesifik olmayan baglanma (Lipitlerin

neden olabilecegi inaktivasyon)

Bakteriyosinlerin gidalarda uygulamalarni sinirlayan en biiyiik engel, onlarin
smirli aktivite spektrumlar1 ve antibakteriyel etkilerinin az olmasidir. Ayrica
genellikle Gram negatif bakterilere karsi aktif degillerdir. Bu sorunlara ¢oziim
bulmak i¢in aragtirmacilar gida giivenligini ve raf omriinii arttirmak i¢in engeller
teknolojisi kavrammi kullanmiglardir (25). Engeller teknolojisi mikroorganizma
tiremesini inhibe etmek ic¢in farkli koruyucu yontemlerin bir arada kullanilmasini
icerir. Bu teknolojinin temel prensibi, gida sistemlerindeki engellerin yani sira tiim
islem asamalarinda olusabilecek engelleri ortadan kaldirmaktir (29).

Bakteriyosinlerin biiylik bir ¢ogunlugu Gram pozitif bakteriler iizerinde
biiylik bir antimikrobiyel etki gostermesine karsi Gram negatif bakteriler iizerinde
etkisizdir. Buna gore Gram negatif bakterilerin dis membranlarmin gegirgenlik
bariyerleri etkisiz hale getirilirse bakteriyosinlerin Gram negatiflere etkilerinin
artacagl  belirtilmistir.  Ornegin, Gram negatiflerin dis membranlarinda
lipopolisakkarit tabakadaki magnezyum iyonlarin1 baglayan EDTA gibi ¢elat ajanlar1
kullanilirsa nisinin sitoplazmik zara geg¢isi saglanarak antimikrobiyel etkinligi
arttirilabilir (1).

Tablo 14’de engeller teknolojisinde bakteriyosinlerin aktivasyonunu arttiran

yontemler verilmistir (25).
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Tablo 14. Gida Giivenlik Zincirinde Engeller (Hurdling) Teknolojisi (25)

Bakteriyosin |

Inaktivasyon Etkisi

Referans

Isiyla Kombinasyon

Nisin Nisin (1000IU/g) ve hafif 1s1 uygulamasi (60-65°C) ile | Budu-Amoako ve
1stakozda L. monocytogenes inaktivasyonu ark.1999
Nisin Nisin (500-25001U/g) ve hafif 1s1 uygulamasi (55°C) | Boziaris ve
ile S. enteritidis inaktivasyonu ark.1998
Nisin, pediocin | Her iki bakteriyosinin ve sublethal baski uygulanmasi | Kalchayanand ve
AcH ile Gram(-)/Gram(+) bakterilerde canli hiicre sayisinda | ark.1992
azalma
Celat Ajanlariyla Kombinasyon
Nisin EDTA, sitrat ya da laktat ile nisin (2000IU/g) ve | Cutter ve

modifiye atmosfer (MAP) ambalajlama, Gram(-)
bakterilere (S. typhimurium ve E. coliO157:H7) karsi
etkilidir.

Siragusa, 1995

Nisin MAP, diisiik 1s1 ve Nisin (400IU/g) L. monocytogenes | Szabo ve Cahil,
lag fazinda azalma, 1250IU/g seviyesinde nisin | 1998
kullanildiginda ise liremede inaktivasyon

Nisin MAP (%100 CO,, %80 CO, + %20 hava) ve nisin | Fang ve Lin,
(1000 ya da 10000IU/g) L. monocytogenes ve | 1994

Pseudomonas fragi iiremesini inhibe eder.

Antimikrobiyellerle Kombinasyon

Nisin %0,3 potasyum sorbat ile nisin (400IU/g) L. | Buncic ve ark.
monocytogenes iiremesini inhibe eder. 1995

Pediocin AcH | %0,3-0,5 sodyum diasetat ile pediocin nisin | Schlyter ve ark.
(50001U/g) L. monocytogenes liremesini inhibe eder. 1993

Nisin Sukroz, yag asitleri ve nisinin sinerjist etkisi | Thomas ve ark.
Gram(+)’leri inhibe eder. 1998

Nisin CO, ve nisin, L. monocytogenes’e kars1 sinerjist etki | Nilsson ve ark.
gOsterir. 2000

Nisin Carvacrol (0.3mmol/l), nisin (6 IU/ml) kombinasyonu, | Periago ve ark.
nisin tek basina etkisine gore Bacillus cereus sayismi | 2001
azaltmada daha ¢ok etkilidir.

Nisin Monolaurin  (0.25mg/l) ile nisin (100 IU/ml) | Mansour ve
kombinasyonu, siitte Bacillus ssp.’nin  vejetatif | Milliere, 2001

hiicrelerine kars1 sinerjist etkilidir.

Laktoperoksidaz Sistemle Kombinasyon

Nisin Laktoperoksidaz sistem ve nisin (100 ya da 200 | Boussouel ve ark.
[U/ml), L. monocytogenes’e kars1 bakteriasidal etki | 2000
gosterir

Nisin Laktoperoksidaz sistem ve nisin (10 ya da 100 IU/ml), | Zapico ve ark.

yagsiz siitte L. monocytogenes’in inaktivasyonunda
sinerjist etki gosterir

1998

Diger Bakteriyosinlerle Kombinasyon

Pediocin AcH

Lacticin 481, lacticin F, pediocin AcH nisinle birlikte
kullanildiginda sinerjist etki gosterir.

Mulet- powell ve
ark.1998

Leucocin F10

Nisin ve leucocin F10 kombinasyonu L.

monocytogenes’e karsi ¢ok etkilidir.

Parente ve ark.
1998

Curvaticin

Nisin (50 IU/ml), ve curvaticin 13 nisin (160 AU/ml),
ayn1 anda ilavesinde, tek basina yaptiklar etkiye gore

L. monocytogenes’e karsi daha fazla etkililerdir.

Bouttefroy ve
Milliere, 2000
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1.5. LAKTIK ASIiT BAKTERILERININ ANTIiMIiKROBIiYEL
AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Gidalarda biyokoruyucu olarak kullanilabilecek antimikrobiyel etkili
maddelerin belirlenmesinde fazla sayida farkli yontemler mevcuttur. Hem
yontemlerin farkliligi hem de antimikrobiyel maddelerin farklilig1 yapilan arastirma
sonuclarinin karsilastirilmasinda sorunlar ¢ikarabilmektedir. Bu nedenle standart bir
analiz yonteminin gelistirilmesi biiyiik bir ihtiyagtwr. Fakat var olan veriler
degerlendirildiginde her antimikrobiyel maddenin aktivite spektrumunun farkli
olmasi, etki tarzmm degiskenligi, kullanilan patojenlerin veya hedef
mikroorganizmalarin farkli olmasi gibi bir¢ok etken bu standart yOntemin
bulunmasinda en biiylik engellerdir. Antimikrobiyel etki testlerinde sonuclar1
etkileyen birgok faktér mevcuttur. Oncelikle gida ortaminda yani canli sistemde
yapilan ¢aligmalar ile laboratuvar sartlarmmda yapilan arastirmalar arasinda biiyiik
farkliliklar géze c¢arpmaktadir. Canli sistemlerde antimikrobiyel maddenin etkisini
siirlayan bircok etken mevcuttur ve canli sistemlerde bu faktorlerin bircogunu ayni
anda kontrol etmek imkansiz denecek kadar ¢cok zordur. Laboratuvar ortaminda ise
gidaya kiyasla ortam sartlar1 ¢ok daha kolay kontrol edilebilmektedir. Kullanilan
besiyerlerinin bilesimi ve pH degerleri, inkiibasyon isilari, inokiile edilen miktar,
secilecek patojen gibi. Yapilacak denemelerde mutlaka tiim etkenlerin belirlenip
kontrol altmna alimmasi gerekmektedir. Bu sekilde daha dogru sonuglar elde etmek
miimkiin olacaktir (39).

Antimikrobiyel etki denemelerinde 6zellikle kullanilacak antimikrobiyel
maddenin miktar1 ve konsantrasyonu en biiyiik etkendir. Kullanilan ¢ogu yontemde
istatistiksel olarak olusturulan ve MIC olarak belirtilen bir deger hesaplanir. MIC
degeri antimikrobiyel maddenin farkli miktarlarinin denendigi ¢aligmalar sonucu
belirlenen, hedef mikroorganizmanin  gelismesini  Onleyen en  diisiik
konsantrasyondur. Davidson ve Parish (39), antimikrobiyel etkili bilesiklerin gida
kaynakli mikroorganizmalar iizerindeki etkilerinin belirlenmesinde ¢ok sayida
yontem oldugunu fakat bu yOntemlerinin hi¢ birinin standart olmadigini ve
sonuclarin ¢ok sayida faktore bagh olarak degisebilecegini belirtmistir. Test

sonuclari, antimikrobiyel aktivitesi test edilecek mikroorganizmanin cinsi, tiirii ve
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susu; test yonteminde kullanilacak olan besiyeri veya gida ortamina; antimikrobiyel
maddenin saflagtirma asamasinda uygulanabilecek iglemlere (sterilizasyon, membran
filtrasyon, 1s1 vs); kullanilacak ¢6ziicii maddelere ve antimikrobiyel maddenin saflik
derecesine; atmosfer sartlarma (Anaerobik- aerobik); ortamin pH degerlerine bagh

olarak degismektedir.

1.5.1. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyel Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Yapilan bir¢cok calismada bakteriyosinlerin 6zellikle patojenler basta olmakla
birlikte c¢esitli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyel aktiviteleri test edilmistir.
Ozellikle gida kaynakli patojenler iizerinde ¢alisilmaktadir. Antibakteriyel aktivitesi
belirlenecek bakteriyosin iireten mikroorganizmalarin hem aktif kiiltiirii hem de MRS
Broth igerisinde iiretilerek, santrifiij edilmesi ile ayrilan siipernatantlarinm indikator
mikroorganizma tizerindeki antibakteriyel etkisinin belirlenmesi prensibiyle en ¢ok
kullanilan yontemlerin basinda kuyucuk diflizyon yontemi, agar disk difiizyon
yontemi ve mikrotiter yontemi gelmektedir. Yontemlerin degerlendirilmesinde
gozlemlenen zonlarin  degerlendirilmesi, zon ¢apmin biyiikligiine gore
yapilabilmektedir. Fakat bu ol¢iimler tamamen nitel sonuclar vermektedir. Zon ¢ap1
30-35 mm’den kii¢iik oldugunda hedef mikroorganizma duyarli, 20-30 mm ¢apindan
bir zon orta seviyede duyarliligi, 15-20 mm’den kii¢iik zonlar veya hi¢ zon olmayis1
ise hedef mikroorganizmanin test edilen antimikrobiyel maddeye karsi direncli

oldugunu gostermektedir (130).

a. Kuyucuk Difiizyon Yontemi (Turbidite): Yontemde agar yiizeyine 10°
kob/ml olacak sekilde hedef mikroorganizma ekilmis besiyeri ylizeyine kuyucuklar
acilir. Kuyucuklarin dibi birer damla agar ile kapatilir. Antimikrobiyel etkisi
belirlenecek olan izolatlarin MRS Broth igerisinde 18 saatlik aktif kiiltiirleri
hazirlanir. Kuyucuklara 100-500 ul aktif kiiltiir konulduktan sonra 30°C’de 2448
saat inkiibe edilir. Zon veren izolatlar belirlenir. Siire sonunda petrilerde olusan

inhibisyon zonu bir kumpas yardimiyla 6l¢iiliir (153, 171).
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b. Agar Disk Difiizyon Yoéntemi: Hedef mikroorganizmalar ve laktik asit
bakterilerinin bir gecelik taze kiiltiirleri hazirlanir. Hedef mikroorganizma ekilmis
besiyeri ylizeyine 6 mm ¢apli kagit diskler yerlestirilir. Disklere emdirilen laktik asit
bakterilerinin kiiltlir brothlarinin patojen bulunan petrideki besiyeri {izerinde iyi bir
sekilde difiize olabilmesi icin, diskler yerlestirildikten sonra petriler diiz olarak
5°C’de 2 saat bekletilir ve sonra ters gevrilerek 37°C’de 24-30 saat inkiibe edilir.

Disk etrafinda zon olusumu gézlemlenir (22, 173).

c. Mikrotiter Yontemi: Mikrotiter plaklarma 100 ul Mueller Hinton Broth
konulur. Test mikroorganizmalarinin Agyp = 0,1 degerini veren diliisyonu
belirlenerek mikrotiter plaklarina 50 pl konulduktan sonra {izerine 50 pl siipernatant
konulur. 30°C’de 24 saat inkiibe edilir. Hazirlanan plaklarin, kuyucuklara konulan
pozitif (slipernatantsiz) oOrneklere karsi 600 nm’de absorbansi Olgiiliir. Test
mikroorganizmalarinin liremesini %50 inhibe eden izolatlar etkili kabul edilir (74,

118).

d. Spot-on The Lawn Yontemi: Izolatlarm MRS Agar’da 18 saat inkiibe
edilmis kiltirleri hazirlanir. Petri kutularma dokilmiis Agar iizerine 10°-10°
konsantrasyonunda olacak  sekilde sivi  besiyerinde hazirlanmis  hedef
mikroorganizmalarinin kiiltiirlerinden 100 pl ekim yapilir. Besiyeri iizerine laktik
asit bakteri kiiltiirlerinin taze kolonilerinden nokta tarzinda ekim yapilarak 30°C’de
24-48 saat inkiibe edilir. Zon veren izolatlar belirlenir (104).

Lewus ve Montville (104), spot-on-the-lawn yOnteminin flip-plate ve
kuyucuk difiizyon metoduna gore ¢ok daha kolay, tekrarlanabilirligi yiiksek ve ¢cok
daha hizl1 degerlendirme yapilabilen bir yontem oldugunu belirtmislerdir.

Burada en ¢ok kullanilan yontemlerden bahsedilmistir. Fakat bu yontemlerin
modifikasyonu olan ¢ok sayida metot mevcuttur. Yontemlerin her birinin kendine
0zgii avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Davidson ve Parish (39), Lewus ve Montville
(104) ve Piddock (130) antimikrobiyel etkili maddelerin aktivitelerinin
belirlenmesinde  kullanilan  yOntemleri, yapilislarmi  ve bu  yOntemlerin

avantaj/dezavantajlarin1 detayli olarak rapor etmislerdir.
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Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel etkisinin hidrojen peroksit, organik
asitler (laktik asit ve asetik asit) veya diger inhibitorlerden mi yoksa bakteriyosinden
mi kaynaklandigini belirlemek i¢in bakteriyosinlerin disinda kalan diger inhibitor

etkenleri elimine etmek gerekir.

- Organik Asitlerin Antimikrobiyel Etkisinin Elimine Edilmesi: Bir¢ok
arastirma da notralizasyon basamagi olarak saflastirma asamalarinda yer alan bu
islemde steril siipernatantlarin pH’lar1 NaOH veya HCI kullanilarak bakteriyosinlerin

optimum etki edebilecegi pH degerlerine ayarlanir (20, 171).

- Hidrojen Peroksitin Antimikrobiyel Etkisinin Elimine Edilmesi: Cogu
aragtirmact yaptiklar1 denemelerde antimikrobiyel etkisini belirledikleri hidrojen
peroksitin, bakteriyosinlerin etkileriyle karigtirilmamasi i¢in pH degeri nétralize
edilmis steril slipernatantlara, hidrojen peroksiti parcalamak i¢in katalaz enzimi

uygulayarak aktivitenin devam edip etmedigini belirlemislerdir (142, 171).

1.5.2. Etki Biriminin Ol¢iimii

Antimikrobiyel etkili laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel etki biriminin
belirlenmesi amaciyla kullanilan ydntem mikrotiter metodudur. Bu yontemde
izolatlarin 18 saatlik aktif kiiltiirlerinin silipernatantlar1 hazirlanir. Mikrotiter
plaklarma 100 pl Mueller Hinton Broth konulur. Test mikroorganizmalarinin Ay =
0,1 degerini veren diliisyonu belirlenerek mikrotiter plaklarma 50 pl konulduktan
sonra tizerine 50 pl siipernatant konulur. 30°C’de 24 saat inkiibe edilir. Hazirlanan
plaklarin, kuyucuklara konulan pozitif (siipernatantsiz) orneklere karst 600 nm’de
absorbans1 Olciiliir. Test mikroorganizmalarinin iiremesini %50 inhibe eden

bakteriyosin konsantrasyonu etki birimi olarak degerlendirilir (74, 118).

1.5.3. Proteaz Uygulamasi

Organik asitlerin ve H,O,’nin etkisinin elimine edilmesinden sonra yapilan

antimikrobiyel etki belirleme testlerinin sonucunda zon veren izolatlarin bakteriyosin
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irettikleri belirlenmis olur. Bakteriyosinlerin hemen hepsi protein yapisindadir.
Gozlemlenen antimikrobiyel aktivitenin protein yapisinda bir maddeden kaynaklanip
kaynaklanmadigmin belirlenmesi amaci silipernatantlara proteolitik enzimler
uygulanarak antimikrobiyel test yenilenir. Enzim uygulamasi sonucunda etkinin
kaybolmasi, antimikrobiyel etkinin protein tabiatinda bir maddeden kaynaklandigini

gosterir (20, 104).

1.5.4. Bakteriyosinlerin Saflastiriimasi

Herhangi bir maddenin bakteriyosin olarak tanimlanabilmesi i¢in protein
yapisinda, en az 10 aminoasitten olugmasi ve {iretici sus tarafindan diizenli olarak
sentezleniyor olmast gerekir (95). Bakteriyosinlerin laboratuvar kosullarinda
saflagtirilmast prosediirii genellikle amonyum siilfat presipitasyon basamagini
izleyen iyon degisim kromotografisi ve hidrofobik etkilesim kromotografisi
kombinasyonlar1 sonrasinda RP-HPLC purifikasyon basamagi ile tamamlanir (128).
Kromotografi basamagi, preparatif izoelektrik focus ile yer degistirebilmektedir
(170). Bunun disinda yapilan pek c¢ok calisma saflastirma asamasini miimkiin
oldugunca kisaltmaya yoneliktir.

Uteng ve ark. (163), bakteriyosinlerin saflastirilmalarinda kullanilan birgok
basamagi kisaltarak daha kolay ve hizli bir sekilde saflagtirmanin yollarini denemis
ve iki basamakta saflastrmanin yapilacagmi gdstermislerdir. Ik basamakta katyon
degisim kromotografisi kullanmig ikinci basamakta ise diisiik basingli reverse faz
kolonunu 6nermislerdir.

Suarez ve ark. (151), yaptiklar1 arastirmalarinda gelistirdikleri purifikasyon
yonteminde, immunoaffiniti kromotografisi kullanarak bakteriyosinlerin tek agamada
saflagtirilmalarmin miimkiin oldugunu belirtmislerdir.

Ozellikle biiyiik miktarlarda bakteriyosinlerin adsorpsiyonunu saglayacak bir
yontem gelistiren Yang ve ark. (174), pH degerleriyle ve ¢oziicii maddelerin
kullanimiyla bu islemlerin daha da kolay olabilecegini belirtmislerdir.

Fakat kullanilan yontem her ne olursa olsun, yapilacak calismada hedeflenen

amaca gore uygun olani tercih edilmelidir. Eger iiretici sus ve lretebilecegi
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bakteriyosin biliniyorsa bakteriyosinin 6zelliklerine gore kromotografik asamalarin

secimi ¢ok daha kolay ve basarili bir analiz sonucu verir.

1.5.4.1. Antimikrobiyel Etkili Proteinlerin Coktiiriilmesi: Antimikrobiyel
etkili proteinlerin c¢oktiiriilmesinde butanol (81) ve aseton (86) ile ¢oktiirme

yontemleri yani sira en ¢ok tercih edilen amonyum siilfat ile ¢oktiirme yontemidir.

Amonyum Siilfat ile Coktiirme: Bu yonteme gore 100 ml MRS Broth
icerisinde 18-20 saat Tretilen sivi kiiltir 6nce 5000 devir/d hizla 15 d
santrifiijlenerek hiicre pargaciklar1 ve kaba partikiiller ayrilir. Santrifiijleme isleminin
ardindan siipernatant icerisine proteinlerin ¢oktiiriilmesi amaciyla % 35-70 oraninda
amonyum siilfat kristalleri ilave edilir. 4°C’de 18 saat karistirilir ve siire sonunda
10.000 x g’de 20-30 d santrifiijlenir. Presipitat uygun bir tampon ¢ozelti icerisinde
¢Oziilerek -18°C’de saklanir (21, 173).

1.5.4.2. Diyalizz Amonyum siilfatin belirlenen uygun konsantrasyonu ile
coktiiriilen bakteriyosin drneklerinden hem amonyum siilfatin uzaklastirilabilmesi,
proteinin konsantre edilmesi i¢in hem de ¢dzeltinin kismi olarak saflastirilabilmesi
icin ozmatik basing ilkesine dayanan diyaliz islemi uygulanir (21, 173). Laktik asit
bakterilerinin {irettigi bakteriyosinlerin belirlenmesinde genellikle 1.000 Da molekiil
agirhikli diyaliz posetleri kullanilmaktadir.

Diyaliz sonrasi elde edilen diyalizatin antimikrobiyel etkisi test edilerek kismi

saflastirilmis, ham bakteriyosin ¢ozeltisi olarak adlandirilir.

1.5.4.3. inhibitor Proteinlerin Belirlenmesi: Saflastirma asamasinda elde
edilen inhibitdr etkiye sahip proteinlerin molekiil agirliklarinin belirlenmesinde SDS-
PAGE yontemi kullanildig1 gibi Tricine-SDS-PAGE yontemi son yillarda ¢ok daha
fazla tercih edilmektedir. Bu yoOntemde, proteinler cesitli konsantrasyonlarda
hazirlanabilen poliakrilamit jel iizerinde elektrik potansiyel farki yaratilarak
birbirinden ayrilmaktadir. Ayrimi saglanan proteinlerin molekiil biiytikliikleri

tanimlanip bazi proteinlerle karsilagtirilarak tespit edilir.
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Schagger (141), 6zellikle diisiik molekiil agirlikli proteinlerin saptanabilmesi
amaciyla kullanilmasmi tavsiye ettigi yontemde 3-5 kDa molekiil agirlikli
proteinlerin bile Tricine-SDS-PAGE ydntemiyle kolaylikla belirlenebilecegini

belirtmistir.

1.5.4.4. Kromotografik Yontemler ile Bakteriyosinlerin Saflastirilmasi:
Kismi olarak saflastirilmis bakteriyosinlerin tam olarak saflastirilmasinda ¢ogu
arastirmact ya saflastirma tekniklerinin bir¢ogunu kombine ederek kullanmis ya da
birka¢ kromotografik yontemi bir arada kullanmistir. Bakteriyosinlerin hidrofobik
hidrofilik 6zellikleri, anyonik veya katyonik tabiatlar1 gibi birgok faktoér gdz Oniine
alinarak saflagtirma da kullanilabilecek yontemler secilebilmektedir.

Bu yontemlerin baginda iyon degisim kromotografisi, reverse phase HPLC,
FPLC, jel filtrasyon, hidrofobik etkilesim kromotografisi gibi farkli yontemler
gelmektedir (5, 42, 47, 74, 163).

Tablo 15°de bazi arastirmacilarin bakteriyosinleri saflastirmada kullandiklar1

yontemler verilmistir.
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Tablo 15. Bakteriyosinlerin Saflastirilmasinda Kullanilan Yontemler

Laktik Asit Bakterisi

Gida

Bakteriyosin

Saflastirma Teknigi

Kaynak

Lb. acidophilus DSM
20079

Acidocin D20079

Amonyum siilfat ile
¢oktiirme, Diyaliz
CM sepharose kolon
Octyl sepharose
kolon

Izoelektrik fokus

42

Lc. lactis ssp. lactis
biovar. diacetylactis
UL719

P. acidilactici UL5

Nisin Z
Pediocin PA1

Amonyum siilfat ile
¢oktiirme, Diyaliz
Katyon degisim
kromotografisi
HPLC

161

Strep. thermophilus
ACA-DC 0040

ThermophilinT

Amonyum siilfat ile
¢oktiirme, Diyaliz
Iyon degisim
kromotografisi

Gel permeation
kromotografisi

Lc. lactis ssp. lactis
B14

Boza

Bozacin 14

Amonyum siilfat ile
¢oktiirme, Diyaliz
Sep-pack C18 kolon
RP-HPLC

80

Enterococcus faecium
NIAI 157

Fermente
sebzeler

Enterocin ON-157

Ultrafiltrasyon
Amonyum siilfat ile
¢oktiirme, Diyaliz
Katyon degisim
kromotografisi

123

Carnobacterium
divergens M35

Midye

Divergicin M35

Katyon degisim
kromotografisi
Sep-pack C18 kolon
RP-HPLC

154

P. acidilactici

Fermente
sucuk

Pediocin L50

Amonyum siilfat ile
coktiirme

Katyon degisim
kromotografisi
Hidrofobik etkilesim
kromotografisi
RP-HPLC

28

Leuc. carnosum 4010

Vakum
ambalajl
et

Leucocins 4010

Amonyum siilfat ile
¢oktiirme, Diyaliz
Katyon degisim
kromotografisi

21
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Cahismanin amaci;

Gidalarin muhafazasi halk saglig1 ve ekonomik agisindan 6nemli bir konudur.
Gida muhafaza yontemlerinden biri de fermantasyondur. Fermente gidalarin ise
biiylik ¢ogunlunu fermente et liriinleri ve fermente siit iirlinleri olusturur. Laktik asit
bakterileri fermente gidalarin temel mikrofloralarini olusturmaktadirlar. Laktik asit
bakterileri gida igerisinde sekerleri fermente ederek asit olusturur. Olusan organik
asitlerin zararli mikroflora iizerinde yikilmayici etki yapmasi sayesinde gida
icerisinde dogal bir giivenlik ve koruma meydana gelir. Laktik asit bakterilerinin
olusturdugu mikroflora iizerinde yapilan c¢alismalarda, bu floranin {rettigi
bakteriyosin adindaki protein tabiatli maddelerin de tipki organik asitler gibi diger
mikroflora {izerinde yikilmayici etki yaptigr ve ayni sekilde dogal bir koruma
meydana getirdigi tespit edilmistir. Son yillarda gidalarda dogal koruyucu katki
maddeleri olarak giindemde olan maddelerin basinda laktik asit bakterilerinin {irettigi
bakteriyosinler yer alir ve bu maddeler {izerinde sayisiz calisma mevcuttur. Fakat
caligmalarin nerdeyse tamaminda bakteriyosinler ve bakteriyosin iireten suslar
hakkinda daha detayli ve giivenilir bilgiye ihtiya¢ duyuldugundan bahsedilmektedir.
Laktik  asit  bakterilerinin  {direttigi  bakteriyosinlerin ~ tanimlanmast  ve
bakteriyosinojenik laktik asit bakterilerinin identifikasyonu konusunda iilkemizde az
sayida caligma mevcuttur. Fermente gidalardaki laktik asit bakteri florasmnin gidanin
¢esidine, iiretim metoduna ve cevresel faktorlere bagli olarak biiyiikk bir degisim
gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle Ozellikle yoremizdeki fermente gidalarda
bakteriyosinojenik laktik asit bakterileri hakkinda da arastirmalara ihtiya¢ vardir. Bu
calismada, 6zellikle mikroflorasini laktik asit bakterilerinin olusturdugu geleneksel
yontemlerle iiretilmis bazi fermente gidalar (kasar peyniri, tulum peyniri, beyaz
peynir, krema, tereyagi, yogurt ve sucuk) ile ¢ig siit ve laboratuvar ortaminda farkl
kefir taneleri ve kefir kiiltiirii kullanilarak tiretilen kefirden bakteriyosinojenik laktik
asit bakterilerini identifiye etmek ve seg¢ilen gida patojenlerine karsi en etkili olan
bakteriyosini kismi olarak saflastirmak hedeflendi. Elde edilecek olan giiclii
bakteriyosinojenik suslar ve bu suglarmm  bakteriyosin {iretme potansiyeli
tanimlanarak, gida muhafazasmda kullanilabilme olanaklar1 iizerinde durulmasi

amaglandi.
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Calisma kapsaminda;

Gidalardan laktik asit bakterilerinin izole edilmesi,

Izolatlarm antimikrobiyel etkisinin belirlenmesi,

Antimikrobiyel etki gosteren izolatlarin identifiye edilmesi,

Suslarin ¢esitli patojenlere karst antimikrobiyel etkisinin tespiti,

Belirlenen  antimikrobiyel etkinin  bakteriyosinlerden  kaynaklanip
kaynaklanmadiginin belirlenmesi,

Bakteriyosinlerin kismi karakterizasyonu,

Patojenlere kars1 en etkili bakteriyosinin kismi olarak saflagtirilmasi

amagland.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. MATERYAL

2.1.1. Ornekler

Kars ili piyasasindan geleneksel yontemlerle iiretilen kasar peyniri, beyaz
peynir, tulum peyniri, yogurt, tereyagi, krema ve sucuk oOrnekleri ile ¢ig siit
numuneleri her bir drnekten 50’ser adet olmak iizere alinarak laboratuvara getirildi.
Laboratuvarda kefir taneleri ve kefir kiiltlirii kullanilarak tiretilen 50 adet farkl kefir

ornegi de ¢aligmada numune olarak kullanildi

2.1.2. Test Suslan

Calismada test mikroorganizmasi olarak Lactobacillus casei, Lactobacillus
cellebiosis, Leuconostoc paramesenteroides, Streptococcus lactis, Micrococcus,
Micrococcus luteus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Salmonella enteritidis, Yersinia enterocolitica O:3 kullanildi. Tablo 16’da

kullanilan test suglar1 ve temin edildigi kaynaklar verilmistir.

Tablo 16. Test Mikroorganizmalar1 ve Temin Edildigi Kaynaklar

Sus Adi Kodu Temin Edildigi Kaynak
Lactobacillus casei Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal1
Mikrobiyoloji Laboratuvari
Lactobacillus cellebiosis Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal1
Mikrobiyoloji Laboratuvari
Leuconostoc Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal1
paramesenteroides Mikrobiyoloji Laboratuvari
Streptococcus lactis Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal1
Mikrobiyoloji Laboratuvari
Micrococcus Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal1
Mikrobiyoloji Laboratuvari
Micrococcus luteus RSKK No 1123 Refik Saydam Hifzissthha Merkezi
Listeria monocytogenes RSKK No 475 Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
Staphylococcus aureus RSKK No 25923 | Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
Bacillus subtilis RSKK No 389 Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
Salmonella enteritidis RSKK No 538 Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
Escherichia coli RSKK No 97010 | Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
Yersinia enterocoliticaO3 | RSKK No 920 Refik Saydam Hifzissthha Merkezi
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2.1.3. Alet ve Ekipman

Bu calismada kullanilan alet ve ekipmanlar Kafkas Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal1 Laboratuvarlarindan, Fizyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarindan, Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarmdan,
Hayvancilik Arastrma ve Uygulama Merkezi Laboratuvarindan temin edildi.
Bakteriyosinlerin saflagtirilmast ve tamimlanmasi asamalari Ortadogu Teknik
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Béliimii laboratuvarinda ve ODTU

Merkez Laboratuvarinda yapildi.

2.2. YONTEM

2.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismada ozellikle mikroflorasini1 laktik asit bakterilerinin olusturdugu
geleneksel yontemlerle iiretilmis bazi gidalar (kasar peyniri, tulum peyniri, beyaz
peynir, krema, tereyagi, yogurt ve sucuk), ¢ig siit ve laboratuvar ortaminda kefir

taneleri ve kefir kiiltiirii kullanilarak {tiretilen kefir materyal olarak kullanildi.

2.2.2. Kefir Orneklerinin Hazirlanmasi

Kefir tiretimi geleneksel yontem kullanilarak yapildi. Kefir liretiminde hem
kefir tanesi hem de kefir kiiltiirii kullanildi. Erlene 100 ml UHT steril siit konuldu.
Siitler 25°C’ye kadar sitildiktan sonra %35 oraninda kefir tanesi veya %3 kefir
kiiltiirti ile mayalanip 25°C’de 20 saat agzi kapali olarak inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresince belli araliklarla piht1 karistirildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda taneler steril bir siizge¢ yardimiyla pihtidan ayrildi ve steril su ile yikandi.
Kefir 5°C’ye sogutulduktan sonra 5°C’de olgunlagmaya birakildi (109).

Sekil 2°de kefir mayas1 ve kefir kiiltiirii kullanimi ile kefir iiretim semasi

verilmistir.
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Kefir tanesi ile Kefir kiiltiir ile
Steril siit Steril siit
Isitma (25 °C) Isitma (25 °C)
! (Kefir kiiliiri)
Mayalama (% 5 tane) » Mayalama (% 3 kefir kiiltiirii)
Inkiibasyon (25°C’de / 20 saat) Inkiibasyon (25°C’de / 20 saat)

Tanelerin siiziilmesi Soguk muhafaza (5°C)
Soguk muhafaza (5°C)

Sekil 2. Kefir Uretim Semasi

2.2.3. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu ve Gruplandiriimalar

Izolasyon amaciyla siit ve siit iiriinlerinin homojenizasyonu ve diliisyonu igin
Y4 Ringer ¢ozeltisi, et ve et {irlinleri i¢in ise tamponlanmis peptonlu su kullanilarak
uygun diliisyonlar hazirland1. Izolasyon sansini arttirmak icin secilen diliisyonlardan
MRS Agar (Oxoid, CM361), modifiye Chalmers Agar (167) ve M17 Agar (Oxoid,
CMO0785) besiyerlerine ekim yapilarak, 30°C’de 48-72 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras: her besiyerinden tipik koloniler, tipik koloni olmayan petrilerden
ise rastgele S5’er koloni segildi. Gram boyama, mikroskobik morfoloji, katalaz
reaksiyonu, oksidaz testi ve glukozdan gaz olusturma gibi Oncelikli testler
uygulanarak izolatlar gruplandirildi (91).

Izolatlar caligma siiresince BHI Yatik Agar’da (Oxoid CM375) cogaltilarak
4°C’de muhafaza edildi. Calisma sirasinda taze kiiltiir hazirlamak igin izolatlar MRS

Broth’a ekilerek 30°C’de 18 saat inkiibe edildi.
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2.2.3.1. Gram Reaksiyonu ve Mikroskobik Morfolojileri: Bu amacla
izolatlarin 18-24 saatlik taze bakteri kiiltiirleri kullanildi. Temiz bir lam {izerine
yuvarlak uglu 6ze ile bir damla bakteri kiiltiirli alinarak boyama prosediirii uyguland:.
— Preparat hazirlanip, kurumasi beklendikten sonra fikse edildi.
— Metilen mavisi soliisyonu ile 2 dakika boyandi.
— Boya dokiilerek uzaklastirildiktan sonra preparat iizerine lugol soliisyonu
konarak 1 dakika beklendi. Lugol soliisyonu ddkiilerek uzaklastirildi.
— Safalkolde 15-30 saniye dekolere edildi (Alkol renksiz akincaya dek).
— Preparat saf su ile yikand1.
— Sulu fuksin boyasi ile 30 saniye boyand1.
— Safsu ile yikanarak boya giderildi. Kurutma kagidinda kurutuldu.

— Sedir yag1 konarak immersiyon objektifi ile incelendi.

Gram boyama yapildiktan sonra, immersiyon objektifinde incelenen
kiiltiirlerden mavi-mor renkte olanlar Gram pozitif, pembe-kirmizi olanlar ise Gram
negatif olarak degerlendirildi. Kontrol sus olarak Gram negatif bir bakteri olan E.
coli kullanildi. Mikroorganizmalarin biiyiikligii, sekli ve dizilisi gibi morfolojik

ozellikleri Gram boyama ile boyanan preparatlarda incelendi (9).

2.2.3.2. Katalaz Testi: Taze bakteri kiiltiiri, bir 6ze yardimiyla temiz bir lam
iizerine alinip yayildi. Uzerine 1-2 damla %3’liik hidrojen peroksit damlatildi.
Kabarciklarin ¢ikmasi pozitif olarak kabul edildi. Pozitif kontrol sus olarak

Escherichia coli kullanild1 (9).

2.2.3.3. Oksidaz Testi: MRS Broth icerisinde izolatlarin 18 saatlik taze
kiiltiirleri hazirland1. Bactident Oxidase (Merck 1.13300) hazir test kiti iizerine bir
0ze dolusu kiiltiir aktarildi, 20 — 60 saniye i¢inde renk degisimi incelendi. Mavi-
menekse renk pozitif olarak kabul edildi. Pozitif kontrol sus olarak Pseudomonas

aeruginosa kullanild1 (8).

2.2.3.4. Glukozdan Gaz Olusturma: MRS Broth bilesiminde oldugu gibi

hazirlanmakla birlikte triamonyum sitrat yerine %35 glukoz ilave edilerek MRS-
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Glukoz Broth besiyeri hazirlandi. Besiyerinden 8’er ml konulmus tiiplerin i¢ine
durham tiipli yerlestirildi. Sterilizasyon sonrasi tiiplere taze kiiltiirlerden 0,5 ml
inokiilasyon yapildi ve 30 °C de 24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
tiiplerde gaz olusumu pozitif olarak kabul edildi (143).

2.2.4. Test Suslarinin Aktif Hale Getirilmesi

Calismada kullanilan test suslarindan laktik asit bakterileri MRS Broth
(Oxo0id CM359) igerisinde, 30°C’de 18 saat inkiibe edildi. Modifiye Chalmers
Agar’da safliklar1 kontrol edildikten sonra, calisma siiresince BHI Yatik Agar’da
muhafaza edildi. Diger test suslar1 ise BHI Broth (Oxoid, CM225) igerisinde 37°C’de
24 saat inkiibe edildikten sonra her bir bakteri kendi selektif besiyerine ekilerek
¢ogaltild1 ve safliklar1 kontrol edildikten sonra BHI Yatik Agar’da 4°C’de muhafaza
edildi.

2.2.5. izolatlarin Antimikrobiyel Etkisinin Belirlenmesi

Antimikrobiyel testlerin tiimiinde test bakterisi olarak kullanilan laktik asit
bakterileri icin MRS Broth ve MRS Agar kullanildi. Diger test mikroorganizmalar1
icin ise Mueller Hinton Broth (Oxoid, CM405) ve Mueller Hinton Agar (Oxoid,
CM337) kullanildi. Tablo 16’da antimikrobiyel etkinin belirlenmesinde kullanilan
test mikroorganizmalarin listesi verilmistir.

Izolatlarin antimikrobiyel etkisinin belirlenmesi icin ii¢ farkli metot
kullanildi. Bu metotlarin birinde izolatlarin kolonilerinin, diger iki yontemde ise

izolatlarin slipernatantlarinin antimikrobiyel etkisi test edildi.

Yontem 1. Yontemlerin ilkinde, izolatlarmm MRS Agar’da 30°C’de 48 saat
inkiibe edilmis kiiltiirleri hazirlandi. Petri kutularina dokiilmiis Mueller Hinton Agar
iizerine 10°~10° konsantrasyonunda olacak sekilde siv1 besiyerinde hazirlanmus test
mikroorganizmalarinin  kiiltiirlerinden 100 pl ekim yapildi. Besiyeri iizerine
izolatlarm Kkiiltiirlerinin taze kolonilerinden nokta tarzinda ekim yapilarak 30°C’de

24-48 saat inkiibe edildi. Zon veren izolatlar belirlendi (104).
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Yontem 2. Bu yontemde ise izolatlarin MRS Broth igerisinde 30°C’de 18 saat
inkiibe edilerek aktif kiiltiirleri hazirlandi. Kiltiirler 10.000 x g’de 10 dakika 4°C’de
santrifiij (Hettich, Universal 32 R) edilerek siipernatantlar1 alindi. Petri kutularina
dokiilmiis Mueller Hinton Agar iizerine 10°~10° konsantrasyonunda olacak sekilde
stv1 besiyerinde hazirlanmig test mikroorganizmalarinin kiiltiirlerinden 100 pl ekim

yapildi. Bu asamadan sonra iki farkli yontemle isleme devam edildi.

Kagit Disk Metodu: Test mikroorganizmasi ekilmis besiyeri ylizeyine bos
kagit diskler (Oxoid CMO0998) vyerlestirildi. Kagit disklere 100 pl siipernatant
damlatildiktan sonra petriler 30°C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Zon veren izolatlar
belirlendi (22, 173).

Kuyucuk Yontemi: Test mikroorganizmasi ekilmis besiyeri ylizeyine 6 mm
capinda 1 cm yiiksekliginde kuyucuklar acildi. Bu amagla agzi kesilmis steril
ependorf tiipleri kullanildi. Kuyucuklarin dibine 10 pl Mueller Hinton Agar
konularak kuyucuklarin dibi kapatildi. Kuyucuklara 500 pl siipernatant konulduktan
sonra 30°C’de 2448 saat, petriler ters ¢evrilmeden inkiibe edildi. Zon veren izolatlar

belirlendi (153, 171).

Yontem 3. Izolatlarin antimikrobiyel etkisinin belirlenmesi amaciyla
kullanilan ii¢lincti yontem ise mikrotiter yontemidir. Bu yontemde izolatlarin 18
saatlik aktif kiiltiirlerinin silipernatantlar1 hazirlandi. Mikrotiter plaklarma 100 pl
Mueller Hinton Broth konuldu. Test mikroorganizmalariin Agyp = 0,1 degerini veren
diliisyonu belirlenerek mikrotiter plaklarma 50 pl konulduktan sonra iizerine 50 pl
stipernatant konuldu. Plak, 30°C’de 24 saat inkiibe edildi. Hazirlanan plaklarm,
kuyucuklara konulan pozitif (slipernatantsiz) orneklere karst 600 nm’de absorbansi
Olciildii. Test mikroorganizmalarmin iiremesini %50 inhibe eden izolatlar etkili kabul

edildi (74, 118).
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2.2.6. Bakteriyosinlerin Varhgimin Belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel etkisinin hidrojen peroksit, organik
asitler (laktik asit ve asetik asit) veya diger inhibitorlerden mi; yoksa bakteriyosinden
mi kaynaklandigini belirlemek i¢in bakteriyosinlerin disinda kalan diger inhibitor
etkenleri elimine etmek gerekir. Bu amagla laktik asit bakteri izolatlarmin MRS
Broth igerisinde 18 saatlik aktif kiiltiirleri hazirlandi. 10.000 x g’de 4°C’de 10 dakika
santrifiij edildi. Stipernatantlar ayrilarak 0,22 um por c¢apli mikrofiltre (Millipore-
SLGV 033RS) ile siiziilerek steril edildi. Bu asamadan sonra siipernatantlara
asagidaki testler ayr1 ayr1 uygulanarak bakteriyosinlerin varligi tespit edilmeye

calisild1.

2.2.6.1 Organik Asitlerin Antimikrobiyel Etkisinin Elimine Edilmesi:
Bunun i¢in steril siipernatantlarmn pH degerleri nétiirlenerek antimikrobiyel etkinin
devam edip etmedigi arastirildi. Notralizasyonda bakteriyosinlerin Broth igerisindeki
konsantrasyonlarini azaltmamak amaciyla derisik NaOH veya derisik HCI kullanild1.
Steril siipernatantlarin pH’lar1 5 N NaOH veya 5 N HCI kullanilarak pH 6,57 olarak
ayarlandi. Antimikrobiyel etkinin belirlenmesi i¢in Boliim 2.2.5°de anlatildig: sekilde
test yapildi (20, 171).

2.2.6.2. Hidrojen Peroksitin Antimikrobiyel Etkisinin Elimine Edilmesi:
Bu amacla pH degeri ndtralize edilmis steril siipernatantlara, olas1 hidrojen peroksiti
pargalamak igin 1 mg/ml katalaz enzimi (Sigma C9322) uygulandi. 37°C’de 2 saat
inkiibe edildi. Siire sonunda 60°C’lik su banyosunda (Niive BM 402) 10 dakika
bekletilerek enzimin etkisi inhibe edildi. Daha sonra antimikrobiyel etkinin

belirlenmesi i¢in Boliim 2.2.5°de anlatildig: sekilde test yapildi (142, 171).
2.2.7. Duyarhlik Testleri ve Proteolitik Enzim Uygulamasi
Organik asitlerin ve hidrojen peroksitin etkisinin elimine edilmesinden sonra

yapilan antimikrobiyel etki belirleme testlerinin sonucunda zon veren izolatlarin

bakteriyosin iirettikleri belirlenmis oldu. Fakat yine de kesin bir sekilde bu ifadeyi
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kullanabilmek icin etkiye neden olan maddenin protein tabiatinda olup olmadigini
belirlemek amaciyla slipernatantlara proteolitik enzimler uygulanarak antimikrobiyel
etki testi yenilendi. Enzim uygulamas1 sonucunda etkinin kaybolmasi, antimikrobiyel
etkinin protein tabiatinda bir maddeden kaynaklandigini gosterir (20, 104). Bu amag
icin notralize edilmis steril siipernatantlara gesitli proteolitik enzimler, farkli 1s1
dereceleri ve degisik pH degerleri uygulanarak antimikrobiyel etki test edildi.

Tablo 17°’de silipernatantlara uygulanan proteolitik enzimler, 1s1 ve pH

degerleri verilmistir.

Tablo 17. Siipernatantlara Uygulanan Proteolitik Enzimler, Is1 ve pH Degerleri.

Enzimler pH Is1
a-chymotrypsin (Sigma SIC 4129) pH 2 4°C’de 7 giin
Protease (Sigma P4860) pH 12 65°C’de 30 dakika
Trypsine (Sigma T1426) 121°C’de 15 dakika

2.2.7.1. Enzim Uygulamasi: Notralize edilmis steril siipernatantlara 1 mg/ml
proteolitik enzim (a-chymotrypsin, protease, trypsine) ilave edilip, 37°C’de 2 saat
inkiibe edildi. Siire sonunda 60°C’lik su banyosunda 10 dakika bekletilerek
enzimlerin etkisi inhibe edildi. Uygulama sonras1 antimikrobiyel etki test edildi. Test
sonras1 antimikrobiyel etkinin kaybolmasi, etkili maddenin protein tabiatinda

oldugunu gosterir (20, 42).

2.2.7.2. Is1 Uygulamasi: Notralize edilen steril siipernatantlara, 4°C’de 7 giin,
65°C’de 30 dakika, 121°C’de 15 dakika 1s1 uygulamasi yapildi. Uygulama sonrasi
antimikrobiyel etki test edildi (42, 47).

2.2.7.3. pH Uygulamasi: Steril siipernatantlarin pH degerleri 5 N NaOH ve 5
N HCI kullanilarak pH degerleri ayr1 ayri1 pH 2 ve pH 12’ye ayarlandi. 37°C’de 30
dakika inkiibe edildikten sonra pH degeri nétiirlenerek antimikrobiyel test yenilendi
(42, 47).
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2.2.8. Bakteriyosinojenik izolatlarin identifikasyonu

Laktik asit bakterileri izolatlarinin tanimlanabilmesi ve karakterizasyonu
amaciyla morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik Ozellikleri igeren klasik
identifikasyon yontemleri kullanildi. Izolatlara argininden amonyak olusturma, farkli
pH (4 ve 9,6), farkli tuz konsantrasyonu (%6 ve 10), farkli 1s1 dereceleri (0, 10, 15 ve
45°C’de) treme testleri ile dekstran olusturma, Voges prouskauer testi, Asetat
Agar’da treme, % 0,1 metilen mavisinde ireme testleri ve karbonhidrat

fermantasyon testleri uygulandi (24, 67, 91, 143).

2.2.8.1. Tolerans Testleri: Izolatlarm 0, 10, 15 ve 45°C’de iireyebilme
yetenekleri, %6 ve %10 NaCl’de treme, pH 9,6’da ve pH 4’de iireyebilme
yeteneklerinin tespiti amaciyla izolatlar MRS Broth’a ekildi. Inkiibasyon sonrasi
besiyerlerinde goriilen bulaniklik ve tortu olusumu ilireme agisindan pozitif olarak
kabul edildi. inokiilasyon yapilan tiipler 1545 °C’de 3 giin, 0-10°C’de 7 giin inkiibe
edildi (91, 143).

2.2.8.2. Argininden Amonyak Olusturma: MRS besiyeri bilesiminden
glukoz, amonyum sitrat ve meat ekstrakt ¢ikarilarak MRS Broth hazirlandi. Broth
icerisine % 0,3 L-arginin ile % 0,2 sodyum sitrat eklendi. Broth tiiplere dagitildiktan
sonra, 121°C’de 15 dakika steril edildi. Izolatlar broth’a ekilerek, 30°C’de 7 giin
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra temiz bir tiipe 1 ml iireme goriilen besiyerinden
konulup tizerine 1 ml Nessler ¢ozeltisi damlatildi. Turuncu kahverengi renk pozitif

olarak degerlendirildi (8, 143).

2.2.8.3. Dekstran Olusturma: MRS Agar igerisine %5 sukroz ilave edilerek
hazirlanan MRS-Sukroz Agar’a, izolatlarm MRS Broth’taki 18 saatlik taze
kiiltiirlerinden ekim yapild1. Petriler 30°C de 2448 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
siiresi sonunda petri yiizeyinde dekstran olusumu incelendi. Olusan kolonilerin sulu

yapiskan viskoz hali pozitif olarak degerlendirildi (24, 143).
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2.2.8.4. Voges Prouskauer Testi: izolatlarin glukozu fermente ederek asetil
metil karbonil meydana getirip getirmedigini belirlemek amaciyla, izolatlar MR-VP
Broth'a (Oxoid, CM 43B) ekildi. 30°C de 2-7 giin inkiibasyondan sonra, temiz bir
deney tiiptine 1 ml kiiltiir konuldu, bunun {izerine 0,6 ml a-naftol ¢ozeltisi (% 96'lik
etil alkolde hazirlanmig) ve 0,2 ml % 40’lik KOH c¢ozeltisinden eklendi ve tiip
kuvvetlice galkalandi. Tiiplerde 5 dakika icinde meydana gelen kirmizi renk pozitif
kabul edildi (8).

2.2.8.5. Asetat Agar’da Ureme: izolatlarm MRS Broth’taki 18 saatlik taze
kiiltiirlerinden, Acetate Agar (Fluka, 17114)’a (pH 5,4) ekim yapildi. Petriler 30°C de
24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda iireyen izolatlar belirlendi (67).

2.2.8.6. % 0,1 Metilen Mavisinde Ureme: Steril siit i¢erisine % 1 oraninda
metilen mavisi eklenerek izolatlarm MRS Broth’taki 18 saatlik taze kultiirlerinden
ekim yapildi Tiipler 30°C de 1-7 giin inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda

besiyerindeki mavi rengin agilmasi pozitif kabul edildi (9).

2.2.8.7. Karbonhidrat Fermantasyon Testleri: MRS Broth bilesiminden
lab-lembo ve glukoz cikarilmis halde besiyeri bilesimine gére fermantasyon Broth
hazirlandi. Besiyeri bilesimine girecek olan 1000 ml saf suyun 800 ml’si besiyerine
konarak 200 ml’si ayrildi. Besiyerine % 0,05 g klorofenol red (Aldrich, 199524)
indikatorii konuldu. Ayrilan suda test edilecek sekerlerin % 2’lik ¢dzeltileri
hazirlandi. Sekerler 0,22 um por ¢apli filtreler ile sterilize edildi. Bu ¢zeltiden steril
edilen besiyerlerine % 1 oraninda ilave edildi. Besiyeri seker ile iyice karistirilip
tiiplere 8-10 ml konuldu. Besiyerine aktif kiiltlirlerden %1 oraninda ekim yapild1.
30°C’de 48-72 saat inkiibe edildi. Asit olusturarak besiyeri rengini sariya doniistiiren
izolatlar pozitif olarak degerlendirildi (91).

Karbonhidrat fermantasyon testleri ayrica API test kiti kullanilarak da
yapildi. Caligmada laktik asit bakterilerinin tanimlanmasina yonelik iiretilmis API 50
CH (Biomerieux) test kiti kullanildi. Testin esas1 farkli karbonhidratlarin, izolatlar
tarafindan fermente edilip edilmemesinin belirlenmesine dayanmaktadir. izolatlarin

modifiye Chalmers Agar’da saf kolonileri iiretildi. Saf kolonilerinden MacFarland 2
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(Biomerieux 70900)’ye gore uygun konsantrasyonlar belirlenerek API CHL
(Biomerieux 50410) besiyerine ekim yapildi. Broth, karbonhidrat emdirilmis API test
kitlerine (Biomerieux 50300) konulduktan sonra agizlar1 mineral yag ile kapandi.
30°C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun 24. ve 48. saati sonunda
besiyerindeki renk degisimleri takip edilerek goriilen sar1 renk pozitif, mavi mor renk
ise negatif olarak ayr1 ayr1 kaydedildi. Test sonuglar1 API Web CD Ram (Biomerieux
40012) programu ile okunarak degerlendirildi.

2.2.9. Bakteriyosinlerin Kismi Saflastirilmasi

2.2.9.1. Amonyum Siilfat ile Proteinlerin Coktiiriilmesi: Laktik asit bakteri
izolatlarimin MRS Broth igerisinde 18 saatlik aktif kiiltlirleri hazirlandi. 10.000 x
g’de 10 dakika 4°C’de santriflij edildi. Siipernatantlar ayrilarak 0,22 pum por ¢aph
mikrofiltre ile siiziilerek steril edildi. Siipernatantlarin pH degerleri 5 N NaOH ve 5
N HCI kullanilarak nétiirlendi.

Notralize edilmis steril siipernatantlardaki proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve
konsantre edilmesi amaciyla amonyum siilfat tuzu (Merck, 31119) kullanildi. Uygun
amonyum siilfat konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla %30’dan %80’e kadar
amonyum siilfatin farkli konsantrasyonlar1 test edildi. Bu amagla, her bir amonyum
stilfat konsantrasyonuna uygun olacak miktarlarda tuz soguk havanda iyice ezilerek
pudra haline getirildi ve 4°C’de yavas yavag siipernatantlara ilave edildi. Etiiv (Niive
ES 110) igerisinde 4°C’de 18 saat boyunca magnetik karistirici (SBS A-160)
kullanilarak karistirild1. Islem sonras1 rnekler 15.000 x g’de 30 d santrifiij edildikten
sonra hem siipernatantin hem de c¢okeltinin antimikrobiyel etkisi belirlendi. Bu
sekilde silipernatantta en az etkili protein birakan veya hi¢ birakmayan amonyum
stilfat konsantrasyonu belirlendi (10, 21, 173). Amonyum siilfat ile ¢oktlirme sonras1

elde edilen ¢okelti ve siipernatanta antimikrobiyel etki testleri yapildi.

2.2.9.2. Diyalizz Amonyum siilfatin belirlenen uygun konsantrasyonu ile
coktiiriilen bakteriyosin 6rneklerinden hem amonyum siilfatin uzaklastirilabilmesi ve
proteinin konsantre edilmesi i¢in, hem de ¢dzeltinin kismi olarak saflastirilabilmesi

icin ozmatik basing ilkesine dayanan diyaliz islemi uygulandi (10, 21, 173).
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Diyaliz islemi i¢in, amonyum siilfat ile ¢oktiirme sonrasi elde edilen ¢okelti
10 kat1 hacminde steril 10mM sodyum fosfat (pH 6,5) tampon ¢dozeltisi ile
sulandirildi. Siispansiyon 12 c¢cm boyutunda kesilmis 1.000 Da molekiil agirlikli
(Spectra/Por 7 — 132104) diyaliz poseti igerisine konuldu. Diyaliz posetinin iki ucu 3
cm’lik aralikla ve hava boslugu kalacak sekilde ipek iplikle sikica baglandi. Bu
asamada posetin yirtilmamasi i¢in baglarken ¢ok sikmaktan kacmildi. Etiiv igerisinde
4°C’de 24 saat siiresince hacminin 100 kati, 10mM sodyum fosfat (pH 6,5) tampon
cozeltisine karsi magnetik karistiricida stirekli karistirilarak diyaliz edildi. Diyaliz
islemi siiresince her 3 saatte bir diyaliz tamponu olarak kullanilan sodyum fosfat
cozeltisi degistirildi.

Diyaliz sonrasi elde edilen diyalizatin antimikrobiyel etkisi test edildi. Diyaliz
islemi sonrasi elde edilen diyalizat kismi saflastirilmig, ham bakteriyosin ¢ozeltisi

olarak adlandirildi.

2.2.9.3. Iyon Degisim Kromotografisi: Diyalizatin saflastirilmas1 amaciyla

iyon degisim kromotografisi uyguland1 (21, 42, 90, 169).

Iyon degisim kromotografisi i¢in kolon yerine Batch ydntemi kullanild:

Yontemde asagida verilen asamalar takip edildi.

1. Iyon degistirici olarak karboksimetil seliiloz (CM52 Whatman 4037050)
kullanildi.

2. Karboksimetil seliiloz tampon ¢ozelti ile yikanip sisirildi. Bunun i¢in bir erlen
icerisine 10 g karboksimetil seliiloz konuldu. Uzerine 50 mM sodyum fosfat
tamponu (pH 6,5) konularak bir cam ¢ubuk yardimiyla yavas yavas karistirildi ve
jel 24 saat bekletilerek sismeye birakildi.

3. Beherde sismeye birakilan jel 10 mM sodyum fosfat tamponu (pH 6,5) ile 3—5
kez yikanarak bir Pastor pipeti yardimiyla tampon ¢ozelti jel lizerinden cekilerek
uzaklastirildi

4. Jel lizerine diyalizattan 15-20 ml eklendi. Karisim 1 saat siiresince 4°C’de cam
cubuk ile karistirildiktan sonra sinter filtreli nuche erlenine yerlestirildi ve
stiziildii.

5. Siizlintiiden (anyonik karakterli protein ¢ozeltisi) antimikrobiyel etki testi i¢in

ornek alindi.
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6. Filtrede kalan jelden katyonik proteinleri almak i¢in jel, 0,3 M NaCl ile
yikanarak siizlintii alindi. Siiziintii katyonik karakterli protein ¢ozeltisi olarak
ayrild1 ve antimikrobiyel etki testi i¢in drnek ayrildi.

Anyonik ve katyonik karakterli protein c¢dozeltilerine Bolim 2.2.5.°de

belirtildigi sekilde antimikrobiyel etki testleri uygulandi.

2.2.10. Orneklerin Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Orneklerin protein konsantrasyonlar1 Bicinchoninic acid (BCA) ydntemi ile
yapildi. Yontemde Bicinchoninic acid protein assay kiti (Sigma BCA1 ve B 9643)
kullanildi. Orneklerin protein konsantrasyonlarmni belirlemek i¢in 562 nm’de
verdikleri absorbans Elisa reader ile okundu.

Bisinsinonik asit yonteminin prensibi, Lowry yontemine benzemektedir.
Yontemde alkali kosullarda Cu' iyonlartyla proteinlerin kompleksi sonucu Cu'
iyonlar1 Cu'e indirgenir ve bu asamada bisinsinonik asit, Cu’' iyonlar1 ile
birleserek mavi-mor bir renk olugsmasini saglar. Olusan renk 562 nm’de okunarak
absorbans Olgiiliir.

Yontemin uygulanmasinda oncelikle ¢ozelti A (Bicinchoninic acid
soliisyonu) ile ¢ozelti B (Bakar II siilfat) 50:1 oraninda karistirilarak bundan sonraki
asamalarda calisma ¢dzeltisi olarak kullanildi. Orneklerin saf su ile uygun
diliisyonlar1 hazirlandi. Protein standardinin 0, 200, 400, 600 ve 800 pg/ml’lik
konsantrasyonlarinda diliisyonlar1 hazirlandi. Protein ornekleri ile calisma ¢ozeltisi
1:8 oraninda karistirilarak 96 kuyucuklu pleytlere pipetlendi. 37°C’de 30 d inkiibe
edildi. Siire sonunda hizli bir sekilde elisa reader ile 562 nm’de absorbanslari
olglildii. Okunan absorbanslar ile standart egri hazirlanarak protein orneklerinin

konsantrasyonlar1 hesaplandi.
2.2.11. Bakteriyosinin Safliginin Belirlenmesi ve Tanimlanmasi
Saflagtirma igleminin her asamasinda inhibitor etki gosteren ornekler Tricine-

SDS-PAGE yontemi ile jelde yiiriitiilerek hem saflastirma kontrol edildi hem de

proteinlerin molekiil agirliklar1 belirlenmeye calisildi. Bu yontemde %10’luk ve
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%16’k farkli konsantrasyonlardaki iki jel kullanilarak gradient jel hazirlandi.
Ornekler 80 mA’de ortalama 2,5 saat yiiriitiildii. Jelde proteinlerin gériilmesi igin, jel
oncelikle Coomassie Boya ile boyanarak incelendikten sonra Giimiis boyama
yontemi ile boyanarak ayr1 ayr1 tekrar incelendi (16, 141).

Tricine—-SDS-PAGE yontemi Schagger (141)’in belirttigi yonteme gore
asagidaki sekilde yapildi.

Oncelikle % 16’lik ayirma (Seperating) jeli hazirlandi ve mini elektroforezin
(Biorad 165-3359 Mini-protan-com) cam aparatina (9 x 7 cm) dokildi. Jel
donduktan sonra {izerine 1 cm kalinliginda %10’luk ayirma (Seperating) jeli dokiildi
ve donduktan sonra {lizerine %4’liikk ylikleme (Stacking) jeli konup, taraklar takilarak
donmas1 beklendi. Orneklerde protein konsantrasyonunun ayarlanmasinda
Coomassie blue boyama i¢in her bir kuyucuga 0,2—1,0 pg konsantrasyonunda protein
yiiklendi. Giimiis boyama icin ise 100 kat daha az protein yiiklendi. Orneklerin
hazirlanmasinda 15 pl 6rnek ile 5 ul sample buffer (Buffer A) karistirildi. Ornekler
100°C’de 5 d kaynatildi. Elektroforez haznesinde anot buffer (kirmizi) asagiya, katot
buffer (siyah) yukariya dolduruldu. Katot buffer altinda, 6rnekler kuyucuklara 10 pl
yiiklendi. ilk ve en son kuyucuk bos kalacak sekilde ve ikinci kuyucuga marker
(protein standardi) konacak sekilde yiikleme yapildi. Elektroforezde yiiriitmeye 30 V
ile bagland1 ve 6rnekler yiikleme jeline tamamen girene kadar 30 V kullanildi. Daha
sonra yliriime hizina bagl olarak 50, 70, 90 V kullanild1.

Yiiriitme tamamlandiktan sonra jel Coomassie blue ile boyandi. Bunun i¢in
jel fiksasyon soliisyonunda 45 d bekletildi. Fiksasyon i¢in kullanilan siirenin iki kat1
kadar bir siire icerisinde boyama yapild1. Jel iki kere %10 asetik asit ¢ozeltisi ile 15—
60 d yikand1. Jel saf suya alinarak islem tamamlandi.

Coomassie blue ile boyanmis jel %50 metanol, 50 mM amonyum hidrojen
karbonat ¢ozeltisi ve birka¢ kez saf su ile yikanip Coomassie blue boyasi tamamen
akitilana kadar yikandiktan sonra glimiis boyama yapildi. Jel, fiksasyon (fixer)
cozeltisinde 1 saat 10 d bekletildi. %50 etanol ile 20 d iyice ¢alkalandi. Alkol
dokiilerek uzaklastirildiktan sonra bu islem iki kere daha tekrar edildi. On islem
(Pretreatment) c¢ozeltisinde 1 d galkalandi. 3 kez 20 saniye saf su ile calkalandi.
Glimiis nitrat ¢ozeltisinde 20 d ¢alkaland1. 2 kez 20 saniye saf su ile ¢calkalandi. Bant
belirginlestirici (Developing) ¢ozelti eklenerek 3—5 dakika boyunca ¢alkalandi, fakat
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jelin kararmasina ¢ok fazla izin verilmeden bantlar belirginlesince saf su ilave
edilerek ¢ozelti uzaklastirildi. 2 kez saf su ile 2 ser d daha yikandi. Durdurucu (Stop)

soliisyon konarak jel muhafaza edildi (16).
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3. BULGULAR

3.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Calismada izolasyon sansini arttirmak ve farkli morfolojilerde koloniler elde
etmek icin MRS Agar, M17 Agar ve modifiye Chalmers Agar olmak iizere 3 farkl
besiyeri kullanildi. Her besiyerinde her ornekten tipik olan tiim koloniler ve tipik
olmayan kolonilerden ise rastgele 5’er adet alindi. Bu sekilde 3 farkli besiyerinde
tipik ve tipik olmayan koloniler olmak iizere her bir 6rnekten toplam 30’sar koloni
alindi. Toplam 450 adet gida 6rneginden 13500 adet koloni izole edildi. Izolatlarin
gruplandirilmasi amaciyla, izolatlara Gram boyama ve katalaz testleri yapildi. Bu iki
temel test sonrasi laktik asit bakteri 6zelligi gdsteren (Gram pozitif, katalaz negatif)

12700 koloni ayrildi. Tablo 18’de 6rneklerden elde edilen izolat sayilar1 verilmistir.

Tablo 18. Orneklerden Elde Edilen izolat Sayisi

Siit | Yogurt | Kefir | Tereyagi | Krema | Tulum | Kasar | Beyaz | Sucuk

Peyniri | Peyniri | Peynir

Ornek | 50 50 50 50 50 50 50 50 50

say1st

Izolat | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 1500 | 1500 1500 | 1500 | 1500

say1st

3.2. Izolatlarin Antimikrobiyel Etkisinin Belirlenmesi

Izolatlarin antimikrobiyel etkisinin belirlenmesi icin ii¢ farkli metot
kullanildi. Bu amagla hem izolatlarin aktif kiiltiirleri hem de izolatlarin MRS Broth
icerisinde 18 saat iiretilmis aktif kiiltirlerinin 10.000 x g’de 4°C’de 10 dakika
santrifiij edilerek elde edilmis siipernatantlar1 kullanildi. Birgcok arastirmada kagit
disk, kuyucuk ve mikrotiter yontemlerinin inkiibasyon siireleri 2448 saat olarak
belirtilmis olmasina karsin, bu ¢aligmada yapilan denemelerde inkiibasyon boyunca
ilk 6. ve 8. saatin antimikrobiyel etkiyi belirlemede ¢ok onemli oldugu, bu siire

boyunca olusan zonlarin ¢ok net gozlendigi ve ilerleyen her saat diliminde zonun
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kayboldugu ve 24. saat sonunda c¢ok nadir olsa da sadece birka¢ izolatin
antimikrobiyel etkisini korudugu gozlendi. Bu nedenle c¢alisma boyunca her
antimikrobiyel etki testi yapilisinda mutlaka 6. ve 8. saatler ozellikle takip edildi.
Zon veren izolatlar isaretlenerek yine de 12-24 saatlik inkiibasyon periyodunun

dolmasi beklendi ve sonuglar tekrar okundu.

Resim 1. Antimikrobiyel Etki Belirleme Testleri; Kagit Disk Yontemi, Test

mikroorganizmast: L. monocytogenes

Resim 2. Antimikrobiyel Etki Belirleme Testleri; Kagit Disk Yontemi, Test

mikroorganizmast: S. aureus
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Resim 3. Antimikrobiyel Etki Belirleme Testleri; Kuyucuk Yontemi, Test

mikroorganizmast: L.monocytogenes

Resim 1, 2 ve 3’te antimikrobiyel etki belirleme yontemlerinden bazilarinin

resimleri verilmistir.

Tablo 19. Antimikrobiyel Etki Gosteren Izolat Sayist

o 2| =l 2| 713255 |77| 2| =
£ & | &| 2| g|sE52 2% g %
S| F| &| E|EE |55 B8 ®| B

Ornek sayisi 50 50 50 50 50 50 50 50 50 500
Izolat sayisi 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 13500
Antimikrobiyel 58 10 | 134 | 47 4 168 | 73 46 60 601
etkili izolat say1st
Bakteriyosinojenik | 3 2 6 5 1 8 3 4 3 35
izolat sayisi
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Antimikrobiyel etkinin belirlenmesi i¢in ¢ok fazla sayida yontem olmasi,
dolayisiyla bu g¢aligmada en uygun yontemi se¢mek adina, bilinen farkli metotlar
karsilagtirildi. En iyi sonu¢ veren yontemlerin kagit disk yontemi ile kuyucuk
yontemi oldugu belirlendi. Fakat bir yontemde antimikrobiyel etki gostermeyen bir
izolatin diger yontemde etkili goriildiigi belirlendiginden dolay:r ¢alismanm her
asamasinda mutlaka her 3 yontem de birlikte kullanildi. Tablo 19 ve 20’de yapilan
antimikrobiyel etki belirleme test sonuglarinda 12 test mikroorganizmasina karsi
antimikrobiyel etki gOsteren izolat sayisi ve g¢esitli patojenlere karsi izolatlarin
antimikrobiyel etkisi verilmistir. Grafik 1’de antimikrobiyel etki gosteren izolatlarin

gida Orneklerine gore dagilimi sunulmustur.

180

160

140

120

O Antimikrobiyel etki gésteren
100 izolat sayisi

B Bakteriyosin ureten izolat
80 saylisi

60

40 -

20 A —

0 I:L

N 0(\. A N > &
=) .LOQ {_0 «Q@v{g \l_@'& «0\\3

Grafik 1. Antimikrobiyel Etki Gsteren Izolatlarin Sayist

3.3. Bakteriyosinlerin Varhginin Belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel etkisinin H,O,, organik asitler (laktik
asit ve asetik asit) veya diger inhibitdrlerden mi yoksa bakteriyosinden mi
kaynaklandigin1 belirlemek icin bakteriyosinlerin diginda kalan diger inhibitor

etkenleri elimine etmek icin laktik asit bakteri izolatlarinin MRS Broth icerisinde 18
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saatlik aktif kiiltiirleri hazirlandi. 10.000 x g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatantlar ayrilarak 0,22 pm por ¢apli mikrofiltre ile siiziilerek steril edildi.
Organik Asitlerin Antimikrobiyel Etkisinin Elimine Edilmesi: Steril
stipernatantlarin pH’lar1 5 N NaOH veya 5 N HCI kullanilarak pH 6,5—7 olarak
ayarlandi. Antimikrobiyel etki belirleme testleri uygulandi. Testlerin yapilmasinda
kontrol grubu olarak 100 kat sulandirilmis laktik asit 6rnegi de deneye alindi.
Notralizasyon iglemi sonrasinda daha oOnceden antimikrobiyel etki gosteren

izolatlarin ¢ok biiyiik bir kismmin etkisini kaybettigi gozlemlendi.

Tablo 20. Cesitli Patojenlere Kars1 Izolatlarim Antimikrobiyel Etkisi

Izolat L. monocytogenes | S. aureus | Micrococcus | Bacillus subtilis | E. coli
luteus
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34 + + + + -

35 + + + + -

* [zolatlarm hig biri S. enteritidis ve Y. enterocolitica O:3’e kars1 antimikrobiyel etki gdstermemistir.

Izolatlar incelendiginde antimikrobiyel etkili 601 izolattan ndtralizasyon
sonras1 sadece 35 adedinin antimikrobiyel etkisini korudugu goriildii. Notralizasyon
sonrast  antimikrobiyel etkisini koruyan izolatlarm etkilerinin pH’dan

kaynaklanmadig1 belirlendi.

Hidrojen Peroksitin Antimikrobiyel Etkisinin Elimine Edilmesi: Bu
amacla pH degeri notralize edilmis steril silipernatantlara, hidrojen peroksiti
parcalamak i¢in 1 mg/ml katalaz enzimi uyguland1 ve antimikrobiyel etki test edildi.
Katalaz enzimi uygulamasi sonucunda yapilan antimikrobiyel testte hi¢ bir izolatin
etkisini kaybetmedigi gézlemlendi. Sonug itibariyle belirlenen antimikrobiyel etkinin
hidrojen peroksitten kaynaklanmadig1 anlasildi.

Bakteriyosin {irettigi belirlenen izolatlar ve izolatlarin elde edildigi gida

ornekleri Tablo 21°de verilmistir.

Tablo 21. Bakteriyosin Urettigi Belirlenen Izolatlarm Elde Edildigi Ornekler

Izolat Ornek Izolat Ornek Izolat Ornek
1 Kefir 13 Yogurt 25 Tulum peyniri
2 Kefir 14 Stit 26 Tulum peyniri
3 Kefir 15 St 27 Tulum peyniri
4 Kefir 16 Kasar peyniri 28 Tulum peyniri
5 Kefir 17 Beyaz peynir 29 Tulum peyniri
6 Sucuk 18 Beyaz peynir 30 Tereyag1
7 Sucuk 19 Beyaz peynir 31 Tereyagi
8 Stit 20 Beyaz peynir 32 Tereyagi
9 Kasar peyniri 21 Tulum peyniri 33 Tereyagi
10 Kasar peyniri 22 Tulum peyniri 34 Tereyagi
11 Krema 23 Kefir 35 Sucuk
12 Yogurt 24 Tulum peyniri

3.4. Duyarhhk Testleri ve Proteolitik Enzim Uygulamasi

Organik asitlerin ve H,O>’nin etkisinin elimine edilmesinden sonra yapilan
antimikrobiyel etki belirleme testlerinin sonucunda bakteriyosin iireten izolatlar
belirlendi. Fakat yine de kesin bir sekilde bu ifadeyi kullanabilmek i¢in etkiye neden

olan maddenin protein tabiatinda olup olmadigin1 belirlemek amaciyla
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slipernatantlara proteolitik enzimler uygulanarak antimikrobiyel test tekrarlandi.
Uygulanan proteolitik enzimler sonrasinda higbir izolatin antimikrobiyel etkisini
koruyamadig1 belirlendi. Bu da etkinin protein tabiatinda bir maddeden

kaynaklandigin1 géstermektedir. Tablo 22°de duyarlilik test sonuglar1 verilmistir.

Tablo 22. Siipernatantlara Uygulanan Duyarlilik Testlerinin Sonuglar1

Enzime duyarhilik (1mg/ml) Istya duyarhihk pH’ya duyarhhk

a- Protease | Trypsine | Katalaz | 4°C’de | 65 121 pH2 | pH12

chymotrypsin | 37°C’de | 37°C’de2 | 37°C’de | 7giin | °C’de | °C’de | 37°C’de | 37°C’de

37°C’de2 h 2h h 2h 30d 15d 30d 30d

1 + + + - - - - - -
2 + + + - - - - - +
3 + + + - - - - - -
4 + + + - - - + - -
5 + + + - - - + - -
6 + + + - + + + - -
7 + + + - + + + - -
8 + + + - - + + - +
9 + + + - - - - - -
10 + + + - - - + - +
11 + + + - - - + - +
12 + + + - - - + - +
13 + + + - + + + - -
14 + + + - + + + - +
15 + + + - + + + - -
16 + + + - + + + - +
17 + + + - - - + - -
18 + + + - - - + - +
19 + + + - - - + - -
20 + + + - - - + - +
21 + + + - + - + - -
22 + + + - - - + - +
23 + + + - - - + - +
24 + + + - - - + - +
25 + + + - - + + - -
26 + + + - - + + - -
27 + + + - + + + - -
28 + + + - + + + - -
29 + + + - + + + - -
30 + + + - + + + - -
31 + + + - - + + - +
32 + + + - + + + - -
33 + + + - + + + - +
34 + + + - - + + - +
35 + + + - + + + - +

(+), Duyarly; (-), Duyarsiz
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Duyarlilik testlerinden, farkli pH denemeleri sonucunda etkinin pH 2-12
arasindaki degerlerde bazi izolatlarin etkisi i¢in stabil oldugu ve etkisini yitirmedigi
bazi izolatlarin etkisinin ise kayboldugu gozlendi. Yine aymi sekilde farkli 1s1
uygulamalarinda 6zellikle pastorizasyon ve sterilizasyon 1s1 derecelerinde etkinin
azaldig1 hatta cogu izolatta kayboldugu gozlemlendi. Ozellikle gida iiretim ve
muhafaza teknikleri geregi kullanilan 1si-zaman degerlerinde (4°C’de 7 giin, 65°C’de
30 d, 121°C’de 15 d) aktivitesini koruyan izolatlarin gidalarda biyokoruyucu olarak
kullanilabilirligi dikkat cekmektedir.

3.5. Bakteriyosinojenik Izolatlarin Gruplandirilmas ve identifikasyonu

Laktik asit bakterileri izolatlarinin tanimlanabilmesi ve karakterizasyonu
amaciyla bunlarin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik Ozelliklerini belirlemek
icin klasik identifikasyon yontemleri kullanildi. Tablo 23 ve 24°de yapilan dncelikli
testlerin ve tolerans testlerinin sonuclar1 verilmistir.

Yapilan testlerin sonuclarina gore laktik asit bakteri izolatlar1
gruplandirildiginda heterofermantatif Lactobacillus grubu olan Betabacterium
grubuna ait 4 izolat, fakiiltatif heterofermantatif Lactobacillus grubu olan
Streptobacterium grubuna ait 18 adet izolat, laktik Streptococcus grubuna ait 12 adet
Lactococcus izolat1 ve Leuconostoc cinsine ait 1 adet izolat belirlendi. Laktik asit
bakterilerinin gruplandirilmasindan sonra identifikasyonda ikinci agamaya gecilerek
karbonhidrat fermantasyon testleri yapildi.

Karbonhidrat Fermantasyon test sonuclar1 incelendiginde goriilecegi gibi, bu
test, klasik yontemle veya test kitiyle yapildiginda bazi sekerleri tiim izolatlarin
fermente ettigi, bazi sekerleri ise tiim izolatlarin fermente edemedigi belirlendi. Bu
nedenle tablolarda sadece farkli sonuglar elde edilen sekerlerin test sonuglari
verilmistir. Klasik yontemde D-laktoz, D-galaktoz, D-fruktoz, D-mannitol, D-glukoz,
D-mannoz, sukroz, eskulin ve maltoz tiim izolatlar tarafindan fermente edilmistir.
API test kiti kullanildiginda ise D-riboz, D-galaktoz, D-glukoz, D-fruktoz, D-
mannoz, N-asetilglukozamin, Eskulin, Salisin, D-maltoz, D-laktoz’un tiim izolatlar
tarafindan fermente edildigi belirlenmistir.  Arada gozlemlenen bu farkin,

identifikasyon siiresinden kaynaklandigi belirlendi. Klasik yontemle yapilan
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karbonhidrat fermantasyon testlerinde 4—7 giin kadar uzun bir fermantasyon siiresi
verilirken, API test kitleri i¢cin bu siire 2448 saattir. Dolayisiyla sekerleri ¢cok yavas
fermente edebilen izolatlarin varligi s6z konusu olabilir. Tablo 25 ve 26’da

karbonhidrat fermantasyon test sonuglar1 verilmistir.

Tablo 23. Laktik Asit Bakterilerinin Identifikasyonunda Yapilan Temel Testlerin

Sonuglari
Gram Pozitif, Katalaz Negatif, Oksidaz Negatif
NaCl H Sicaklik (°C)
Izolat Morfoloji %10 %6 | 4 | 9,6 0 10 | 45

1 Kok + + Z + Z + -
2 Basil + + + + + + -
3 Basil + + + + Z + -
4 Kok Z + Z + - + -
5 Kok Z + Z + - + -
6 Kok Z + Z + - + -
7 Kok Z + Z + - + -
8 Basil - + 4 + - + -
9 Kok Z + Z + - + -
10 Basil + + + + + + -
11 Basil Z + + + Z + -
12 Basil Z + + + + + -
13 Basil Z + + + + + -
14 Kok Z + Z + Z + -
15 Basil Z + + + + + -
16 Basil Z + + + + + -
17 Kok Z + - + + + -
18 Kok Z + - + + + -
19 Kok Z + - + + + -
20 Kok Z + - + + + -
21 Basil + + + + + + -
22 Basil + + + + + + -
23 Basil + + + + + + -
24 Basil + + + + + + -
25 Basil - + + + + + -
26 Basil + + + + + + -
27 Basil + + + + + + -
28 Basil + + + + + + -
29 Basil + + + + + + -
30 Basil Z + + + + + -
31 Basil Z + + + + + -
32 Basil Z + - + Z + -
33 Basil Z + - + Z + -
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34 Kok - + + + + + -

35 Kok 7 + - + + + -

Z, Zayif Reaksiyon; +, Pozitif Reaksiyon; -, Negatif reaksiyon.

Tablo 24. Laktik Asit Bakterilerinin Identifikasyonunda Yapilan Metabolizma

Testlerinin Sonuglari

Izolat %0,1 Asetat Voges Argininden | Dekstran | Glukozdan
Metilen | Agar Prouskauer NH; Uretme Gaz
Mavisi

1 + - + + - -
2 Z + + - - -
3 + + + - - -
4 + - + + - -
5 Z - Z + - -
6 + - + + - -
7 + - + + - -
8 + - + - - -
9 + - + + - -
10 - + Z - - -
11 Z - - + +
12 + + + - - -
13 + + + - - -
14 + - + + - -
15 + + + + - -
16 + + + - - -
17 Z - Z + - -
18 Z - Z + - -
19 + - + + - -
20 + - + - - -
21 + + + - - -
22 + - + - - -
23 + - + - +
24 + + + - - -
25 + - + - - -
26 + + + - - -
27 + + + - - -
28 + + + - - -
29 + + + - - -
30 + - - + + +
31 - - - + + +
32 + - Z + - -
33 + - Z + - -
34 + - - -
35 - - + + - -

Z, Zayif Reaksiyon; +, Pozitif Reaksiyon; -, Negatif reaksiyon.
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Tablo 25. Karbonhidrat Fermantasyon Test Sonuglar1

Izolat Ara Arg Ram Sor Ksi | GIKG | Raf
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* Tiim izolatlar D-laktoz, D-sellebiyoz, D-galaktoz, D-fruktoz, D-mannitol, D-glukoz, D-mannoz,
sukroz, maltoz,D-salisin, D-trehaloz, eskulin ve D-ribozu fermente etmistir.

* Ara, L-Arabinoz; Arg, L-Arginin; Nis, Nisasta; Ram, L-Ramnoz; Sor, Sorbitol; Ksi, D-Ksiloz;
GlkG, Sodyum D-Glukonattan gaz; Raf, D-Rafinoz.




Tablo 26. Karbonhidrat Fermentasyon Test Sonuclar1 (API Test Kiti ile)
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1/2(3({4|5/6|78[9|10|11|12|13|14 15|16 |17 |18
Ara + + | + + | + +
Ksi + +
Ram
Dul + | +
Man + |+ |+ ]+ + |+ |+ |+ |+ +
So + 1+ |+ + + | + + | +
MDM + ]+ |+ S I N B +
MDG - +
Amy + |+ |+ |+ + |+ |+
Arb + 1+ |+ |+ ]+ s
Sel e i e e O IR S N I B
Mel | + |+ ]+ + 4+ + |+ + ]+ +
Sak |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+]|+ + |+ |+ |+ + ]+ +
Tre |+ |+ |+ |+ |+|+]+|+]|+ + |+ + |+ ]+
Inu + |+
Miz + |+ + + + + | +
Raf + + + |+ |+ + | + +
Nis
Gen + |+ |+ ]+ + |+ |+ ]|+ ]+ + + + + + + +
Tur + | + + + + + + + +
Tag + |+ |+ + | +
Arb +
GIk + + + + + +

* Ara, L-arabinoz; Ksi, D-ksiloz; Ram, L-Ramnoz; Dul, Dulsitol; Man, D-Mannitol; Sor, D-sorbitol,
MDM, Metil-a-Dmannopiranosidaz; MDG, Metil-a-Dglikopiranosidaz; Amy, Amygdalin; Arb,
Arbutin; Sel, Sellebiyoz; Mel, D-Mellibioz; Sak, Sakaroz; Tre, Trehaloz; Inu, Inulin, Mlz,
Melezitoz; Raf, D-Rafinoz; Nis, Nisasta; Gen, Gentiobioz; Tur, D-turanoz; Tag, Tagatoz; Arb, D-

arabitol; Glk, Potasyum Glukonat.
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Tablo 26. Karbonhidrat Fermentasyon Test Sonuglar1 (API Test Kiti ile) (Devami)

192021222324 (25|26(27|28|29|30|31|32|33|34|35

Ara + [+ |+ |+

Ksi +

Ram + +

Dul +

Man + |+ |+ [+ [+ [+ +

So + |+ |+ + -

MDM

_|_
_|_

MDG +

_|_

Arb

Sel

Mel

Sak

+ 4|+ | ]+
+ 4|+ | ]+
I s
+ 4|+ | ]+
+ 4| | | ]+
+ 4| | | ]+
+ 4| | | ]+
+ 4+ +| +

+ 4| | | ]+
+ 4] +| +

+ 4]+ |+

Tre + |+ |+

Inu

+ 4| |+

Mlz + |+ [+ |+

e ol IS s ol s o I Pl e N ol IR I I ol A (O [ B

Raf + |+ + |+

Nis + |+

Gen + |+ [+ [+ [+ [+ [+ |+

Tur

Tag +

+| +] H Tt

Arb + + +

GIk + |+ |+ + +

* Hepsi negatif sonu¢ verenler: Gliserol, Eritritol, D-arabinoz, L-ksiloz, D-adonitol, Metil fD-
ksilopiranosidaz, L-sorboz, Inositol, Glikojen, ksilitol, D-lyksoz, D-fukoz, L-fukoz, L-arabitol. Hepsi
pozitif sonu¢ verenler: D-riboz, D-galaktoz, D-glukoz, D-fruktoz, D-mannoz, N-asetilglukozamin,
Eskulin, Salisin, D-maltoz, D-laktoz,
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Resim 4. Laktik Asit Bakterilerinin Identifikasyonunda Kullanilan API Test Kiti

Yapilan testlerin sonuglaria dayanarak izolatlar gruplandirildiginda 35 izolat

Lactobacillus,

Leuconostoc ve Streptococcus cinsi iiyesi olarak belirlendi.

Lactobacillus cinsine giren izolatlar, Streptobacterium ve Betabacterium gruplarma

ait izolatlar seklinde gruplandirildi. Streptococcus cinsindeki izolatlarin ise laktik

Streptococcus olduklar1 belirlendi. Tablo 27°de izolatlarin gruplar1 verilmistir.

Tablo 27. Izolatlarin Gruplandirilmasi

Cins Grup izolat No
) 2,3,8,10, 12, 13, 15, 16, 21, 22, 24, 25, 26, 27, 28,
Streptobacterium
Lactobacillus 29, 32,33
Betabacterium 11, 23, 30, 31
Leuconostoc Leuconostoc 34
Streptococcus | Lactococcus 1,4,5,6,7,9,14, 17, 18, 19, 20, 35
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Identifikasyon testleri sonucunda 35 izolatn 15 adetinin Lb. plantarum, 12
adetinin Lc. lactis ssp. lactis, 4 adetinin Lb. brevis, 3 adetinin Lb. paracasei ssp.
paracasei, 1 adetinin ise Leuc. mesenteroides ssp. mesenteroides oldugu belirlendi.

Bu arastirmada analize alinan 6rnekler igerisinde bakteriyosinojenik suslarin
dagilimi incelenirse, kefir, tereyagi ve tulum peynirinin florasi1 dnem kazanir.
Kefirde, Lc. lactis ssp. lactis, Lb. paracasei ssp. paracasei ve Lb. brevis identifiye
edildi. Tereyaginda, Leuc. mesenteroides ssp. mesenteroides, Lb. brevis ve Lb.

plantarum, tulum peynirinde ise Lb. paracasei ssp. paracasei ve Lb. plantarum

identifiye edildi.

Tablo 28°de identifiye edilen izolatlarin isimleri ve izole edildikleri gida

ornekleri verilmistir.

Tablo 28. identifiye Edilen Izolatlarm Isimleri ve Kaynaklar1

No Kaynak Sus No Kaynak Sus
1 Kefir Lc. lactis ssp. lactis 19 | Beyaz peynir | Lc. lactis ssp. lactis
2 | Kefir Lb.p aracaset sp- 20 | Beyaz peynir | Lc. lactis ssp. lactis
paracasei
3 Kefir Lb.p aracaset Ssp- 21 | Tulum peyniri | Lb. plantarum
paracasei
4 | Kefir Lc. lactis ssp. lactis 22 | Tulum peyniri | Lb. plantarum
5 | Kefir Lc. lactis ssp. lactis 23 | Kefir Lb. brevis
6 | Sucuk Lc. lactis ssp. lactis 24 | Tulum peyniri | Lb. plantarum
7 | Sucuk Lc. lactis ssp. lactis 25 | Tulum peyniri | Lb. plantarum
8 Siit Lb. plantarum 26 | Tulum peyniri | Lb. plantarum
9 | Kasar peyniri | Lc. lactis ssp. lactis 27 | Tulum peyniri | Lb. plantarum
. .. | Lb. paracasei ssp.
10 | Kasar peyniri | Lb. plantarum 28 | Tulum peyniri paracasei
11 | Krema Lb. brevis 29 | Tulum peyniri | Lb. plantarum
12 | Yogurt Lb. plantarum 30 | Tereyagi Lb. brevis
13 | Yogurt Lb. plantarum 31 | Tereyagi Lb. brevis
14 | Siit Lc. lactis ssp. lactis 32 | Tereyagi Lb. plantarum
15 | Siit Lb. plantarum 33 | Tereyagi Lb. plantarum
16 | Kasar peyniri | Lb. plantarum 34 | Tereyagi fsicm’;ii}gggfs
17 | Beyaz peynir | Lc. lactis ssp. lactis 35 | Sucuk Lc. lactis ssp. lactis
18 | Beyaz peynir | Lc. lactis ssp. lactis
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3.6. Bakteriyosinlerin Kismi Saflastirilmasi

Bu asamaya kadar ¢ok sayida laktik asit bakteri izolatiyla calisilmasina
karsin, proteinlerin saflastirilmasindaki zorluklar nedeniyle 35 adet susun
bakteriyosininin saflastirilmas: yerine i¢lerinden bir tanesi secgilerek tek bir susun

iirettigi bakteriyosin kismi olarak saflastirilmaya ve tanimlanmaya calisildi

3.6.1. Amonyum Siilfat Ile Coktiirme: Notralize edilmis steril
siipernatantlardaki proteinlerin ¢Oktiiriilmesi ve konsantre edilmesi amaciyla
amonyum siilfat tuzu kullanildi. Uygun amonyum siilfat konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla %30’dan  %80’e kadar amonyum siilfatin  farkl
konsantrasyonlar1  test edildi. Tablo 29’da  farkli amonyum siilfat

konsantrasyonlarinda test edilen antimikrobiyel etki verilmistir.

Tablo 29. Farkli Amonyum Siilfat Konsantrasyonlarinda Test Edilen Antimikrobiyel
Etki

Amonyum Siilfatin Konsantrasyonu

Antimikrobiyel Etki Zon Caplar1 (cm)

% 30 % 40 % 50 % 60 % 70 % 80

Stipernatant 1,5 1,35 1,45 1,5 1,15 1,6

Cokelti 1,5 1,95 1,75 1,75 1,4 1,65

Amonyum siilfatin farkli konsantrasyonlarinda siipernatantlarmin  ve
cokeltilerinin hepsinde antimikrobiyel etki gdézlemlendi. Belirlenen antimikrobiyel
etkide zon caplarinin da birbirine ¢ok yakin degerler verdigi belirlendi. En etkili
konsantrasyon %40 olarak belirlenmesine ragmen %80’lik konsantrasyon
uygulandiginda etkili proteinin ¢ogunlugunun c¢okeltiye gectigi belirlendi. Bu
asamada elde edilen bulgular sonucunda, bakteriyosinin amonyum siilfat ile
cokmedigi, ¢Oktiirme isleminin yapildig1 erlenin i¢ cidarmma yapisip toplandigi
gbzlemlendi. Proteinin bu 6zelligi nedeniyle amonyum siilfat ile ¢oktlirme islemi

sonras1 ¢ozeltinin, dzellikle toplanan proteinlerin yapiskanliklar1 nedeniyle erlenden
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tam olarak almamadigi, santrifiijleme asamasinda proteinin ¢okmedigi ve
siipernatantin ylizeyinde kaldig1 goriildii. Sonuglarda gozlemlenen dalgalanmalarin
nedeni buna baglandi.

Yapilan denemelerde amonyum siilfat ile ¢oktiirme islemi icin
santrifijlemenin uygun olmadigi, bu islem yerine ¢Oktiirme islemi sonrasi
filtrasyonun daha uygun oldugu belirlendi ve %80’lik amonyum siilfat ile ¢oktiirme
sonrast 6rnek, Whatman (12,5 cm, 1441 125) filtre kagidindan siiziildii. Siiziintiiniin
antimikrobiyel etkisi test edildiginde hicbir etki gézlenemedi. Siizme sirasinda erlene
yapisip kalan ¢okelti, erlene 10 mM sodyum fosfat tamponundan 1-2 ml konup
calkalayarak ¢o6ziindiiriildii ve ayni tampon ¢ozeltiden 8 ml eklenerek antimikrobiyel
etkisi test edildi. Test sonucu ¢okeltinin antimikrobiyel etkiye sahip oldugu belirlendi

ve direk olarak diyalize alind1.

3.6.2. Diyaliz Islemi

Amonyum stilfatin % 80’lik konsantrasyonu ile ¢oktiiriilen ham bakteriyosin
orneginden amonyum siilfatin uzaklastirilabilmesi, proteinin konsantre edilmesi ve
ayni zamanda ¢dzeltinin kismi olarak saflastirilabilmesi i¢in diyaliz islemi uygulandi.
Diyaliz islemi i¢in, amonyum siilfat ile ¢oktiirme sonrasi elde edilen ¢okelti toplam
10 ml sodyum fosfat tamponu ile sulandirildiktan sonra diyaliz edildi.

Diyaliz islemi sonrasi elde edilen diyalizatin hacminin arttig1 ozmatik basing
nedeniyle diyaliz poseti icerisine saf su girisi oldugu tespit edildi. Bu nedenle bu
asamada mutlaka diyaliz posetinin kullanilan hacimden daha fazla bir hacimde
kesilmesi gerektigi ve diyaliz islemi boyunca posetin tamaminin tampon ¢ozelti
icerisinde kalmas1 gerektigi aksi halde kuruyarak catladigi gozlendi. Ham
bakteriyosin olarak adlandirilan diyalizatin antimikrobiyel etkisi test edildi.

Antimikrobiyel etkinin test edildigi yontemlerde 6. ve 8. saatten sonra etkinin
kayboldugu go6zlemlenmesine karsin, ham bakteriyosin ile yapilan etki
denemelerinde tam tersi bir sonugla karsilasildi. Etkinin saatler hatta giinler stirdiigii

belirlendi.
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3.6.3. Iyon Degisim Kromotografisi

Diyaliz sonrasi elde edilen diyalizatin saflastirilmasi amaciyla iyon degisim
kromotografisi uygulandi. Iyon degisim kromotografisi igin kolon yerine batch
yontemi kullanildi. Islem sonrasi elde edilen anyonik karakterli protein ¢ozeltisine
antimikrobiyel etki belirleme testi uygulandiginda hicbir antimikrobiyel etki
gbzlemlenememesi etkili proteinin anyonik karakterli olmadigimni gdstermistir. Buna
karsin elde edilen katyonik proteinlerin ise antimikrobiyel etkiye sahip olmasi bu

bulgular1 dogrulamaistir.
3.7. Orneklerin Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Orneklerin protein konsantrasyonlar1 BCA ydntemi ile yapildi. Yontemde
Bicinchoninic ~ acid protein assay kiti kullanildi.  Orneklerin  protein
konsantrasyonlarini belirlemek i¢in 562 nm’de verdikleri absorbans Elisa reader ile

okundu. Tablo 30’da 6rneklerin protein konsantrasyonlar1 verilmistir.

BSA Protein Standardi (BCA Metodu)

1000
R? = 0,9935
5 800 y = 0,2659 + 0,1415
T 600
& —e—Seri 1
g’ 400 —m—Seri 2
= 200 Dogrusal (Seri 1)
0 _ _ _ _ Dogrusal (Seri 1)

Absorbans (562 nm)

Grafik 2. Standart Egrinin Hesaplanmasi



109

Tablo 30. Orneklerin Protein Konsantrasyonlari

Ornekler Protein konsantrasyonlar (ng/ml)
Steril slipernatant 3,552
Amonyum siilfat slipernatant 3,083
Amonyum siilfat presipitat 3,597
Diyaliz siipernatant 1,570
Diyaliz presipitat 2,464
Anyonik proteinler 2,685
Katyonik proteinler 2,012

3.8. Bakteriyosinin Safliginin Belirlenmesi ve Tanimlanmasi

Saflagtirma igleminin her asamasinda inhibitor etki gdsteren Orneklere
oncelikle Tris-SDS-PAGE yontemi ile elektroforez yapildi. Fakat Ornekteki
proteinlerin molekiil agirliklar1 ¢ok kiiciik oldugundan bu yOntemde basart
saglanamadi. Denemeler sonucu proteinlerin ya jele difiize olarak hi¢ ayrigmadig: ya
da hi¢bir bandin goriilmedigi belirlendi. Bu nedenle 6rneklerin elektroforezi i¢in
ozellikle kiigiik molekiil agirligina sahip proteinlere 6zel olarak gelistirilmis Tricine-
SDS-PAGE yontemi denenerek Orneklerde hem saflastrma kontrol edildi hem de
proteinlerin molekiil agirliklar1 belirlenmeye calisildi. Bu yontemde %10’luk ve
%16’k farkli konsantrasyonlardaki iki jel kullanilarak gradient jel hazirlandi.
Ornekler 80 mA’de ortalama 2,5 saat yiiriitiildii. Jelde proteinlerin griilmesi igin, jel
oncelikle Coomassie Boyama yontemi ve daha sonra Giimiis boyama yontemi ile
boyanarak ayri ayr1 incelendi. Coomassie blue ile yapilan boyamada kiiciik bantlar
goriinmedigi i¢in (Resim 5), gerekli islemlerden gegirildikten sonra ayni jel Gilimiis
boyama ile boyandi. Glimiis boyamada 2—4 kDa’lik bantlar rahatlikla (Resim 6)

goriilmektedir.
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Protein
Diyalizat Standard:

Resim 5. Tricine —SDS-PAGE’de Jelin Coomassie Blue ile Boyanmasi

16,950 D

14, 437 D —m—

~4 kD

~ 258 kD

- Protein
e aor Katyvonik s
Dl.}fa].lzat Ciiz; i _ 'Staflda.nh_

Resim 6. Tricine —SDS-PAGE’ de Jelin Giimiis Boyama ile Boyanmasi
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Geleneksel yontemlerle iiretilmis yoresel bazi gidalardan izole ettigimiz
laktik asit bakterilerinin ¢ogunlugunun antimikrobiyel etkiye sahip oldugu fakat bu
etkinin de yine biiyiik oranda organik asitlerin varligindan kaynaklandig: belirlendi.
Organik asitlerin ve olast HO,’nin antimikrobiyel etkisini elimine edildiginde 601
adet antimikrobiyel etkili izolattan sadece 35 adedinin etkisini korudugu goriildii. Bu
35 izolat identifiye edildiginde Lactococcus, Lactobacillus (Streptobacterium-
Betabacterium), Leuconostoc cinsi iiyeleri olduklar1 belirlendi.

Bu arastirmada, Lc. lactis ssp. lactis, Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. paracasei
ssp. paracasei ve Leuc. mesenteroides ssp. mesenteroides olarak identifiye edilen
suslarin irettigi antimikrobiyel etkili maddelerin 6zellikle Gram pozitif bakteriler
olan L. monocytogenes, S. aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus olmakla
birlikte baz1 ©6nemli gida kaynakli patojenler {izerinde antimikrobiyel etki
gosterdikleri belirlendi. Bunlarin arasinda en onemlisi Listeria’ya kars1 gosterdikleri
antilisterial etkidir.

Bakteriyosinlerin Gram negatif mikroorganizmalar iizerinde tek baslarina
etkisiz olduklar1 bilinmesine karsin bu arastirmada kefirden izole edilen Lc. lactis
ssp. lactis ile yine kefirden izole edilen Lb. paracasei ssp. paracasei’nin lrettigi
antimikrobiyel etkili maddelerin Gram negatif bir mikroorganizma olan E. coli’ye
kars1 gosterdigi antimikrobiyel etki 6nem kazanmaktadir. Ayrica bu suslarin tirettigi
bakteriyosinin gida iiretim ve muhafazasinda kullanilan 1s1- siire degerlerine kars1 da
olduk¢a dayanikli olmasi ve stabilitelerini korumalar1 da ayri1 bir O6nem arz
etmektedir.

Bu ¢alismada yapilan denemeler sonucu Gram pozitif bakterilere ve 6zellikle
L. monocytogenes lizerine olan giiglii antimikrobiyel etkisinden dolayi, kasar peyniri
orneklerinden izole edilen Lc. lactis ssp. lactis susunun iirettigi antimikrobiyel etkili
madde kismi olarak tanimlanmaya calisildi. Bu maddenin protein tabiatinda,
proteolitik enzim uygulamalarinda aktivitesini kaybeden, fakat Onemli 1s1
degerlerinde aktivitesi koruyan katyonik 6zellikli bir bakteriyosin oldugu belirlendi.
Yapilan bu denemeler sonucu kasar peynirinden izole edilen Lc. lactis ssp. lactis
susunun irettigi antimikrobiyel etkili maddenin yaklasik olarak 2,5 kDa, 4 kDa veya
15 kDa biiyiikliigiinde ve biiyiik bir antilisterial aktiviteye sahip bir bakteriyosin

olabilecegi sdylenebilir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada geleneksel yontemlerle iiretilmig, florasmni laktik asit
bakterilerinin olusturdugu bazi gidalardan bakteriyosin iireten laktik asit bakterileri
identifiye edilmeye ¢aligild1.

Laktik asit bakterilerinin identifikasyonu {izerine daha oOnce yapilan bir
arastrmada (145) belirlendigi gibi laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve
identifikasyonu asamalarinda zorluklar yasandi. Izolasyon i¢in MRS ve M17 Agar’in
selektifliginin yetersiz oldugu buna karsin modifiye Chalmers Agar kullanildiginda
¢ok daha basarili sonuglar elde edildigi gézlemlendi. Identifikasyon asamasinda ise
laktik asit bakterileri hakkinda bir¢ok derleme ve makale olmasina karsin hala gercek
bir smiflandirmanin mevcut olmamasi karisikliklara neden olmaktadir. Dalezios ve
Siebert (38)’in de belirttigi gibi temel gruplandiwrmalarda kullanilan kriterlerden
ozellikle iireme 1silari, alt grup tliyelerinde degiskenlik gosterebilmektedir. Fenotipik
ozellikler tiirle sus arasinda degisebilmektedir. Fenotipik Ozellikleri birbirine ¢ok
benzeyen iki susun genotipik Ozellikleri birbirinden tamamen farkli olabilmektedir.
Bu yiizden laktik asit bakterilerinin smiflandirilmasinda klasik siniflandirma yerine
mutlaka molekiiler yontemlerin tercih edilmesi gerekmektedir.

Laktik asit bakterileriyle yapilan ¢aligmalarda izolatlar1 muhafaza etmek ve
biyokimyasal 06zelliklerini korumak olduk¢a zordur. Ciinkii zamanla ve her
pasajlamada 6zelliklerini yitirebilmektedirler.

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel etkisinin belirlenmesinde ¢ok sayida
yontem mevcut olmakla birlikte tek basina %100 sonu¢ veren giivenilir bir yontem
bulunamamistir. Yontemlerde bir¢ok faktor, sonucu etkilemektedir. Bir yontemde
etki gosteren izolat diger yontemde tamamen etkisiz goriilebilmektedir. Bu ¢aligmada
bakteriyosinlerin etki spektrumlar1 dahilinde farkli patojenlere karsi farkli etkiler
gosterdikleri belirlendi. Bu nedenle mutlaka tek bir patojen yerine birka¢ farkli
patojenle aymi izolata karsi etki denenmelidir. Antimikrobiyel etkinin test
edilmesinde o6zellikle ilk 6nce Gram pozitif test bakterilerine 6ncelik verilmelidir.
Ciinkii bakteriyosinler ozellikle yakin tiirlere karsi etki etmektedirler. Listeria,
Micrococcus ve Bacillus’lara olan biiyiik antimikrobiyel etkilerinin sebebi de budur.

Smiflandirmaya dikkat edilecek olunursa Listeria ile laktik asit bakterileri arasinda
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cok biiylik bir benzerlik s6z konusudur. Ayrica yapilan denemeler gostermistir ki,
bir¢ok yontemde bahsedildigi sekilde inkiibasyon siiresi 18—24 saat degil, kesinlikle
8 saati ge¢memeli ve mutlaka 6. saatte zonlar incelenmelidir. Ozellikle
antimikrobiyel etkili izolatlarin belirlenmesi asamasinda kullanilan siipernatant saf
ve konsantre olmadigindan 8. saatin sonunda antimikrobiyel etkisini kaybetmekte
ortama yeniden test mikroorganizmalar1 hakim olmaktadir. Yapilan antimikrobiyel
etki belirleme yontemlerinden birinde de koloninin bizzat kendisi kullanilmaktadir.
Fakat bu ¢alismada yapilan denemeler sonucu gostermistir ki, antimikrobiyel etkili
izolatlarin kolonileri yerine bizzat sivi besiyerinde iiretilmis kiiltlirleri ¢ok daha
basarili sonuglar vermektedir.

Antibakteriyel etkinin belirlenmesi i¢in yapilan islem basamaklar1 c¢ok
asamal1 oldugundan ve fazla zaman gerektirdiginden daha pratik daha kisa siiren
yontemlerin  gelistirilmesi  ihtiyagtir. Ornegin, bakterinin aktif kiiltiiriiniin
hazirlanmasi, santrifiij edilmesi, ndtralizasyon, filtrasyon, patojenlerin hazirlanmasi,
ekim yontemine gore besiyerlerinin hazirlanmasi, ekimin yapilmasi, bu islemler
giiniin biliylik ¢cogunlugunu kapsadigindan gece gec saatlere kalan ekim sonrasi 6.
saati takip etmek gece yarisina denk gelmektedir. Bu nedenle ¢cogu zaman ekim
yapip inkiibasyonu baglatmak ertesi sabah petriyi degerlendirmek sonuglari
degerlendirmede hatalara neden olmaktadir.

Artik standartlasmis yontemler olarak degerlendirilebilecek asamalar ¢ogu
calismalarda izolatin MRS Broth’a ekimi ve 18 saat inkiibasyonu seklindedir.
Inkiibasyon sonrasi 4°C’de santrifiijleme basamagi yerine soguk odada Whatman
kagid1 ile slizme islemi daha kolay ve pratiktir. Bu sekilde hem sogukta ¢okmesi
istenen maddeler siiziilecek hem de santrifiijleme sonrasi yapilmasi gereken
sterilizasyon igleme i¢in filtreleme kolaylasacaktir.

Yapilan pek ¢ok calisma gdstermektedir ki, gidalardan identifiye edilen laktik
asit bakterilerinin biiyiik bir ¢ogunlugu antimikrobiyel etkiye sahiptir (56, 57,123,
131, 172). Fakat bu etkinin %70-80’1 organik asitlerin ve diisik pH degerlerinin
etkisinden kaynaklanmaktadir. Stipernatantlarin pH degerleri notiirlendiginde etkisini
koruyabilen sus sayis1 % 5 gibi ¢ok diisiik degerleri bulmaktadir. izolatlarm 18
saatlik aktif kiiltiirlerinde siipernatantin pH degeri nétiirlenip diisiik pH degerlerinin

neden olabilecegi antimikrobiyel etki ile katalaz enzimi uygulanmasi sonucu hidrojen
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peroksitin neden olabilecegi antimikrobiyel etki elimine edildiginde etkili izolat
sayisinda biiyiik bir diisiis gozlendigi saymin 601°den 35°e diistiigii belirlendi. Bu
veriler bir¢ok ¢alisma sonucuyla uygunluk gostermektedir (56, 57, 123, 131, 172).

Bu calismada incelenen 13500 izolattan sadece 35 adet gibi ¢ok diislik bir
sayida bakteriyosin lireticisi olmast da bu verileri dogrulamaktadir.

Gidalarda bakteriyosinojenik laktik asit bakterilerinin sayica az bulunmasimnin
bir¢ok nedeni olabilir. Bunlarin baginda analizde kullanilan besi ortami, inkiibasyon
sartlari, hedef mikroorganizmalar, antimikrobiyel etki belirlenmesinde kullanilan
yontemlerin degiskenligi ve hassasiyeti sayilabilir.

Fermente sucuklardan izole edilen 1500 laktik asit bakterisinden sadece 60
adedi antimikrobiyel etki goOstermistir. Bu izolatlardan da sadece 3 adedinin
bakteriyosin iireticisi oldugu tespit edildi. Bu sonug, Cintas ve ark. (28)’nin
verileriyle uygunluk gostermektedir. Cintas ve ark. (28), fermente sucuklardan izole
ettikleri 500 adet laktik asit bakterisinin sadece 55 adedinin antimikrobiyel etkiye
sahip oldugunu belirtmislerdir. Bu 55 adet izolattan da sadece bir tanesinin (P.
acidilactici) bakteriyosin {ireticisi oldugunu bildirmislerdir. Yine benzer bir ¢alisma
yapan Albano ve ark. (6), fermente sucuklardan izole ettikleri 226 adet laktik asit
bakterisinin antilisterial etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, 40 adet izolatin Gram
pozitif bakterilere karsi etkili oldugunu fakat hi¢birinin Gram negatif bakterilere
kars1 etki gOstermedigini tespit etmislerdir. 40 izolattan 14 adedini inceleyerek
bunlarm steril slipernatantlarina katalaz enzimi uyguladiklarinda sadece 2 adedinin
etkisini korudugunu belirtmislerdir. Bu iki izolat P. pentosaceus olarak identifiye
edilmistir. Bromberg ve ark. (20), yaptiklar1 ¢calismalarinda 285 adet et 6rneginden
813 adet laktik asit bakterisi izole etmislerdir. izolatlarm 128 adedinin gesitli
patojenlere karsi antimikrobiyel etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir. Yine ayni
sekilde Tahiri ve ark. (154), ticari olarak iiretilmis ve ambalajlanmis 60 adet et
Orneginden bakteriyosin iireten izolatlar1 belirledikleri c¢alismalarinda ozellikle
Listeria’ya kars1 etkili oldugu ve en yiliksek zon ¢apini veren izolat1 Carnobacterium
divergens olarak identifiye etmislerdir.

Fermente siit iirtinlerinde bakteriyosinojenik laktik asit bakterilerinin dagilimi
incelendiginde florasmi laktik asit bakterilerinin olusturdugu iki 6nemli gida goze

carpmaktadir. Tulum peyniri ve kefirden izole edilen laktik asit bakterilerinin diger
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orneklerle karsilastirildiginda oldukga yiiksek sayida antimikrobiyel etkili izolatin
oldugu goriilebilir. Bu da floranin zenginligi ile aciklanabilir. Kefirden izole edilen
134 adet antimikrobiyel etkili izolattan sadece 6 adedi bakteriyosin iireticisidir. Bu
da Powell ve ark. (131)’nin yaptiklar1 ¢alisma sonuglar1 ile benzerlik géstermektedir.
Powell ve ark. (131), kefirden izole ettikleri antimikrobiyel etkili 48 adet izolatin
sadece 35 adedinin antimikrobiyel etkiye sahip oldugunu fakat siipernatantin pH’s1
notiirlendiginde etkili izolat sayisinin 1°e diistiiglini (Lb. plantarum) belirtmislerdir.
Yine kefir gibi geleneksel bir fermente siit {irlinii olan kimchide Lee ve ark. (102),
izole ettikleri yaklagik 4000 adet laktik asit bakterisinin 25 adet indikator susa karsi
antimikrobiyel etkisini test ettikleri c¢alismalarinda sadece 10 adet izolatin
antimikrobiyel etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan ¢aligmalar gostermistir ki fermente siit iirtinlerinden 6zellikle peynir
cesitlerinden bakteriyosinojenik izolatlarin arastirilmasinda yine bu caligmadaki
verilere benzer sekilde ¢ok diisiik sayilarda bakteriyosin iireticisi bulunmustur. Bu
calismada ¢ig siitlerden elde edilen 58 adet antimikrobiyel etkili izolattan sadece 1
adedinin bakteriyosin lreticisi oldugu belirlendi. Bu sonu¢ Villani ve ark. (172) nin
buldugu verilere benzerlik gostermektedir. Yine bu aragtrmada yogurt, tereyagi,
krema, tulum, kasar ve beyaz peynirlerde yapilan denemelerde siipernatantin pH
degeri notiirlendiginde oldukca diisiik sayida bakteriyosinojenik sus elde edilmistir.
Bu veriler Herreros ve ark (72)’nin peynirde yaptiklari ¢alisma sonuglari ile
benzerlik gostermektedir. Peynir Orneklerinden izole ettikleri 31 adet laktik asit
bakterisinin 4 adedinin antimikrobiyel etkili oldugunu belirtmiglerdir. Gonzalez ve
ark. (56), fermente siit tirtinlerinden 75 adet laktik asit bakterisi izole etmisler ve bu
izolatlarin  antimikrobiyel etkilerini test etmislerdir. Toplam 10 izolatin
antimikrobiyel etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir. Siipernatantlarn pH degeri
ndtiirlendiginde ve katalaz enzimi uygulandiginda ise sadece 3 izolatm (Lb.
plantarum) antimikrobiyel etki gosterdigini bildirmislerdir. Gonzalez ve ark. (57),
peynir 0rneklerinden izole ettikleri 395 laktik asit bakterisinin antimikrobiyel etkisini
test ettikleri caligsmalarinda stipernatantin pH degeri notiirlendikten ve katalaz enzimi
ilave edildikten sonra sadece 24 adet izolatin antimikrobiyel etkisini korudugunu
belirlemislerdir. Ohmomo ve ark. (123), cesitli fermente gidalardan 700 adet laktik

asit bakterisi izole ederek bunlarin bakteriyosin {iretebilme yeteneklerini
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aragtirmiglardir. 700 izolatn 30 adedi antimikrobiyel etkili bulunmus, fakat pH
notiirlendiginde sadece 9 adedinin etkisini korudugunu ve bakteriyosin iirettigini
belirtmiglerdir.

Bu calismada identifiye edilen bakteriyosinojenik suslarm tamaminin Gram
pozitif mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyel etkiye sahip oldugu belirlendi. Fakat
3 sus hari¢ diger 32 sus Gram negatif mikroorganizmalara karsi herhangi bir
antimikrobiyel etki gostermedi. Delves-Broughton (41), nisinin Bacillus cereus, L.
monocytogenes lizerinde oldukca etkili oldugunu, Clostridium ssp.’nin toksin
tiretimini ve sporlanmasini engelledigini buna karsmn Gram negatif bakteriler, maya
ve kiiflere karsi etkisiz kaldigini belirtilmistir. Todorov ve Dicks (159), bozadan
izole ettikleri 40 izolatin antimikrobiyel etkilerini arastirmislardir. izolatlarm, Lb.
casei, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus facealis, Klebsiella ve S.
aureus’a kars1 antimikrobiyel etkili olduklarinin fakat Gram negatif bakterilere kars1
sadece Strep. thermophilus’un irettigi thermophilin 81, Lc. lactis KCA2386’in
iirettigi bakteriyosinin, Lb. plantarum’un irettigi plantaricin 35d ve Lc. lactis
NK24’1in iirettigi lacticin NK24 bakteriyosininin etkili oldugunu belirtmislerdir.

Bu caligmada elde edilen bulgularin aksine Vignolo ve ark. (171), fermente
sucuklardan izole ettikleri 100 adet Lc. lactis ve Lb. plantarum izolatlarinin
bakteriyosin iirettigini ve bunlarin 6zellikle bircok Gram negatif (E. coli, Proteus,
Serratia, Shigella, Klebsiella, Salmonella, Pseudomonas) bakteriler ile Gram pozitif
(Bacillus subtilis, L. monocytogenes, S. aureus) bakteriler lizerinde antimikrobiyel
etki gosterdiklerini belirtmislerdir.

Tahiri ve ark. (154), dondurulmus midyelerden izole ettikleri Carnobacterium
divergens M35 izolatmin {drettigi divergicin M35 bakteriyosinin gii¢lii bir
antilisteriyal etki gosterdigini ve oOzellikle L. monocytogenes’e karst yliksek
antimikrobiyel etki gosterdigini fakat E. coli’ye karsi etkili olmadigmi
belirtmislerdir.

Bakteriyosinlerin Gram negatif mikroorganizmalara karsi etkisiz olmas1 veya
smirlt bir etki gostermesi Gram negatiflerin dig membrandaki lipopolisakkaritin
koruyucu bariyerine baglanabilir. Gram negatif bakterilerin hiicre gecirgenligi,
elektrostatik basing, yiliksek hidrostatik basing gibi koruma metotlar1 kullanilarak
arttirilabilir. Buna ilaveten, lipopolisakkarit tabakasinda Mg iyonu tutan sitrat, EDTA
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gibi ¢elatlarm kullanilmasi yoluyla da Gram negatiflerin membranmin biitiinligi
bozularak bu bakterilere karsi bakteriyosinlerin etkisi arttirilabilir (23, 27, 142).

Yapilan testlerin sonuclarmma gore laktik asit bakteri izolatlar1
gruplandirildiginda heterofermantatif Lactobacillus grubu olan Betabacterium
grubuna ait 4 izolat, fakiiltatif heterofermantatif Lactobacillus grubu olan
Streptobacterium grubuna ait 18 adet izolat, laktik Streptococcus grubuna ait 12 adet
Lactococcus izolat1 ve Leuconostoc cinsine ait 1 adet izolat belirlendi. Identifikasyon
testleri sonucunda 35 izolatin 15 adetinin Lb. plantarum, 12 adetinin Lc. lactis ssp.
lactis, 4 adetinin Lb. brevis, 3 adetinin Lb. paracasei ssp. paracasei, 1 adetinin ise
Leuc. mesenteroides ssp. mesenteroides oldugu belirlendi.

(Caligmada analize alman Ornekler igerisinde bakteriyosinojenik suslarin
dagilimi incelenirse, kefir, tereyagi ve tulum peynirinin floras1 6nem kazanir. Kefirde
Le. lactis ssp. lactis, Lb. paracasei ssp. paracasei ve Lb. brevis identifiye edildi.
Tereyaginda Leuc. mesenteroides ssp. mesenteroides, Lb. brevis ve Lb. plantarum,
tulum peynirinde ise Lb. paracasei ssp. paracasei ve Lb. plantarum identifiye edildi.

Bakteriyosinler ve bakteriyosinojenik laktik asit bakterileri lizerine yapilan
calismalar incelendiginde en ¢ok arastirmanin nisin ve Lc. lactis ssp. lactis’e yonelik
oldugu goriilebilir. Bunda etkili olan faktorlerin basinda nisinin gida katki maddesi
olarak kullanilabilirliginin resmi olarak onaylanmis olmasi1 ve genetigi en iyi bilinen
laktik asit bakterisinin Lactococcus lactis olmasi sayilabilir.

Arastirmada identifiye edilen 12 adet Lc. lactis ssp. lactis susunun
antimikrobiyel etkili maddeleri, tolerans testlerinde ve antimikrobiyel etki deneme
sonuclarinda farkli bulgular géstermistir. Her ne kadar bu susun iirettigi nisin bilinen
bir bakteriyosin olsa da ayni sus farkli bakteriyosin tiirleri de iiretmektedir. Bu
konuda yapilan ¢aligsmalar mevcuttur. Bu ¢aligmada farkli bulgular elde edilmesi bu
ayrintiyla agiklanabilir. Lc. lactis ssp. lactis tirliniin trettigi bakteriyosinlerin
lactococcin, lacticin, nisin oldugu yapilan aragtirmalarda belirlenmistir (95, 118,
129).

Kefirden izole edilen Lc. lactis ssp. lactis suslarindan birinin E. coli lizerinde
giiclii bir antimikrobiyel etki gosterdigi belirlendi. Ozellikle Gram negatif bakterilere
karsi etkileri smirli veya hi¢ olmayan laktik asit bakterilerinin bakteriyosinleri

icerisinde E. coli’ye karsi etkili bir antimikrobiyel madde salgiliyor olmasi bu susa
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onem kazandirmaktadir. Ayrica bu izolatlarin g¢ogu 121°C’de 15 d gibi bir 1s1
degerinden ve pH 2—-12 gibi genis bir pH araligindan hi¢ etkilenmeden aktivitelerini
siirdiirebilmislerdir. Ozellikle gida koruyucusu olarak kullanilirliklarinda bu énemli
bir ozelliktir. Lee ve ark. (102), fermente gidalardan izole ettikleri Lc. lactis ssp.
lactis sugunun {rettigi bakteriyosinin 100°C’de 10 d 1s1 uygulamasinda aktivitesini
korudugunu fakat 121°C’de 10 d’da aktivitesinin yarisin1 kaybettigini ve bu
bakteriyosinin E. coli gibi Gram negatif bakterilere kars1 etkisiz oldugunu
belirtmiglerdir. Ivanova ve ark. (80), bozadan izole ettikleri Lc. lactis ssp. lactis
susunun E. coli tzerinde oldukca etkili bir bakteriyosin iirettigini 30-80°C’de
arasinda aktivitesini korudugunu, fakat 90°C’de ve tzeri 1silarda ve aktivitesini
kaybettigini belirlemiglerdir. Gharairi ve ark. (54), peynirlerden izole ettikleri Lec.
lactis ssp. lactis susunun rettigi lactococcin MMT24’tin 100°C’de 15 d 1s1
uygulamasinda ve pH 3-10 degerleri arasinda aktivitesini korudugunu ayrica bu
bakteriyosinin 0Ozellikle peynir yapiminda kontamine flora olan Enterococcus
faecalis ve Enterococcus faecium tizerinde oldukca biiyiik bir antimikrobiyel etki
gosterdigini belirtmislerdir.

Bu arastirmada identifiye edilen Lb. plantarum’un antimikrobiyel etkili
madde rettigini belirten ¢ok sayida c¢alisma bulunmaktadir. Belirlenen
antimikrobiyel etkili maddeler proteolitik enzimlere karsi tamamen duyarhdir.
Identifiye edilen Lb. plantarum izolatlarmin antimikrobiyel etkili maddelerinin 1s1 ve
pH degerlerine farkl tolerans gosterdigi goriildii. Analize alinan gidalarin orjinleri
dikkate alinarak incelendiginde neredeyse tiim Ornek gruplarinda bu sus izole
edilmistir. Fakat bu suslarin antimikrobiyel etkili maddeleri farkli 6zellikler
tagimaktadir. pH 2’de tiim Lb. plantarum suglarmin antimikrobiyel etkili maddeleri
etkisini korurken, pH 12’de bir kism1 etkisini yitirirken bir kism1 korumustur. Ayni
durum farkli 1s1 kombinasyonlar1 icinde gecerlidir. Fakat tiim Lb. plantarum
suslarmin  bakteriyosinleri 121°C’de 15 d 1s1 uygulamas: ile etkilerini
kaybetmislerdir. Lb. plantarum’un irettigi antimikrobiyel etkili maddeler iizerine
pek cok arastirma mevcuttur (73, 120, 124, 160, 166,). Fermente gidalardan izole
edilen bu susun {irettigi bakteriyosinler {izerine yapilan caliyma sonuglarinda
antimikrobiyel spektrumu ve ozellikleri hakkinda farkli veriler elde edilmistir.

Powell ve ark. (131), kefirden izole ettikleri Lb. plantarum’un iirettigi bakteriyosinin
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121°C’de 20 d siya ve pH 2-10 degerlerine dayanikli oldugunu fakat proteolitik
enzimlerle etkisini tamamen yitirdigini belirtmiglerdir. Gonzalez ve ark. (56), siit
orjinli bir izolat olan Lb. plantarum’un irettigi plantaricin C’nin Gram negatif
bakterilere karsi etkisiz olmasina karsin Gram pozitif mikroorganizmalar i¢in genis
bir antimikrobiyel spektruma sahip oldugunu belirtmislerdir. Aslim ve ark. (12), siit
irtinlerinden izole ettikleri Lb. plantarum’un iirettigi antimikrobiyel etkili maddenin
Yersinia enterocolitica ve E. coli izerinde etkili oldugunu belirtmislerdir. Probiyotik
bir bakteri olarak bilinen Lb. plantarum siit, kasar peyniri, yogurt, tereyagi ve tulum
peynirlerinden izole edildi. Suslarin sayisi incelendiginde tulum peyniri bu
probiyotik kiiltiirii oldukga yliksek sayida icermektedir.

Leuconostoc’larin  {irettigi  bakteriyosinler; leucocin A, leucocin C
mesentericin Y105, leucocin A-UAL 187, mesenterocin 5, leuconocin S ve carnosin
MA arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (36, 70, 148, 169). Tereyagindan
identifiye edilen Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides susunun lrettigi
bakteriyosinin 6zelliklerine bakildiginda, bu bakteriyosinin L. monocytogenes ve S.
aureus’a kars1 etkili oldugu fakat test bakterisi olarak kullanilan hi¢cbir Gram negatif
mikroorganizmay1 inhibe etmedigi belirlendi. Buna karsin pH 2’de etkisini korudugu
fakat pH 12’de etkisini kaybettigini, ayn sekilde 65°C’de 30 d ve 121°C’de 1s1
uygulamalarina ¢ok hassas oldugu fakat 4°C’de 7 giin boyunca etkisini korudugu
gbzlemlendi. Choi ve ark. (26) fermente sebzelerden identifiye ettikleri Leuconostoc
sp. J2 susunun leuconocin tirettigini ve bu bakteriyosinin E. coli ve Y. enterocolitica
gibi Gram negatif mikroorganizmalara kars1 da biiyiikk bir antimikrobiyel etki
gosterdigini belirtmiglerdir. Ayni bakteriyosinin pastorizasyon 1s1 degerlerine direngli
oldugu fakat 1s1 degeri arttik¢a aktivite de azalma gdzlendigi vurgulanmistir.

Bu arastirmada tereyagi, krema ve kefir’den izole edilen Lb. brevis’in iirettigi
antimikrobiyel etkili maddeler hakkinda yapilan calismalar ¢cok az sayidadir. Lc.
lactis, Lb. plantarum ve Lb. acidophilus’un bakteriyosinleri iizerine ¢ok fazla sayida
aragtirma mevcut olmasina karsin, Lb. brevis ve Lb. paracasei ssp. paracasei
bakteriyosinleri lizerinde az sayida calismaya ulasilabilindi. Lb. brevis izolatlarinin
tirettigi antimikrobiyel etkili maddelerden biri hari¢ digerlerinin 121°C’de 15 d 1s1l
islem uygulamasina ve pH 12’ye duyarli olduklar1 belirlendi. Proteolitik enzimlerin

hepsine duyarli olan bu maddeler, test mikroorganizmasi olarak kullandigimiz tim
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Gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyel etki gosterirken Gram negatif
bakterilere karsi herhangi bir etki gostermemislerdir. Lewus ve Montville (104), Lb.
brevis’in bakteriyosin tirettigini belirlemislerdir. Ogunbanwo ve ark. (122), fermente
gidalardan izole ettikleri Lb. brevis’in lirettigi bakteriyosinin E. coli NCTC10418 ve
Enterococcus faecalis EF1 tizerinde biiyiik bir antimikrobiyel etki gosterdigini fakat
Candida albicans ve Klebsiella sp. UCHI15’e kars1 etkisiz oldugunu belirtmistir. Lb.
brevis bakteriyosininin 121°C’de 15 d 1s1 uygulamasina ve pH 2—8 degerleri arasinda
oldukga stabil oldugunu vurgulamiglardir.

Kefir ve tulum oOrneklerinden izole edilen Lb. paracasei ssp. paracasei
susunun {rettigi antimikrobiyel etkili maddesinin E. coli lizerinde oldukca etkili
oldugu belirlendi. 3 farkli Lb. paracasei ssp. paracasei suglarmin irettigi
antimikrobiyel etkili maddelerden bir tanesi tiim 1sil islem uygulamalarinda
stabilitesini korurken diger ikisi 1si1l islemlerde aktivitelerinin bir kismini
kaybetmislerdir. Lozo ve ark. (106), geleneksel yontemlerle iiretilmis ev yapimi
beyaz peynirlerden izole ettikleri Lb. paracasei ssp. paracasei BGBUK2-16"nin
irettigi Bacteriocin 217°’nin  ~7 kDa molekiil agirhginda oldugunu ve S. aureus,
Bacillus cereus, Salmonella ssp., Pseudomonas aeruginosa lizerinde antimikrobiyel
etki gosterdigini rapor etmislerdir. Todorov ve Dicks (159), fermente bir igecek olan
bozadan izole ettikleri Lb. plantarum, Lb. pentosus, Lb. rhamnosus ve Lb.
paracasei’nin Urettikleri bakteriyosinlerin proteolitik enzimlerde aktivitelerini
tamamen yitirdiklerini fakat amilaz enziminden etkilenmediklerini, pH 2-10 gibi
genis bir pH araliginda aktivitelerinin stabil oldugunu, 30-100°C’de 1 saat ve
121°C’de 20 d 1s1 uygulamasinda aktif kaldiklarini, fakat Triton X—100, Triton X—
114 ve tween 80’de aktivitelerini kaybettiklerini buna karsin SDS, Tween 20 ve
iireye karsi aktivitelerini koruduklarini belirtmislerdir.

Bir tiire ait bakterinin farkli izolatlarinin drettigi antimikrobiyel etkili
maddelerinin 1s1, pH, enzim uygulamalarina gosterdigi tolerans veya patojenlere
kars1 gosterdigi inhibisyon spektrumu degiskendir. Bunda birgok faktdriin rol
oynadig1 bilinmektedir. Bu arastirma bulgulari, yapilan diger arastirma sonuclari ile
karsilagtirildiginda en 6nemli faktdriin, izolatin orjini, izolatin alt tiirlerinin farkl
maddeler salgilayabilecegi, kullanilacak test mikroorganizmasinmn tiird,

bakteriyosinlerin saflagtrma ve identifikasyon yOntemlerindeki farkliliklar,
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antimikrobiyel etki deneme yontemlerinin degiskenligi ve hassasiyeti olabilecegi
sOylenebilir.

Caliymada ham bakteriyosin drneklerinin farkli proteolitik enzimlere, farkli
1s1 uygulamalar1 ve pH degerlerine toleranslari incelendiginde tiim Orneklerin
proteolitik enzimlerden etkilendigini ve enzim uygulamasi sonucunda aktivitelerini
tamamen kaybettikleri gozlemlenmistir. Bu da birgok kaynakta bahsedildigi lizere
etkili maddenin protein tabiatinda oldugunu géstermektedir (6, 22, 131, 159, 160).

Ohmomo ve ark. (123), fermente sebzelerden izole ettikleri Enterococcus
faecium NIAI 157’nin irettigi enterocin ON-157’nin proteolitik enzimlerden a-
chymotrypsin ve pepsin uygulamalarinda tamamen diger proteolitik enzimlerde ise
kismen aktivitesini yitirdigini belirtmiglerdir.

Istya duyarliliklarinin belirlenmesinde segilecek 1s1 degerlerinin 6zellikle gida
iiretim ve muhafazasinda kullanilan 1s1 degerleri olmasma dikkat edilerek yapilan bu
arastirmada 4°C’de 7 giin, 65°C’de 30 d ve 121°C’de 15 d 1s1 uygulamasi denendi.
Orneklere gore tolerans degismekle birlikte genel olarak ilk iki 1s1 kombinasyonuna
dayanikli olan Ornekler sterilizasyon 1s1 kombinasyonunda ¢ogunlukla aktivitelerini
kaybetmislerdir. Fakat sterilizasyon 1s1 degerlerinde bile aktivitesini kaybetmeyen 3
ornek degerlendirildiginde bunlarin 1s1ya karsi olan stabiliteleri onem kazanmaktadir.

Laktik asit bakterileri 6zellikle diisiik pH degerlerinde aktiftirler ve iirettikleri
bakteriyosinlerinde en iyi ¢aligma pH degerleri yine asidik karakterlidir. Yapilan
denemelerde pH 2 gibi diisik bir pH degerinde hicbir O6rnegin aktivitesini
kaybetmemis olmasi buna baglanabilir. Fakat tam aksine bazik pH degerlerinde
Ozellikle pH 12 gibi yiiksek bir degerde 6rneklerin bir kismi aktivitesini yitirmesine
karsin bazilar1 korumustur.

Ohmomo ve ark. (123), fermente sebzelerden izole ettikleri Enterococcus
faecium NIAI 157’nin irettigi enterocin ON-157"nin pH 4 degerinde en yiiksek
aktiviteyi veren bakteriyosin, ayni sartlarda pH 8’de aktivitesini kaybetmistir. Albano
ve ark. (6), sucuklardan izole ettikleri P. acidilactici’nin firettigi iki farkli
bakteriyosinin (Bacteriocin HA-6111-2 ve Bacteriocin HA-5692-3) pH 10’da
aktivitelerinin biiyiikk bir kismimi kaybettiklerini hatta pH 12’de tamamen inaktif
olduklarini, 100°C’de 60 d’da aktivitelerinin biiyiik bir kismmni kaybettiklerini

121°C’de 20 d’da tamamen inaktif olduklarini belirtmislerdir. Jamuna ve
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Jeevaratnam (86), geleneksel fermente gidalardan bakteriyosin iireten laktik asit
bakterilerini identifiye ettikleri caliymalarinda bakteriyosin lirettigini belirledikleri iki
izolat1 Lc. casei ve Lb. acidophilus olarak identifiye etmislerdir. Bakterilerin tirettigi
bakteriyosinler amilaz ve katalaz enzimlerinden etkilenmemis fakat proteolitik enzim
uygulamasinda aktivitelerini tamamen kaybetmislerdir. Isiya stabil olan bu
bakteriyosinler, 121°C’de 15 d, 80°C’de 1 saat’lik 1s1 uygulamalarinda aktivitelerini
korumuslardir. pH 3-8 gibi genis bir pH araliginda aktivitelerini stirdiirmiislerdir.

Bakteriyosinlerin saflastirilmasi asamasinda uygulanan amonyum siilfatla
coktiirme isleminde bir¢ok calismada da (5, 21, 28, 42, 80) vurgulandig: sekilde ve
yontemin esas1 olarak belirtilen bakteriyosinlerin amonyum stilfat ile ¢oktiigii
bilgisinin aksine bu aragtrmada yapilan denemelerde bakteriyosinlerin amonyum
stilfat ile ¢okmedigi, sivinin yiizeyinde toplandig1 veya erlenin i¢ cidarina yapistigi
gdzlemlendi. Bu nedenle belirtilenin aksine amonyum siilfat uygulamasmin ardindan
santrifiijleme iglemi degil filtrasyon yapilmasi ¢ok daha uygun bulundu.

Saflastirma asamalarinda hem saflagtrmayr kontrol edip belirleyebilmek
amaciyla hem de bakteriyosinin molekiil agirhigmni tespit edebilmek i¢in yapilan
elektroforez isleminde SDS-PAGE kullanildiginda protein bantlarinin ayrigsmadigi,
jele diflize oldugu ya da hicbir bandin goriilemedigi belirlendi. Bu nedenle 6zellikle
kiiciik molekiil agirlikli proteinlerin elektroforezi i¢in dnerilen Tricine-SDS-PAGE
yontemi kullanildi (141). Yine de yapilan bazi ¢aligmalarda belirtildigi gibi bazi
durumlarda higbir sekilde bant goriilemeyebilmektedir. Piard ve ark. (129), yaptiklar1
calismada SDS-PAGE ile bakteriyosinin molekiil agirligmi belirlemeye calismis
fakat ne glimiis boyama ne de Coomassie blue boyama ile bantlar1 gérememislerdir.
Ozellikle dondurulmus bakteriyosin drneklerinde elektroforez sonug vermeyebilir.
Elektroforezde kiiclik peptitlerin jele difiize olmasinda boyama yontemi de etkili
olabilmektedir. Yapilan denemelerde Coomassie blue ile yapilan boyamada kiigiik
bantlar hi¢ goriinmezken giimiis boyama sonrasi 2—4 kDa’luk bantlarin ¢ok net
sekilde goriildiigii belirlendi. Bunda her iki boyama yontemi karsilastirildiginda ilk
farkin fiksasyon c¢ozeltisi oldugu goze carpmaktadir. Coomassie blue boyamada
metanol ve asetik asit ile fiksasyon yaparken giimiis boyamada formaldehit gibi daha
etkili bir fiksasyon s6z konudur. Hastings ve ark (70), yaptiklar1 ¢calismada kiiglik

molekiil agirlikli peptitlerin jelde gézlemlenmesinin zor oldugunu ciinkii jele difiize
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olduklarmi fiksasyonda formaldehit ilavesi gerektigini belirtmiglerdir. Muriana ve
Klaenhammer (115), tanimlamaya calistiklar1 lactacin F bakteriyosininin, SDS-
PAGE ile molekiil agirhigni belirlemeye calistiklar: denemelerinde jelin Coomassie
blue ile boyanamadigini fakat glimiis boyama ile 2,5 kDa’luk bandin goriilebildigini
belirtmiglerdir. Arastirmacilarin belirttikleri veriler ile bu caligmadaki elektroforez
bulgular1 benzerlik gostermektedir.

Bakteriyosinlerin saflastirilmas1 asamasinda karsilagilan en biiylik sorun,
saflagtrmanin her asamasinda aktivitenin kaybolup kaybolmadigmin belirlenmesi
oldu. Aktivite test sonuclarini alabilmek i¢in en az 6 saat beklemek gerekmektedir.
Bu da her bir saflagtirma asamasinin gecikmesine neden olur. Bakteriyosinlerin stabil
aktiviteli olanlarmmn yaninda ¢esitli faktorlerle aktivitelerini  kolaylikla
kaybedebilenleri de mevcuttur.

Bakteriyosinlerin bahsedilen ydntemlerle elde edilmesi ¢ok masrafli ve
zaman alict olmasma karsin elde edilen bakteriyosin miktar1 ¢ok azdir. Gida
sanayinde dogal koruyucu olarak kullanilabilirliginin denenmesi i¢in bile ¢ok fazla
miktarda bakteriyosin gerekmektedir. Bir de bunun sanayide kullanildig:
hesaplanirsa, biiyiik miktarlarda iiretim i¢in ekonomik metotlarinin arastirilmasi ve
belirlenmesi gerekmektedir.

Sonug olarak sterilizasyon 1sisina, diisiik pH degerlerine stabil bakteriyosinler
birgok arastrmada detayli olarak incelenmistir. Ekonomik iiretim yOntemleri
gelistirilerek biiyiik miktarlarda {iretim yontemleri gelistirilirse giiniimiizde dogal
gida koruyucusu olarak kullanilan nisin gibi diger bakteriyosinler de gida sanayinde
dogal koruyucu olarak yerini alabilir. Son 20 yildir {izerinde detayl olarak ¢aligilan
ve birgok arastirmanin konusu olan bakteriyosinin saflastirilmasi ve tanimlanmasi ile
gidalarda koruyucu olarak kullanimi {izerine farkli sonuglar vardir. Laboratuvar
ortaminda patojenlere karst oldukca etkili olan bakteriyosinlerin mutlaka gida
ortaminda da c¢ok fazla sayida denenmesi ve giivenilirliginin kesinlesmesi
gerekmektedir.

Bu calismada yoresel gidalardan izole edilen laktik asit bakterilerinin
bakteriyosin iiretebilme yetenekleri incelenerek bakteriyosinojenik izolatlar
identifiye edilmeye calisildi. Toplam 13500 izolattan 601 adet antimikrobiyel etkili

izolat tespit edildi. 601 izolattan sadece 35 adedinin bakteriyosinojenik oldugu
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belirlendi. 35 izolat Lb. plantarum, Lc. lactis ssp. lactis, Lb. paracasei ssp.
paracasei, Lb. brevis, Leuc. mesenteroides ssp. mesenteroides olarak identifiye
edildi. Bunlar icerisinde S. aureus, L. monocytogenes, Micrococcus luteus, Bacillus
subtilis lizerine en etkili olan Lc. lactis ssp. lactis’in irettigi bakteriyosin (veya
bakteriyosinlerin) kismi olarak tanimlanmaya calisildi. Tam olarak bir saflagtirma
yapilamadig1 i¢in antimikrobiyel etkili tek bir proteinin mi yoksa bir den fazla
proteinin mi oldugu kesin olarak sdylenemez. Yapilan calismada bu bakteriyosinin
proteolitik enzimlere duyarli oldugu ve tamamen aktivitesini yitirdigi, 4°C’de 7 giin
ve 65°C’de 30 d 1s1l isleme kars1 dayanikli oldugu ve aktivitesini korudugu 6zellikle
121°C’de 15 d 1s1 uygulamasinda aktivitesinin stabil oldugu belirlendi.
Bakteriyosinin katyonik 6zellikte oldugu ve pH 2—12 arasinda aktivitesini korudugu
tespit edildi. Kismi saflastirma sonucu bu bakteriyosin (veya bakteriyosinlerin)
molekiil agirligmin yaklagik olarak 15 kDa — 4 kDa veya 2,5 kDa olabilecegi
sOylenebilir. 3 farkli molekiil agirliginda goriilen bantlarin sadece biri antimikrobiyel
etkili olabilecegi gibi birden fazlasi da antimikrobiyel etkili olabilir. Birgok
bakteriyosinojenik sus sadece bir bakteriyosin sentezlerken, bazi suslarin birden fazla
(2 veya 3) Dbakteriyosin sentezledigi belirtilmistir (117). Tam olarak
saflagtirilabilmesi ve tanimlanabilmesi i¢in kromotografik yontemler uygulanmasi ve
bakteriyosinin amino asit diziliminin tespit edilmesi gerekecektir. Var olan imkanlar
dahilinde daha sonra yapilacak ¢alismalarda bu 35 adet bakteriyosinin tam olarak

saflagtirilmasi ve tanimlanmasi planlanmaktadir.
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5. OZET

Bu calismada geleneksel yontemlerle {iretilmis yoresel gidalardan
bakteriyosinojenik izolatlar identifiye edilerek, iirettikleri antimikrobiyel maddeler
kismi olarak saflastirilmaya ¢aligilmistir. Materyal olarak kullanilan 450 adet gida
orneginden 601 adet antimikrobiyel etkili laktik asit bakterisi izole edilmistir. Bu
etkinin biliylik oranda organik asitlerden kaynaklandigi belirlenmistir. Organik
asitlerin ve hidrojen peroksitin antimikrobiyel etkisi elimine edildiginde izolatlardan
sadece 35’inin etkisini korudugu tespit edilmistir.

Arastirmada, Lc. lactis ssp. lactis, Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. paracasei
ssp. paracasei ve Leuc. mesenteroides ssp. mesenteroides olarak identifiye edilen
bakterilerin iirettigi antimikrobiyel maddelerin, ozellikle Gram pozitif bakteriler
tizerinde etkili olduklar1 ve giiclii bir antilisterial etki gosterdikleri belirlenmistir.
Bunun yaninda, kefirden izole edilen Lc. lactis ssp. lactis ile Lb. paracasei ssp.
paracasei’nin irettigi antimikrobiyel maddelerin E. coli’ye kars1 etki gostermesi ve
gida iliretim ve muhafazasinda kullanilan 1s1 degerlerinde stabilitelerini korumalar1
onemli goriilmiistiir.

Denemeler sonucunda, Ozellikle giiclii antilisterial etkisi goz Oniinde
tutularak, kasar peynirinden izole edilen Lc. lactis ssp. lactis susunun irettigi
antimikrobiyel etkili madde kismi olarak saflastirilmaya calisilmigtir. Bu maddenin
protein tabiatinda, proteolitik enzimlerle aktivitesini kaybeden, fakat onemli 1s1
uygulamalarinda aktivitesini koruyan, katyonik ozellikli, yaklasik 2,5 kDa, 4 kDa
veya 15 kDa biiyiikliiglinde bir bakteriyosin oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Fermente Gida, Starter Kiiltiir, Laktik Asit Bakterileri,

Bakteriyosin, Lantibiyotik.
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6. SUMMARY

In this study, strains producing bacteriocins were isolated from local foods
and antimicrobial compounds produced by that strains were partially purified. 601
isolates had antimicrobial activity were obtained from 450 samples of fermented
meat and dairy products. It was found that major antimicrobial effect was due to
organic acids produced by these organisms. Just 35 isolates remained active as
antibacterial when organic acid and hydrogen peroxide effect had been eliminated.

In the present study, compounds produced by isolates identified as Lc. lactis
ssp. lactis, Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. paracasei ssp. paracasei and Leuc.
mesenteroides ssp. mesenteroides demonstrated antibacterial activity against some
Gram positive food pathogens spesifically L. monocytogenes.

In this study products of Lc. lactis ssp. lactis and Lb. paracasei ssp. paracasei
isolated from kefir samples showed antibacterial activity against E. coli one of the
Gram negative microorganisms. It was also found that these bacteriocins were stable
at temperatures used in food manufacturing and storage.

Antimicrobial product of Lc. lactis ssp. lactis isolated from kashar samples
was partially purified due to its antimicrobial activity against L. monocytogenes. The
findings indicated that this was a proteinaceous compound that inactivated by
proteolytic enzyms. But it was stable at important temperatures. It was also found

that this bacteriocin was cationic and sized about 2,5 kDa, 4 kDa or 15 kDa.

Key Words: Fermented Food, Starter culture, Lactic Acid Bacteria, Bacteriocin,

Lantibiotic.
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EKLER

AYIRAC VE COZELTILER

a- Naftol Cozeltisi

5 g a- naftol, %96’lik 100 ml etil alkol i¢erisinde eritilerek hazirlanir.

AB-3 Soliisyonu
49,5 T, %3 C karisimi i¢in 48 g arcylamide ve 1,5 g bisacrylamide 100 ml saf suda

¢Ozlindiirtlir.

AB—6 Soliisyonu
49,5 T, %6 C karisimi i¢in 46,5 g arcylamide ve 3 g bisacrylamide 100 ml saf suda

¢Ozlindiirtlir.

Anot Buffer (x10)
18,171 g. Tris, 0,03 ml 1 N HCI ile karistirilir. Bir miktar saf igerisinde eritilir. pH

8,9’a ayarlandiktan sonra son hacim 150 ml’ye tamamlanir.

Ayirma (Seperating) Jeli (% 10)
6 ml AB-6 soliisyonu, 10 ml gel buffer (x3) ve 3 ml gliserol karistirilir. Son hacim
saf su ile 30 mI’ye tamamlanir. 150 pl %10’luk amonyum persiilfat, 15 ul TEMED

ilave edilir.

Ayirma (Seperating) Jeli (% 16)
10 ml AB-6 soliisyonu, 10 ml gel buffer (x3) ve 3 ml gliserol karistirilir. Son hacim
saf su ile 30 mI’ye tamamlanir. 100 pl %10’luk amonyum persiilfat, 10 ul TEMED

lave edilir.

Bant Belirginlestirici (Developing) Soliisyon
5,625 g potasyum karbonat ve 5 ml 6n islem (pretreatment) soliisyonu, 187,5 ul %

37’lik formaldehit ilave edilir. Son hacim 250 ml’ye tamamlanir.
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Buffer A (Sample Buffer)

%12 SDS, %6 mercaptoetanol, %30 gliserol, %0,05 coomassie blue tartilir. Bir
miktar 150 mM Tris/HCI (pH 7,0) igerisinde eritilir. Son hacim 150 mM Tris/HCI
(pH 7,0) ile 100 mI’ye tamamlanar.

Coomassie Boya Soliisyonu
Boyama i¢in %10’luk 100 ml asetik asit ¢ozeltisi icerisinde % 0,025°1lik coomassie

boyasi hazirlanir.

Etanol Cozeltisi (%50)

%96’lik 500 ml etanol, saf su ile litreye tamamlanir.

Fiksasyon (Fixing) Soliisyonu (Coomassie Blue Boyama i¢in)
%350 metanol, %10 asetik asit, 100 mM amonyum asetat ¢ozeltisi ile 100 ml’ye

tamamlanir.

Fiksasyon (Fixer) Soliisyonu (Giimiis Boyama I¢in)
150 ml metanol, 36 ml asetik asit ve 150 pl %37’lik formaldehit, saf su ile 300 ml’ye

tamamlanir.

Gel Buffer (x3)
18,16 g. tris, 0,15 g. SDS tartilir. 10ml 5 N HCI ile veya 4,31 ml %37’lik HCI ile pH

8,45’e ayarlanir. Son hacim saf su ile 50 ml’ye tamamlanar.
Giimiis Boyama Soliisyonu
0,5 g giimiis nitrat 250 ml saf su igerisinde ¢oziindiriilir. 187,5 pl % 37’lik

formaldehit ilave edilir.

Katot Buffer (x10)
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18,171 g. tris, 26,88 g. tricine, 1,5 g. SDS tartilir. 150 ml saf su ile ¢oziindiiriiliir.
Yaklasik pH 8,25°dir. pH ayarlamasi yapilmaz.

Lugol Cozeltisi
2 g potasyum iyodiir saf su igerisinde iyice ¢oziildiikten sonra, iyice ezilmis 1 g iyot
kristali ilave edilir. Son hacim saf su ile 300 mlI’ye tamamlanir. Tam bir ¢6ziinme

saglanana kadar karigtirilir.

Metilen Mavisi Kullanma Soliisyonu

Metilen mavisi (stok soliisyonu) 30 ml, saf su (%0.01 KOH’l1) 100 ml. Once saf su
icine %0.01 oraninda KOH konur ve karistirilir. Sonra 30 ml stok metilen mavisi
soliisyonu katilir ve iyice karistirilir. Bir glin bekletildikten sonra filtre kagidindan

stiziilerek cam kapakli siselerde muhafaza edilir.

Metilen Mavisi Stok Soliisyonu
Metilen mavisi 1.5 g., alkol (%95) 100 ml. Metilen mavisi havana konur az
miktarda alkol yardimiyla iyice ezilir. Bir siseye alinan soliisyon 4-5 saat ¢alkalanir

ve 24 saat bekletildikten sonra filtre kagidindan siiziiliir ve sigselerde saklanir.

Modifiye Chalmers Agar
20 g laktoz, 20 g D(+) glukoz, 3 g soy peptone, 3 g meat ekstrakt, 3 g yeast
ekstrakt, 20 g CaCO;, 15 g agar, 1000 ml saf su, 0,5 ml %1'lik neutral red

soliisyonu, sterilizasyon 6ncesi pH 6,0’a ayarlanir. 121°C’de 15 dk steril edilir.
Nessler Cozeltisi
7 g potasyum iyodiir, 10 g civa iyodiir, 10 g potasyum hidroksit tartilarak 100 ml saf

su i¢erisinde ¢oziindiiriiliir.

On islem (Pretreatment) Soliisyonu

0,05 sodyum tiyosiilfat 250 ml saf su igerisinde cam ¢ubuk ile ¢oziindiiriiliir.

Ringer Soliisyonu ("4)
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2,25 g Na(l, 0,105 g KCI, 0,06 g susuz CaCl, 0,05 g NaHCOs tartilir. Bir miktar saf
su icerisinde eritilir. Son hacim 1 L’ye tamamlanir. Soliisyonun pH’s1 6,9 + 0,1’
ayarlanir.

Sodyum Kloriir Cozeltisinin Hazirlanmasi (0,3 M, pH= 6,5)

17,55 g NaClI bir miktar saf su igerisinde ¢oziiliir. Son hacim 1 L’ye tamamlanir.

Sodyum Fosfat Tamponu Hazirlanmasi (10 mM, pH= 6,5)
0.78 g NaH,PO4.2H,O bir miktar saf su igerisinde c¢oziiliir. Uzerine 1.79 g
NaHPO4.12H,0 eklenerek son hacim 1 L’ye tamamlanar.

Sodyum Fosfat Tamponu Hazirlanmasi (50 mM, pH= 6,5)
3,9 g NaH,P04.2H,0 bir miktar saf su igerisinde ¢oziiliir. Uzerine 8,95 g
NayHPO4.12H,0 eklenerek son hacim 1 L’ye tamamlanar.

Sulu Fuksin Kullanma Soliisyonu
Bazik fuksin (stok soliisyonu) 10 ml, saf su 100 ml. Fuksin stok ¢ozeltisi ile saf su

tyice karistirilir ve filtre kagidindan siiziiliir.

Sulu Fuksin Stok Soliisyonu

Bazik fuksin 3 g., alkol (%95) 100 ml. Bazik fuksin havana konur az miktarda alkol
yardimiyla iyice ezilir. Bir siseye alinan soliisyon 4-5 saat calkalanir ve 24 saat
bekletildikten sonra filtre kagidindan siiziilerek koyu renkli cam kapakli siselerde

saklanir.

Stop Soliisyon

125 ml metanol ve 30 ml asetik asit karistirilir. Son hacim 250 ml’ye tamamlanar.

Yikama (Destain) Cozeltisi

10 ml asetik asit, saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Yiikleme (Stacking) Jeli (% 4)
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1 ml AB-3 soliisyonu ve 3 ml gel buffer (x3) karistirilir. Son hacim saf su ile 12

ml’ye tamamlanir. 90 pl %10’luk amonyum persiilfat, 9 ul TEMED ilave edilir.



