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Ozet — Bu calismada, yoresel bir peynirden izole edilen bakteri ve bu bakterinin
iirettigi antimikrobiyal bilesik karakterize edilmistir. Izole edilen bakteri, genel
mikrobiyolojik analizler, karbonhidrat fermantasyonu ve yag asidi profili testleri
sonucunda Enterococcus faecium BP olarak tanimlanmistir. Antimikrobiyal bilesigin
antimikrobiyal spektrumu belirlenmis ve inhibitor aktivitesi {izerine bazi enzimlerin,
organik ¢oziiciilerin, 1s1l iglemin, depolama kosullarinin ve iiretici bakterinin gelisim
fazinmn etkileri arastirilmistir. Izole edilen bakterinin Gram-pozitif, kok seklinde,
hareketsiz, hemoliz, katalaz, VVoges-Praskauer ve endospor negatif oldugu, % 3,0-6,5
NaCl igeren besi ortaminda, pH 4,0-9,6 ve 10-45°C araliginda gelisebildigi tespit
edilmistir. Karbonhidrat fermantasyonu ve yag asidi profili analizleri bakterinin
Enterococcus faecium oldugunu ortaya koymustur. Antimikrobiyal bilesigin papain,
tripsin, pankreatin ve proteaz enzimlerine duyarli, ancak katalaz, lipaz ve amilaz
enzimlerine, etil alkol, metanol, etil eter, kloroform, hekzan gibi ¢6ziiciilere karsi
dayanikli oldugu saptanmistir. Bu sonuglar, bilesigin bir bakteriyosin oldugunu
ortaya koymustur. Bakteriyosinin olduk¢a genis bir pH araliginda (2-10) aktivitesini
korudugu, yiiksek derecede uygulanan 1sil islem (80°C’de 30 dakika) ve farkh
kosullarda gergeklestirilen depolama (4, -18 ve -85°C) siresince aktivitesini
muhafaza ettigi gézlenmistir. Antimikrobiyal bilesik, test edilen bazi Lactobacillus,
Lactococcus, Listeria, Bacillus, Campylobacter ve Citrobacter tirlerine karsi da
inhibitdr etki gdstermistir. Bakteriyosinin 37°C’de MRS besiyerinde ve bakterinin
logaritmik fazin sonu ile sabit fazin basinda maksimum diizeyde iretildigi tespit
edilmistir.
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Isolation of Bacteriocin Producing Bacterium (Enterococcus faecium) From

White Cheese and Characterization of its Bacteriocin

Abstract — In this study, a bacterium isolated from a traditional cheese and the

inhibitory compound produced by this bacteria were characterized. The isolated

bacterium was identified as Enterococcus faecium BP by using general microbiological

analysis, carbohydrate fermentation and fatty acid profile identification test systems.

The effects of enzymes, organic solvents, heat treatment, storage conditions and the Keywords —
growth phase of the bacterium on the inhibitory activity of the compound, and its Enterococcus faecium,
antimicrobialspectrum were determined. The isolated bacterium was Gram positive, bacteriocin,
coccus, non-motile, hemolyse, catalase, Voges-Praskauer and endospor negative and characterization
able to grow in the presence of 3.0-6.5 % NaCl, and at pH 4.0 to 9.6 and 10 to 45°C.

Carbohydrate fermentation and fatty acid profile identification systems showed that this

bacterium was Enterococcus faecium. It was found that the antimicrobial compound

was sensitive to papain, tripsin, pancretaine and protease, but resistant to catalase,
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lipase and amylase enzymes, ethanol, methanol, ethyl ether, chloroform and hexane.

These results indicated that this compound is a bacteriocin. It was observed that

bacteriocin maintained its activity in a wide pH range (2-10), and after high heat

treatment (80°C/30 min) and during various storage conditions (4, -18 and -85°C). The

antimicrobial compound has inhibitor activity against Lactobacillus, Lactococcus,

Leuconostoc, Staphylococcus, Listeria, Bacillus, Campylobacter and Citrobacter

species tested too. It was determined that bacteriocin was produced at maximum level

during the late logarithmic phase and at the beginning of stationary phase of the

bacterium in MRS broth and at 37°C.

| Received: 07.11.2016 Accepted: 09.12.2016 |

1. Giris

Glinlimiizde modern isleme ve koruma yontemleri gelistirilmis olmasina ragmen, 6zellikle
son yillarda tiiketicilerin dogal ve katkisiz tiriinlere gosterdikleri talep artisindan dolay1, laktik
asit bakterileri ve bakteriyosinler potansiyel gida koruyucusu olarak onem kazanmigtir
(Cleveland ve ark., 2001). Laktik asit bakterileri, fermente et, siit, sebze, meyve ve tahil
driinlerinin  iiretim ve olgunlastirilmasinda 6nemli rol oynamalart nedeni ile gida
teknolojisinde biiyiik 6nem tasimaktadir. Laktik asit bakterilerinin diger mikroorganizmalara
kars1 gosterdigi antagonistik aktivite, tirettikleri laktik ve asetik asit gibi organik asitler, H2Oz,
bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri bilesikler, diasetil, alkol ve CO2 gibi metabolitlerden
kaynaklanmaktadir (Messens ve Vuyst, 2002; Rilla ve ark., 2003). Ozellikle dogal
koruyuculardan bakteriyosinlerin insan ve hayvan bagirsak sisteminde kolayca parcalanmalari
ve korunacak gidalarin fizikokimyasal yapilarinda herhangi bir degisime neden olmaksizin
bozulma ve hastalik etmeni bakterileri inhibe etmeleri bakteriyosinler {izerinde yapilan
caligmalarin sayisinin artigina sebep olmustur (Yildirim ve Yildirim, 2001).

Bakteriyosinler protein tabiatinda antagonistik maddeler olup 6zellikle de bakteriyosin reten
bakteriye yakin tiirlere ve gidalarda bozulmaya neden olan bazi bakteriler ile gida kaynakli
bazi patojen bakterilere (6rnegin Listeriamonocytogenes, Staphylococcusaureus ve
Clostridiumbotulinum) kars1 bakterisidal veya bakteriyostatik etki gosteren bilesiklerdir
(Klaenhammer, 1993).

Bu caligmanin amaci Tokat ilinde geleneksel olarak Uretilen peynirlerden antimikrobiyal
aktiviteye sahip bakteriyi izole edip tanimlamak ve antimikrobiyal aktiviteye sahip bilesigin
fiziko-kimyasal 6zellikleri ile antimikrobiyal spektrumunu belirlemektir.

2. Materyal ve Yontem

2.1 Materyal

Bu ¢alismada, Tokat ilinde geleneksel olarak uretilen 5 farkli peynir 6rnegi temin edilmistir.
Peynir drnekleri temin edildikten hemen sonra antimikrobiyal aktiviteye sahip bakteri icerip
icermedigini belirlemek i¢in izolasyon islemine gecilmistir.

2.2 Bakteri Kulturleri ve Besiyerleri

Peynir 0drneklerinden antimikrobiyal aktiviteye sahip bakterilerin izolasyonunda ve
antimikrobiyal bilesigin antimikrobiyal spektrumunda kullanilan bakteriler Refik Saydam
Hifzissthha Enstitiisii ve Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii’nden temin
edilmistir. Arastirmada gida oOrneklerinden bakterilerin izole edilmesinde ve laktik asit
bakterilerin gelistirilmesinde de Mann Rogosa Sharpe (MRS) (Merck, Germany) besiyeri,
diger bozulma etmeni ve patojen bakterilerin gelistirilmesinde Brain Hearthinfusion (BHI)
(Merck, Almanya) besiyeri kullanilmigtir. Laktik asit bakterileri % 20 gliserol iceren MRS
besiyerinde, diger bakteriler ise % 20 gliserol iceren BHI besiyerinde —80°C’de muhafaza
edilmiglerdir.
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2.3 Yontem

2.3.1 Gida Orneklerinin izolasyon icin Hazirlanmasi

Gida ornekleri steril kabinde steril bigak, pens ve spatiilalar vasitasi ile agilarak 10 gram 6rnek
uygun sekilde alinip 90 ml %0.1°lik peptonlu suya (Merck, Almanya) aktarilmis ve stomacher
(StomacherLab-Blender 400, SewardMedical, London, UK) kullanilarak homojenize
edilmistir. Ornekler ekimden 6nce canlandirma islemi i¢in 1-3 saat 25°C’de bekletilmis sonra
10%-10""ye kadar desimal diliisyonlar hazirlanmistir.

2.3.2Antimikrobiyal Aktiviteye Sahip Izolatlarin Tespit Edilmesi

Antimikrobiyal aktiviteye sahip bakterilerin izolasyonunda “Sandvi¢ Yo6ntemi”(Mary-Harting
ve ark., 1972) kullanilmistir. Bu yonteme gore hazirlanan diliisyonlardan 0,1 ml alinarak MR
Sagar’a ikiser paralelli olacak sekilde yayma yontemi kullamilarak aktarilmigstir. Ornekler
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra 30-300 arasinda
koloni igeren petriler se¢ilmis ve bunlarin iizerine 35-40°C’ye sogutulduktan sonra yaklasik
10° kob/mL miktarinda indikator bakteri ilave edilen yumusak besiyerleri (% 0,8 agar igeren
MRS veya BHI) dokiilmiis ve indikator bakterilerin optimum gelisme sicakliklarina bagl
olarak 32°C veya 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Indikatér bakteri olarak
Lactobacillusplantarum, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Escherichia coli ve Enterococcus faecalis kullanilmistir. Inkiibasyon sonucunda 2 mm ve
daha buyilk inhibisyon zonu gosteren kolonilerin inhibitor aktivite agisindan pozitif oldugu
kabul edilerek degerlendirilmeye alinmistir.

2.3.3Antimikrobiyal Aktiviteye Sahip Bakterinin Tanimlanmasi

Sandvi¢ yontemi ile indikatdr mikroorganizmalara karsi inhibitor aktivite gdsteren koloni
izole edilip MRS besiyerine 6ze yardimi ile aktarilmis ve saf kiiltiirQl hazirlanmistir. Izolatin
tanimlanmasinda genel mikrobiyolojik testlerden Gram boyama, spor boyama, hemoliz,
katalaz, indol, VogesProskauer, jelatin hidroliz ve hareketlilik testleri yapilmistir (Temiz
2000). Ayrica izolatin farkli inkiibasyon sicakliklarinda (4, 15, 30, 37, 45, 55 ve 60°C), farkli
pH degerlerinde (4,5, 6,0, 8,0, 9,2 ve 9,6 pH) ve farkli tuz konsantrasyonlarinda
(%3,0, 4,0, 6,5 ve 10) gelisme yetenekleri belirlenmistir. Izolatin tanimlanmasinda
karbonhidrat fermantasyon testlerinden API strep 20 ve APl 50CHL ile yag asidi profil testi
kullanilmistir. API strep 20 ve API 50 CHL fermantasyon testleri TUBITAK ATAL’da, yag
asidi profil testi olan Sherlock Tanimlama Sistemi (MIS) Yeditepe Universitesi Mihendislik
Fakiiltesi’nde yaptirilmistir.

2.3.4Antimikrobiyal Bilesigin Karakterize Edilmesi

Antimikrobiyal Bilesigin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktiviteye sahip izolat % 0,5 oraninda MRS besiyerine inokiile edilip
bakterinin gelistigi optimum sicaklikta 12-15 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon
isleminden sonra bakteri Kkiltiri tek asamada 4000 xg’de 20 dakika santrifiij edilip
supernatant kismi toplanmistir. Toplanan supernatant, 0,45 pm gozenek ¢apli membran filtre
ile (Milipore) sterilize edildikten sonra liyofilize edilmistir. Hazirlanan bu filtrat (siipernatant)
antimikrobiyal bilesigin 6zelliklerin belirlenmesinde kullanilmigtir.

Antimikrobiyal aktivitenin bakteri tarafindan iretilen organik asitlerden kaynaklanip
kaynaklanmadigint belirlemek amaciyla hazirlanan stipernanantin pH’s1 steril 5M NaOH
kullanilarak 6,5-7,0 arasinda ayarlanmis ve antimikrobiyal aktivitesi
Lactobacillus plantarum’a kars1 agar-spot metodu ile belirlenmistir.
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Bilesigin Antimikrobiyal Spektrumunun Belirlenmesi

Hazirlanan steril siipernatantin antimikrobiyal aktivitesi ve inhibitor spektrumu Spot-on-lawn
yontemi (Mayr-Harting ve ark., 1972) kullanilarak belirlenmistir ve aktivite arbitrary Unite
(AU) olarak ifade edilmistir. Arbitrary Unite, inhibisyon aktivitesi gosteren en son dillisyonun
tersidir.

Antimikrobiyal bilesigin antimikrobiyal spektrumunun belirlenmesinde bazi1 laktik asit
bakterileri, gidalarda bozulmaya neden olan bazi bakteriler ile gida kaynakli patojen bakteriler
kullanilmistir. Bu amagla test edilen bakteriler 45°C’ye sogutulmus steril yumusak agarli
besiyerine ilave edilerek daha o6nce dokiilmiis ve katilasmis agarli besiyerinin Uzerine
konulmustur. Yumusak agarli besiyeri katilastiktan sonra hazirlanan antimikrobiyal bilesikten
(steril stipernatant) 20 ul alinmis ve nokta halinde indikator mikroorganizma (Lactobacillus
plantarum) igeren yumusak agarli besiyeri lizerine eklenmistir. Kullanilan indikator
mikroorganizmaya bagli olarak 32 veya 37°C’de 24 saat inkiibasyon islemine tabi
tutulmustur. Inkiibasyon islemi sonunda 2 mm veya daha blyik inhibisyon zonlar1 pozitif
olarak degerlendirilmistir. Laktik asit bakterileri i¢cin yumusak agarli MRS besiyeri ve diger
bakteriler i¢in yumusak agarli BHI besiyeri kullanilmistir.

Enzimlerin Antimikrobiyal Bilesigin Aktivitesi Uzerine EtKkisi

Proteolitik ve proteolitik olmayan enzimlerin, antimikrobiyal aktiviteye sahip bilesigin
aktivitesi Uzerine etkisi Bhunia ve ark. (1988)’e gore saptanmustir. Lipaz (Sigma), papain
(Merck), pepsin (Merck), pankreatin (Sigma), katalaz (Sigma-Aldrich), tripsin (Sigma),
proteaz (Sigma) ve a-amilaz (Sigma) enzimleri 4 mM fosfat tamponu (pH:7) ile
konsantrasyonu 400 pg/ml olacak sekilde membran filtre ile sterilize edilmis supernatanta
ilave edilmis ve 37°C’de 1 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon islemi sonunda
antimikrobiyal aktivite Lactobacillus plantarum, Listeria monocytogenes bakterilerine karsi
agar-spot yontemine gore belirlenmistir. Bakteriyosin+fosfat tamponu, enzim+fosfat tamponu
ve fosfat tamponu negatif ve pozitif kontrol olarak kullanilmaistir.

Antimikrobiyal Bilesigin Aktivitesi Uzerine Isil islemin, pH’nin ve Organik Coéziiculerin
Etkisi

Antimikrobiyal bilesigin 1s1l isleme kars1 stabilitesini belirlemek amaciyla 2’ser ml’lik steril
stpernatant ornekleri 80°C’de 15, 30 ve 60 dakika, 121°C’de 15 dakika 1s1l isleme tabi
tutulmustur. Oda sicakligina sogutulduktan sonra antimikrobiyal aktiviteleri Lactobacillus
plantarum’a kars1 agar-spot yontemiyle belirlenmistir. Isil islem uygulanmamis bakteriyosin
preparati kontrol 6rnegi olarak kullanilmistir (Bhunia ve ark., 1988).

Antimikrobiyal aktivite tizerine pH’nin etkisini tespit etmek amaciyla hazirlanan
antimikrobiyal bilesik 0,04 M fosfat tamponuna 50 mg/mL konsantrasyonda ¢oziindiiriilmiis
ve son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde pH’lar1 2°den 12’ye kadar birer birim artacak
sekilde 5 M NaOH veya 5 M fosforik asit ile ayarlanmistir. Daha sonra bu ornekler sirasi ile
(1) 25°C’de 2 saat (ii) 25°C’de 24 saat (iii) 90°C’de 20 dakika 1s1l igslemlere tabi tutulmustur.
Bunu takiben pH’lar1 7’ye ayarlanip antibakteriyal aktiviteleri Lactobacillus plantarum’a
kars1 agar-spot yontemiyle belirlenmistir (Yildirim ve ark., 1999).

Degisik organik ¢oziiciilerin antimikrobiyal bilesigin aktivitesi tzerine etkisi Yildirim ve
Johnson (1998)’e gore saptanmistir. Antimikrobiyal bilesik formaldehit, kloroform, aseton,
metanol, etil alkol, hekzan ve etil eter gibi organik ¢ozicilerde 50 mg/ml konsantrasyonda
¢oziindiiriilmiis ve 25°C’de 1 saat siireyle inkiibe edildikten sonra etiive konarak 4 saat siire
ile bekletilmistir. Bunu takiben Orneklerin antimikrobiyal aktivitesi Lactobacillus
plantarum’a kars1 agar-spot yontemiyle belirlenmistir. Bakteriyosin icermeyen organik
cozlculer ve organik ¢oziict icermeyen bakteriyosin 6rnekleri kontrol olarak kullanilmistir.
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Bakterinin Gelisme Sicakhginin Antimikrobiyal Bilesigin Uretimi Uzerine EtKkisi

MRS besiyerine % 0,5 oraninda antimikrobiyal aktiviteye sahip izolat inokile edildikten
sonra 25, 30 ve 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon islemi sirasinda belirli
araliklarla kiiltiir ortamindan 6rnek alinip antimikrobiyal aktivitesi spot-on-lawn yéntemi ile
belirlenmis ve 600 nm’deki absorbans degeri spektrofotometre (Perkin Elmer UV/VIS
Spektrofotometre Lambda EZ) kullanilarak belirlenmistir (Y1ldirim ve ark., 1999).

Bakterinin Gelisme Fazinin Antimikrobiyal Bilesigin Uretimi Uzerine EtKisi
Antimikrobiyal bilesigin bakterinin hangi gelisme fazinda maksimum diizeyde iretildigini
belirlemek amaciyla izole edilen bakteri, MRS besiyerine inokile (%0,5) edilip optimum
gelisme sicaklign olan 37°C’de 72 saat inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Inkiibasyon
islemi sirasinda ikiser saat araliklarla bakteri kiltir ortamindan o6rnek alimip 600
nm’dekiabsorbans degeri spektrofotometre kullanilarak belirlenmis ve bu degerdeki
inhibitéraktivite Lactobacillus plantarum’a karsi agar-spot yontemiyle belirlenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1 Bakteriyosin Ureten Bakteri Kiltirinin Belirlenmesi

Geleneksel yontemlerle (Gretilen yoresel bir peynirde indikatér mikroorganizmalardan
L. plantarum ve L. monocytogenes’e karsi inhibitor aktiviteye sahip koloniler tespit edilmistir
(Sekil 1). 2 mm’den biiyiik zon veren bakteri kolonileri 6ze ile alinarak MRS besiyerine
aktarilmis, 30°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve saf kiltiirleri hazirlanmistir. Denemenin bu
asamasinda tespit edilen inhibitor etkinin herhangi bir organik asitten, bakteriyosin benzeri bir
maddeden veya gergek bir bakteriyosinden kaynaklanip kaynaklanmadigina bakilmaksizin
inhibitér zon veren izolatlar bir sonraki asamaya alinmistir. Sandvi¢ (overlay) yontemi ile
olusan zonlarin gercek bir bakteriyosinden kaynaklandiginin kesin olarak sdylenebilmesi
miimkiin degildir. Inhibitér etki bakteriyosin disinda bakteriler tarafindan Gretilen organik
asit, alkol ve hidrojen peroksit gibi diger metabolitlerden de kaynaklanabilmektedir.

3.2 Bakteriyosin Ureten Bakterinin zole ve Teshis Edilmesi

Saf kiiltiirleri hazirlanan inhibitor aktiviteye sahip koloniler genel mikrobiyolojik testlere tabi
tutulmustur. Analizler sonucunda segilen bakterinin Gram pozitif, hareketsiz, katalaz ve
hemoliz negatif oldugu, endospor olusturmadigi, Voges Proskauer negatif oldugu yani asetoin
iretmedigi, tek, ikili ve kisa zincir seklinde kok oldugu ve glukozu fermente edebildigi tespit
edilmistir. Ayrica 10-45°C, pH 4,0-9,6 ve % 3- 6,5 NaCl konsantrasyonunda gelisebildigi
ancak sicaklik ve pH acisindan belirtilen degerlerin altinda ve iistiinde, NaCl konsantrasyonu
acisindan ise % 6,5’in lizerindeki konsantrasyonlarda gelisemedigi tespit edilmistir.

- 2 / <

Sekil 1. Yoresel bir peynirden izole edilen izolatlarm L. plantarum’a kars1 inhibitor etkisi
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3.3 Izolatin Karbonhidrat Fermantasyon ve Yag Asidi Profili

Karbonhidrat profilini belirlemek amaciyla uygulanan API strep 20 ve API 50 CHL testinin
sonuglar1 Cizelge 1°de verilmistir. Izolatin yag asidi profili analizi sonuglar1 ise Cizelge 2’de
verilmistir. API strep 20 ve APl 50 CHL testleri sonucunda cins ve tur diizeyinde yuksek bir
korelasyonla izolatin Enterococcus faecium oldugu belirlenmistir. izolatin yag asidi profili
analizi de soz konusu bakterinin E. faecium oldugunu dogrulamustir. izole edilen bakteri E.

faecium BP olarak adlandirilmistir.

Cizelge 1. Inhibitdr aktiviteye sahip izolatin karbonhidrat fermantasyon profili

Karbonhidrat

Karbonhidrat

Karbonhidrat

Gliserol

Sorbitol

Ksilitol

Mellobiyoz - a- metil-mannoz - B-gentiobiyoz +
Eritrol - a- metil-D- glukozit - D-Turanoz -
D-Arabinoz - N-asetil-glukozamin ~ + D-Lyxose -
L-Arabinoz + Amigdalin + L-Tagotoz -
Riboz + Esculine + D-Fukoz -
D-Ksiloz - Salisin + L-Fukoz -
L-Ksiloz - Sellobioz + D-Arabitol -
Adonitol - Arbutin + L-Arabitol -
a- metil-xyloside - Maltoz + Glukonat +
Galaktoz + Laktoz + 2-keto-glukonat -
D-Glukoz + Melibiyoz - 5-keto-glukonat -
D-Fruktoz + Sakkaroz - Hippurat hidrolizi -
D-Mannoz + Trehaloz + Pyrolidonylarylamidaz +
L-Sorboz - Inulin - B-Galaktosidaz -
Rhamnoz - Melezitoz - Lésinaminopeptidaz +
Dulsitol - D-Rafinoz - Arjinindihidrolaz +
Innositol - Amidon -

Mannitol + Glikojen -

+: Fermantasyon kabiliyeti var, -: Fermantasyon kabiliyeti yok

Cizelge 2. Inhibitdr aktiviteye sahip izolatin yag asidi profili

Yag asidi %
Laurik Asit (12:0) 0,98
Miristik Asit (14:0) 8,28
Palmitik Asit (16:0) 21,49
Oleik Asit (18:1 w7c) 36,51
Stearik Asit (18:0) 1,69
Vaksenik Asit (11 metil 18:1 w7c) 0,99
10-metilen oktadekonat (19:0cyclo w8c) 10,9
Araghidonik Asit (20:4 w6, 9, 12, 15¢) 0,4

3.4 Enzimlerin Antimikrobiyal Bilesigin Aktivitesi Uzerine EtKisi

Proteolitik ve proteolitik olmayan enzimlerin antimikrobiyal bilesigin aktivitesi tizerine etkisi
Cizelge 3’de verilmistir. Yapilan analiz sonucunda antimikrobiyal bilesigin papain, tripsin,
pepsin, pankreatin ve proteaza karsi duyarl oldugu ve aktivitesini kaybettigi, ancak lipaz ve
katalaz enzimlerine kars1 duyarli olmadigi, biyolojik aktivitesini korudugu tespit edilmistir.
Antimikrobiyal maddenin katalaza karsi duyarli olmamasi inhibitdr aktivitenin H202’den
kaynaklanmadigint ortaya koymustur. Bakteriyosinin lipaz enziminden etkilenmemesi de
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inhibitor aktivite gdstermesi icin bir lipit bolgesine ihtiya¢ duymadigimi gostermektedir.
Antimikrobiyal maddenin proteolitik enzimlere karsi duyarli olmasi, protein yapisinda
oldugunu ve dolayistyla bir bakteriyosin oldugunu gostermistir. Bundan dolay1 antimikrobiyal
bilesik Enterosin BP olarak isimlendirilmistir. Benzer sonuclar De Toit ve ark. (2000) ve
Losteinkit ve ark. (2001) tarafindan yapilan calismalarda da goriilmiistiir. Ogunbanwo ve ark.
(2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise L. plantarum F1 tarafindan tiretilen bakteriyosinin
a-kimotripsin, pepsin ve tripsine karsi aktivite gosteremedigi; katalaz, lizozim, a-amilaz ve
lipaza karsi ise aktivitesini devam ettirdigi belirtilmistir.

Cizelge 3. Enzim uygulamalarinin bakteriyosin aktivitesine etkisi

Enzimler Bakteriyosin Aktivitesi
Lipaz (EC3.1.1.3) +

Katalaz (EC 1.11.1.6) +

Papain (EC 3.4.22.2) -

Tripsin (EC 132.650.8) -

Pepsin (EC 3.4.23.1) -
Pankreatin  (EC 232.468.9) -

Proteaz (EC 3.4.24.4) -
Alfaamilaz (EC 3.2.1.1) -

+ : inhibisyon var - : inhibisyon yok

3.5 Bakteriyosin Aktivitesine Isil islemin Etkisi

Bakteriyosinin 80°C’de 15 dakika 1s1l isleme maruz kaldiginda aktivitesini kontrol 6rnegine
gore tamamen korudugu, 80°C’de 30 dakika uygulanan isil islemde aktivitesinde %50
oraninda bir azalma, 80°C’de 60 dakika ve 121°C’de 15 dakika 1s1l isleme tabi tutuldugunda
ise aktivitesini tamamen kaybettigi saptanmustir. Enterococcus gallinarum 012 tarafindan
uretilen Enterosin 012’nin 80°C’de 30 dakika 1s1l isleme maruz kaldiginda aktivitesinin
yarisint kaybettigi belirtilmistir (Jennesve ark., 2000). E. faecium N15 tarafindan iretilen
bakteriyosin N15’in 121°C’de 15 dakika 1s1l isleme tabii tutuldugunda aktivitesini tamamen
kaybettigi bulunmustur (Losteinkitve ark., 2001). E. faecium NKR-5-3 tarafindan iiretilen bir
bakteriyosinin 121°C’de 15 dakika 1s1l islem uygulamasindan sonra aktivitesini korudugu
saptanmistir (Wilaipuna ve ark., 2004).

3.6 Bakteriyosin Aktivitesine pH’nin Etkisi

Bakteriyosin aktivitesine pH’nin etkisi Sekil 2’de verilmistir. Sekilde de goriildiigii lizere
bakteriyosin biyolojik aktivitesini pH 2-11 arasinda korudugu tespit edilmistir. 25°C’de 2 saat
tutuldugunda bakteriyosin aktivitesinin pH 7-10 arasindaki degerlerde stabil oldugu, pH 6’nin
altindaki degerlerde ve pH 11°de aktivitesinde % 25, pH 12’de ise aktivitesinde % 100’liik bir
kaybin oldugu tespit edilmistir. 25°C’de 24 saat bekletilen 6rneklerin aktivitesinde pH 2 ile 10
arasinda % 25, pH 11-12 arasinda ise %100’liik bir kaybin oldugu saptanmistir. 90°C’de 20
dakika tutulan 6rneklerin aktivitesinde pH 2-5 arasinda % 25’lik, pH 10’da % 50’lik ve pH
11°de ise % 100’lik bir azalma oldugu belirlenmistir. Sonuglardan da goriildiigii {izere
bakteriyosin asidik kosullarda ve 6zellikle pH 6-10 arasinda oldukga stabildir.

Sicaklik siire normunun uygulanmadigr E. feacalis BFE 1071, E. feacalis BFE 1113, E.
faecium BFE 1072, E. faecium BFE 1170, E. faecium BFE 1228, E. feacalis BFE 1229 ve E.
feacalis BFE 1263 tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin pH 2 ile 9 arasinda aktivitelerini
korudugu ve ozellikle pH 5 ile 8 arasinda maksimum aktivite gosterdikleri saptanmistir
(De Toit ve ark., 2000). Keizo ve ark. (1993) tarafindan yapilan bir ¢calismada E. faecium ’un
urettigi bakteriyosinin pH 3 ile 10 arasinda aktivitesini korudugu belirlenmistir. E. faecium
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N15 ve E. faecium NKR-5-3 tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin aktivitelerini pH 2-10
arasinda korudugu belirtilmistir (Losteinkit ve ark., 2001; Wilaipuna ve ark., 2004).

120

< 100 /—Tv

&\/

E 80

> —s—a—a—a—u

€

< 60 \ =90 °C 20 dak.
=

@ X \ =#—25°C 2h
2 40

S \ 25°C 24h
<

[3+]

(a1

20 L
O T T T T T T T T T ‘\' T E

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Sekil 2.Bakteriyosin aktivitesine pH’ nin etkisi

3.7 Bakteriyosin Aktivitesine Organik Cozuculerin Etkisi

Degisik organik ¢oziiciilerin bakteriyosinin aktivitesi Gzerine etkisi Cizelge 4’de verilmistir.
Bakteriyosin 6rnegi etil alkol, metanol, isopropil alkol, kloroform, etil eter ve hekzan ile
muamele edildiginde aktivitesini kaybetmedigi ancak formaldehit ile muamele edildiginde
aktivitesini kaybettigi belirlenmistir. Pirzadave ark. (2004) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
bakteriyosinin, % 1 konsantrasyona sahip organik ¢dziiciilerden propanola kars: aktivitesini

Cizelge 4. Organik ¢ozicllerin bakteriyosin aktivitesine etkisi

Organik Coziicl Bakteriyosin Aktivitesi
Etil Alkol (%25) +
Metanol (%25) +
Isopropil Alkol (%25) +
Asetonitril  (%25) +
Kloroform  (%10) +

Etil Eter (%25) +
Hekzan (%25) +
Formaldehit  (%40) -

+ : inhibisyon var - . inhibisyon yok

korudugu, metanol, aseton, heptan ve kloroformdan etkilenerek aktivitesini kaybettigi
bulunmustur. Ogunbanwove ark. (2003) tarafindan yapilan bir baska g¢alismada ise Lb.
plantarum F1 ve Lb. brevis OG1’in tirettigi bakteriyosinlerin kloroform, hekzan, etil eter ve
petrol etere karsi Stabil oldugu ancak amil alkole karsi stabilitesini korumadigi tespit
edilmistir.

3.8 BakteriyosininAntimikrobiyal Spektrumunun Belirlenmesi

Filtre ile sterilize edilmis hiicre icermeyen kiiltiir siipernatantinin Lb. plantarum’a karsi
antimikrobiyal aktivtesinin 400 AU/ml oldugu saptanmistir. Enterosin BP’nin antimikrobiyal
spektrumu Cizelge 5’de verilmistir. Cizelgede goriildiigl lizere bakteriyosinin antimikrobiyal
spektrumunun oldukg¢a genis oldugu, Gram pozitif bakterilerden Lb. plantarum, S. aureus,
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L. ivonovii, L. monocytogenes, Lc. lactis, Leu. mesenteroides ve E. feacalis; Gram negatif
bakterilerden de Campylobacter jejuni ve Citrobacter freundii’ye karsi inhibit6r aktiviteye
sahip oldugu tespit edilmistir. Bakteriyosinin Gram negatif bakteriye kars1 inbitor etkiye sahip
olmasi ilgi ¢ekicidir.

Cizelge 5. Enterosin BP’nin antimikrobiyal spektrumu

Bakteri InhibisyonZonunun Cap1 (mm)
Lactobacillus plantarum AU 22
Lactobacillus plantarum RSKK 16
Staphylococcus aureusCAMP AU 8
Staphylococcus aureus AU 10
Listeria ivonovii AU 20
Listeria monocytogenes AU 18
Listeria monocytogenes RSKK 21
Citrobacter freundii AU 8
Lactococcus lactis AU 2
Leuconostoc mesentereoides AU 22
Campylobacter jejuni AU 4
Bac. treurgesis spp.plasteni AU 10
Enterococcus feacalis RSKK 10
Yersinia enteocolitica O:9 AU -
Yersinia enterocolitica AU -
Salmonella enteritidis ATCC 13076 AU -
Salmonella spp. AU -
Bacillus subtilis AU -
Bacillus cereus AU -
Escherichia coliO157:H7 RSKK -
Escherichia coliTipl AU -
Escherichia coli AU -
Hafnia alvei AU -
Rhodococcus equi RSKK -
Proteus mirabilis AU -
Lactococcus cremoris AU -
Enterobacter aerogenes AU -

-:inhibisyon yok; AU: Ankara Universitesi; RSKK: Refik Saydam Hifzisihha Kiiltiir Koleksiyonu

Enterokoklarin, L. monocytogenes, S. aureus, Vibrio cholera, Clostridium spp. ve Bacillus
spp. gibi bakterilerin gelisimini inhibe edebilen bakteriyosinler {irettigi ve bakteriyosinlerinin
genelde anti-listerial aktiviteye sahip oldugu daha o6nce diger arastiricilarin yaptiklari
caligmalarla belirlenmistir (Giraffa, 2003; Leroy ve ark., 2003). Cizelge 5’te de goriildigi
gibi izole edilen bakteriyosinin tim Listeria’lara karsi inhibisyon aktivitesine sahip oldugu ve
en buydk inhibisyon zonunu L. monocytogenes RSKK’ya karsi gosterdigi gozlenmistir.

3.9 Bakteriyosinin Uretim Fazinin Belirlenmesi

MRS besiyerinde 37°C’de gelistirilen E. faecium BP’nin erken logaritmik gelisme fazinda
bakteriyosini tiretmeye bagladigi; ge¢ logaritmik faz ile erken durgun fazda (6-12sa)
maksimum diizeyde olusturdugu saptanmstir (Sekil 3).

Inkiibasyonun 12. saatinden yani durgun fazdan sonra bakteriyosin iiretiminde bir azalma
meydana geldigi daha sonra ise bakteriyosin miktarinin sabit kaldigi gozlenmistir. Durgun
fazda bakteriyosin iiretiminde meydana gelen azalmanin nedeninin E. faecium BP tarafindan
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ortama salgilanan ekstraselliiler proteolitik enzimler oldugu diisiiniilmektedir (Yildirim ve
Johnson, 1998).
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Sekil 3.E. faecium BP’nin37°C’de MRS besiyerinde gelismesi sirasinda bakteriyosin tiretimi

3.10 Bakterinin Farkh Gelisme Sicakhklarimin Bakteriyosin Uretimi Uzerine Etkisi
Farkli gelisme sicakliklarinin E. faecium BP’nin bakteriyosin iiretme yetenegi lizerine etkisini
belirlemek icin bakteriyosin Uretici bakteri MRS besiyerine inokile edilmis ve 25, 30 ve
37°C’de inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Analiz sonucunda Sekil 4’de gortldigi gibi
bakteriyosin liretimi ve bakteri gelisimi agisindan en uygun sicakligin 30°C ve 37°C oldugu
tespit edilmistir. Belirtilen her iki gelisme sicakliginda bakteriyosin uretiminin inkubasyon
isleminin 6. saatinde basladigi, 8 ile 12. saatler arasinda maksimum diizeyde tiretildigi tespit
edilmistir. Inkiibasyon isleminin uzamasiyla bakteriyosin aktivitesinin azaldig1 saptanmistir.
Bakteriyosin aktivitesinde goriilen azalmanin bakterinin ortama salgiladigi ekstraseliiler
proteolitik enzimlerden kaynaklandig1 tahmin edilmektedir (Bhunia ve ark., 1988).
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Sekil 4. Bakteri gelisme sicakliginin bakteriyosin iiretimi {izerine etkisi
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3.11 Bakteriyosin Aktivitesine Depolama Kosullarinin EtKisi

Bakteriyosin Orneginin farkli depolama kosullarindaki stabilite ozellikleri Sekil 5’te
sunulmustur. Sekilde de goriildiigii gibi 25°C’de muhafaza edilen 6rnegin depolamanin 1.
haftasinda aktivitesinde herhangi bir kayip olmamasina karsin, 1. ayin sonunda aktivitesini
tamamen kaybetmistir. 4, -18 ve -85°C’de tutulan bakteriyosin orneklerinin aktivitelerini
depolama isleminin 1. ayin sonuna kadar tamamen muhafaza ettigi belirlenmistir.
Marekovave ark. (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada E. faecium EKI13’lin irettigi
bakteriyosinin 4 ve -20°C’lik depolama kosullarinda stabilitesini uzun siire korudugu
saptanmuistir.
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Sekil 5. Depolama kosullarinin bakteriyosinin aktivitesi Uzerine etkisi

4. Sonug

Bu calismada Tokat yoresinde geleneksel olarak Gretilen bir peynir 6rneginde bakteriyosin
Ureten bakteri izole edilmis, tanimlanmis ve bakteriyosini karakterize edilmistir. Yag asidi
profili ve karbonhidrat fermantasyon profili sonucunda bakterinin Enterococcus faecium
oldugu tespit edilmis ve irettigi bakteriyosin Enterosin BP olarak isimlendirilmistir.
Bakteriyosinin antimikrobiyal spektrumunun olduk¢a genis oldugu tespit edilmistir. Ayrica
bakteriyosinin Campylobacter jejuni ve Citrobacter freundii gibi Gram negatif bakterilere
kars1 inhibitor aktiviteye sahip oldugu da gozlenmistir. Yiiksek derecelerde uygulanan 1sil
islemin bakteriyosin aktivitesinde dnemli bir etkiye sahip oldugu gozlenmistir. 80°C’de 15 dk
1s1l isleme maruz kaldiginda aktivitesini tamamen korudugu, 80°C’de 30 dk uygulanan 1sil
islem sonucunda aktivitesinde %50, 80°C’de 60 dk ve 121°C’de 15 dk uygulanan isil islem
sonucunda aktivitesini %100 oraninda kaybettigi saptanmistir. Bakteriyosinin olduk¢a genis
bir pH araliginda (2-10) aktivitesini korudugu ve ozellikle pH 6-10 arasinda stabil oldugu
gozlenmistir. Bakteriyosinin 25, 4, -18 ve -85°C gibi farkli depolama kosullarinda aktivitesini
korudugu ve ayrica formaldehit hari¢ diger organik ¢oziiciilerden etil alkol, metanol, izopropil
alkol, Kloroform, etil eter ve hekzandan etkilenmedigi belirlenmistir. Enterosinin (retici
bakterinin ge¢ logaritmik fazi ile durgun fazin basinda maksimum diizeyde iiretildigi
saptanmuigtir.
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