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OZET

Bu calismada, Enterococcus faecalis KP tarafindan Uretilen enterosin KP’nin inhibitdr aktivitesi ve spektrumu Gizerine
bazi gida ve besiyeri bilesenlerin etkisi belirlenmistir. Indikatdr mikroorganizma olarak Lactobacillus plantarum,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella typhimurium kullaniimigtir. Lesitin, kazein ve
divalant katyonlar sirasiyla %1, %10 ve 100 mM dizeyinde kullanildiklarinda enterosin KP’nin aktivitesi (zerinde
antagonistik bir etkiye sahip oldugu belirlenmigtir. EDTA 0,5-1,5 mM konsantrasyonlarda enterosin KP ile birlikte
kullanildiginda aktivitesini artirdidi, ancak gliserin monooleat (%0-1) varliginda, asidik ve nétral pH degerlerinde ise
enterosin KP’nin aktivitesinin degismedidi saptanmistir. Ayrica, EDTA varliginda Gram-negatif bakterilerin enterosin
KP’ye karsi duyarli hale gegtikleri de belirlenmistir. Sonu¢ olarak, gida bilesenleri ancak anormal dlzeyde
kullanildiklarl zaman enterosin KP aktivitesini belirli dizeyde olumsuz ydnde etkiledikleri, ancak enterosin KP, EDTA
ile birlikte kullanildigi zaman E. coli O157:H7 ve Salmonella typhimurium gibi Gram-negatif bakterilere karsi etkili bir
sekilde kullanilabilecegi gbzlenmistir.

Anahtar Kelime: Bakteriyosin, Enterosin KP, Gida bilesenleri, inhibitér aktivite

Effects of Some Food and Medium Components on Inhibitory Activity of Enterocin KP
ABSTRACT

In this study, the effect of food and medium components on the inhibitory activity and spectrum of enterocin KP
produced by Enterococcus faecalis KP was determined. Lactobacillus plantarum, Listeria monocytogenes,
Escherichia coliO157:H7 and Salmonella typhimurium were used as target organisms. Lecithin, casein, and divalent
cations were antagonists on activity of enterocin KP at 1%, 10% and 100 mM, respectively. The activity of enterocin
KP was increased in the presence of EDTA at concentrations of 0.5-1.5 mM. However, glycerin-monooleate (%0-1),
acidic and neutral pH did not affect its activity. Also, in the presence of EDTA, Gram-negative target organisms
became sensitive to enterocin KP. In conclusion, food components when used high levels caused a decrease in
enterocin KP activity, but Gram-negative bacteria such as E. coli O157:H7 and Salmonella typhimurium became
sensitive to enterocin KP when used in combination with EDTA.

Key Words: Bacteriocin, Enterocin KP, Food components, Inhibitory activity

GIRiS koruyucularin  gidalarda  kullanimlarini  kisittamaya

baslamigtir. Bu nedenle gidalarda biyokoruyucularin
GUnimUizde tlketicilerin minimum miktarda islenmis kullanimlari  gin gectikge artmaktadir.  Gidalarin
gidalara  yoénelik tercihlerinin  artmasi  kimyasal glvenligini artirmak ve depolama siresini uzatmak
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amaciyla koruyucu kiiltirlerin ve/veya bunlar tarafindan
Uretilen  antimikrobiyal  bilegiklerin  kullaniimasina
biyokoruma yodntemiyle muhafaza denilmektedir.
Biyokoruma ydntemlerinden birisi de laktik asit
bakterileri (LAB) veya bunlarin Uretmis olduklari
antimikrobiyal  bilesiklerin  kullaniimasidir.  LAB’leri
organik asitler, hidrojen peroksit, antimikrobiyal
enzimler, reuterin, karbondioksit ve bakteriyosinler gibi
antimikrobiyal aktiviteye sahip metabolitlerden bir veya
birkagini Ureterek diger mikroorganizmalarin gelisimini
Onlemektedirler [1-6].

Bakteriler tarafindan Uretilen protein  yapisinda
antimikrobiyal bilesikler olan bakteriyosinler, duyarli
bakterilere kargl bakterisidal veya bakteriyostatik etki
gbstermektedirler. Dogal kaynakli olmalari, insan ve
hayvan bagirsak sisteminde kolayca par¢alanmalar ve
korunacak gidalarin fizikokimyasal yapilarinda herhangi
bir degisime neden olmaksizin gida kaynakli bozulma
ve hastalik etmeni bakterileri inhibe etme 6zellikleri ile
bakteriyosinler 6nemli biyokoruyucular arasinda vyer
almaktadirlar. LAB bakteriyosinleri mikrobiyal gida
bozulmalarint  énleme ve gida kaynakli patojen
mikroorganizmalari inhibe etme potansiyeline sahiptirler.

LAB tarafindan Gretilen bakteriyosinlerin inhibitdr
spektrumunun dar olmasi, duyarli mikroorganizmalar
icerisinde dayanikli  mutantlarin  olusmasi, gida
bilesiminin koruyucu etkisi, gidada bulunan diger
antagonistik bilesikler veya gida bilesenleri ile etkilesime
girmeleri, gida matriksinde dusik c¢ézinurlUkleri ve
homojen dagilmamalari gibi faktérler bakteriyosinlerin
gida koruyucusu olarak uygulanabilirliklerini
sinirlamaktadir [7-10].

Tokat yoéresinde geleneksel olarak Uretilen Beyaz
peynirden izole edilen Enterococcus faecalis KP
tarafindan sentezlenen enterosin KP’nin test edilen bazi
gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni bakterilere,
Ornegin  Listeria  monocytogenes, L.  ivanovii,
Enterococcus faecium, E. faecalis, Lactobacillus
plantarum, Leuconostoc cremoris, Leu. mesenteroides’e
kars! antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gértimdstar
[11]. Bu calismanin amaci enterosin KP’nin gida
enduUstrisinde  uygulanabilirligini  ortaya koyabilmek
amaciyla inhibitér aktivitesi Uzerine bazi gida ve besiyeri
bilesenlerin etkisini belirlemektir. Gida ve besiyeri
bileseni olarak lesitin, gliserin-monooleat, kazein, EDTA,
MgSQO,, MnSO, ve CaCl, kullaniimistir.

MATERYAL ve METOT
Mikroorganizmalar ve Besiyerleri

Bu c¢alismada, Lactobacillus plantarum, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli O157:H7 ve Salmonella typhimurium indikator
mikroorganizma, Enterococcus faecalis KP ise
bakteriyosin olan enterosin KP’nin Ureticisi olarak
kullanilmigtir. Laktik asit bakterileri de Mann Rogosa
Sharpe (MRS) (Fluka, Almanya), diger bakteriler ise
Brain Hearth Infusion (BHI) (Merck, Almanya)
besiyerinde gelistirilmistir. E. faecalis KP ve Lb.
plantarum 32°C’de, dider bakteriler ise 35-37°C’de
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gelistiriimistir. Calismada kullanilan bitlin bakteriler -
80°C’de %20 gliserol igeren uygun besiyerlerinde
muhafaza edilmistir.

Bakteriyosinin Hazirlanmasi

E. faecalis KP %0,1 oraninda MRS besiyerine inokile
edilip 32°C’de inklbasyon islemine tabi tutulmustur.
inkiibasyon igleminden sonra bakteri kiltiiri 6000 x g’
de 20 dk sire ile santrifdj edilip filtrat kismi toplanmis ve
pH’st 10 N NaOH kullanilarak 6,5’e ayarlanmistir. Bunu
takiben stpernatant 0,45 pm gbézenek capli membran
filtresi ile sterilize edilmigtir. Galisma hacmini azaltmak
ve daha az kimyasal madde kullanmak amaciyla
sUpernatant liyofilizasyon yontemiyle yaklasik %50
oraninda konsantre edilmistir. Hlcre igermeyen
konsantre siUpernatanta yavas yavas % 40 oraninda
amonyum sllfat ilave edildikten sonra 4°C’de gece
boyunca karistiriimistir. Karisim santriflj (4 °C’de 8000 x
0/60 dk) edildikten sonra ylzeyde ve altta biriken pelet
toplanarak 10 mL sodyum fosfat tamponunda (pH 6,5)
¢6zUndUriImUstar. Bunu takiben 15 mL
metanol/kloroform karisimi (1:2, v/v) ilave edilerek
4°C’'de 1 saat inklibasyon iglemine tabi tutulmustur.
Ornek santrif(j edildikten sonra pelet liyofilizasyon
ybntemiyle kurutularak -80°C’de muhafaza edilmistir
[12].

Gida ve Besiyeri Bilegenlerin Enterosin KP’nin
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Lesitin (%0,1, 0,5 ve 1), gliserin monooleat (%0,1, 0,5
ve 1), kazein (%0, 1, 5, 10), EDTA (0,5, 1 ve 1.5 mM/L),
MgSO,4x7H,0O (10 ve 100 mM), MnSO,xH,O (10 ve 100
mM) ve CaClx2H,O (10 ve 100 mM) farkli oranlarda
BHI veya MRS besiyerine ilave edildikten sonra ortamin
pH'sI 6,5 4 M HCI veya 4 M NaOH ile ayarlanmis ve
membran filtrasyonu ile sterilize edilmistir. Besiyeri
bilesenlerinin enterosin KP aktivitesi (zerine etkisini
belirlemek icin test mikroorganizmalar ilave edildikten
(600 nm’de OD degeri 0,1) sonra enterosin KP katilmis
(1600 AU/mL) ve her bir bakteri optimum gelisebildigi
sicaklikta 16 saat inkiibasyon islemine tabi tutulmustur.
inkiibasyon igleminin belirli araliklarinda érnekler alinip
600 nm’de absorbans degeri okunmustur.

istatistiksel analizler

Arastirmadan elde edilen veriler p<0,05 seviyesinde
varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmus ve ortalamalar
arasindaki farkllik ise LSD testi kullanilarak (p<0,05)
belirlenmigtir [13].

BULGULAR ve TARTISMA
Lesitin, Gliserin Monooleat ve Kazeinin Etkisi

Gida bilesenleri bakteriyosinlerle veya bakteriyosinlerin
hedef yeri olan bakteriyal sitoplazmik membranla
intereaksiyona girebilirler. Bakteriyosinlerin aktivitesi
amfifilik 6zelliklerinden dolayi membranla olan hidrofobik
ve elektrostatik interaksiyonun sonucu olusmaktadir.
Bundan dolay! enterosin KP’nin Lb. plantarum ve L.
monocytogenes'e karsi aktivitesi Uzerine lesitin, kazein



olarak
lesitin

oranlarinin bakterilerin gelisimini engellemedidi tespit

istatistiksel
edilmistir (P>0.05). Analizde kullanilan lesitin oranlari

bir azalmanin oldugu

(P>0.05)
karsilastinldiginda kullanilan

Ornegin yumurta sarisinda yaklasik %6,

sltte ise %0.05 oraninda bulunmaktadir.

olmasa da
lesitin agisindan zengin gidalarin igerikleri baz alinarak

belirlenmistir. Bunlara ilaveten, kontrol érnegi ile lesitin

Orneklerde absorbans degerinde

onemli
iceren Ornekler

segilmistir.

olan

karsi
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belirlenmistir (P<0.01).

monocytogenes’'e

L.
aktivitesinde sirasiyla yaklagik %30 ve %27’lik oraninda
bir azalmaya neden oldugu

0.1 ve 0.5 dlzeylerinde kullanildiginda hi¢ etkisinin
ve

bakteriye karsi antimikrobiyal aktivitesi Uzerine lesitin %
olmadig (P>0.05), %1 dlzeyinde katildiginda ise Lb.
inkiibasyon siresi boyunca da, hem enterosinin tek
basina hem de lesitin ile enterosinin birlikte kullanildigi

ve divalant katyonlarin etkisi incelenmigtir. Sekil 1’de
gorildigu Uzere enterosin KP’nin her iki indikator

plantarum
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kullanildiginda  kazeinin
inkibasyon igleminin 6.

dolayr  okuma

Lb. plantarum’un gelismesine paralel

pihtilasmadan

Sore (saat)

Sekil 2. Enterosin KP’nin Lactobacillus plantarum (a) ve Listeria monocytogenes’e (b) karsi inhibitdr aktivitesi

Uzerine dliserinin etkisi. Lp, Lb. plantarum; Lm, L. monocytogenes; En, enterosin; Gli, gliserin monooleat.
plantarum

Lb.
orneklerde,
sonra

05

6nemli diizeyde bir azalmaya (P<0.01) neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 5 ve 6). Indikatér mikroorganizma

olarak
antagonistik aktivitesinin daha fazla oldugu gézlenmistir.

Yiksek oranda kazein (%5-10) ve Lb. plantarum igeren

enterosinsiz

saatinden
olarak artan asitlik kazeinin pihtilasmasina neden

yaptlamamistir.

35

(P>0.05)
%10 dizeyinde

etkilemedigi

Ancak
katildiginda Lb. plantarum'un absorbans degerinde

Stre (saat)

%5 oraninda kullanildiginda Lb.
3).

aktivitesini

ve
(Sekil

%1
%31’lik bir artisa, dolayisiyla enterosin KP aktivitesinde

bircok Urlinde gida ingredienti olarak kullaniimaktadir.
plantarum ve L. monocytogenes’e kargl enterosin KP’nin
%62’lik, L. monocytogenesin absorbans degerinde ise

Kazein sidtte bulunan baslica proteinlerden biri olup
Kazein

antimikrobiyal
saptanmistir
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olmustur. Kazeinin izoelektrik noktasi 4,6 pH'dir.
Enterosin KP iceren 6rneklerde Lb. plantarum’un
gelisimi dnlendiginden asitlikte bir artis gbzlenmemis ve
bunun sonucunda da pihtilasma gértlmemistir. Ayrica L.
monocytogenes zayif asit olusturma yetenegine sahip
oldugundan ortam pH’sini kazeinin izoelektrik noktasina
disirememis ve dolayisiyla %5-10 oraninda kazein
iceren  Orneklerde  pihtlasma  olayr meydana
gelmemisgtir. Enterosin KP i¢eren 6rneklerde inkiibasyon
islemi sUresince absorbans degerinin azaldigi, enterosin
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KP icermeyen drneklerde ise absorbans degerinin arttigi
g6zlenmisgtir.

Kazein %5 oraninda kullanildiginda nisin, sakasin P ve
kurvasin A'nin L. innocuaya Kkargl aktivitelerinde
sirastyla %27, %53 ve %42 dizeyinde bir azalmaya
neden oldudu Ganzle ve ark. [14] tarafindan
bulunmustur. Bu bilgiler dogrultusunda kazeinin ayni
konsantrasyonlarda nisin, sakasin ve kurvasin
bakteriyosinlerine goére enterosin KP Uzerinde daha
distk antagonistik etkiye sahip oldugu sdylenebilir.
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Sire (saat)

Sekil 3. Enterosin KP’nin Lactobacillus plantarum (a) ve Listeria monocytogenes’e (b) karsi inhibitor
aktivitesi Uzerine kazeinin etkisi. Lp, Lb. plantarum; Lm, L. monocytogenes; En, enterosin; Kaz, kazein.

Divalant Katyonlarin Etkisi

Gelisme ortamina yiUksek oranda divalant katyonlarin
ilavesinin bakteriyosin aktivitesini etkiledigi belirlenmisgtir.
CaCl,, MgSO, ve MnSO, 10 mM dizeyinde
kullandiklarinda enterosin KP’nin Lb. plantarum ve L.
monocytogenes’e olan aktivitesini etkilemedigi (P>0,05),
ancak 100 mM katildiginda test edilen indikator
bakterilerin absorbans degerinde sirasiyla Ca™nin
%26.7 ile 26.1, Mg™®nin %41.7 ile %25,0, Mn*?nin ise
%55.0 ile %43.5 artisa, dolayisiyla bakteriyosin
aktivitesinin  azalmasina (P<0.01) neden oldugu
bulunmustur (Sekil 4, 5 ve 6). Verilerden de anlasilacagi
Uzere aktivitedeki azalmanin kullanilan bakterilere bagli
olmadigi ve Mn*®nin antagonistik aktivitesinin Ca*™® ve
Mg™ katyonlarina gdre daha yiiksek oldugu
gbzlenmistir. Ca™,  Mg™ ve Mn* Kkatyonlarinin
antagonistik etkisi artan iyonik gucten
kaynaklanabilecegi gibi hiicre ylzeyi ile bakteriyosin
molekili arasindaki interaksiyon Uzerinde inhibit6r
olarak rol oynamasindan ileri gelebilecegi
distntlmektedir [15]. Ayrica divalant katyonlar aniyonik
fosfolipitlerle interaksiyona girerek  sitoplazmik
membranin  dayaniklidinin  artmasina ve bdylece
bakteriyosinlerin sitoplazmik membrana olan ilgilerinin
azalmasi da neden olabilirler [16, 17]. Divalant
katyonlarin bakteriyosin aktivitesinde azalmaya neden
olan konsantrasyonu gidalarda bulunan degerlerinin
tstiindedir. Ornegin sert peynirde Ca*® 30 mM, Mg*? 2
mM; inek etinde Ca*? 0.25 mM, Mg*? 1 mM; cavdarda
ise Ca*® 1.6 mM, Mg™ 5 mM diizeyinde bulunmaktadir.
Ca*?, Mg ve Mn*? katyonlari 10 mM konsantrasyonda
kullanildiklarinda enterosin KP aktivitesini etkilemedigi
belirlendigi i¢in séz konusu Urtnlerde kullanildiginda da

36

aktivitede 6nemli bir azalmanin olmayacagl sonucuna
varilabilir. inkiibasyon islemi siiresince de enterosin KP
iceren Orneklerin absorbans degerlerinin istatistiksel
olarak énemli olmasa da azaldigi saptanmistir (P>0.05).
Ca*, Mg™ ve Mn*? katyonlarinin inhibitér etkisi ilave
edilen bakteriyosin miktari arttirllarak veya selatlastirici
maddelerle birlikte kullaniima suretiyle giderilebilir.

Mn*2, Mg* ve Ca™ (10 mM) varliginda sakasin P,
kurvasin A ve &zellikle nisinin inhibitér aktivitesinin
azaldigr rapor edilmistir [14]. Ayrica divalant
katyonlardan Mn**nin bakteriyosinlerin aktivitelerinin
azalmasinda daha az etkili oldugu bulunmustur.
Castellano ve ark. [18] yaptiklar bir calismada, Ca**nin
laktosin 705 bakteriyosinine kargi antagonistik bir etkiye
sahip oldugunu, Mg*®nin ise bakteriyosin aktivitesini
etkilemedigini gdzlemislerdir. Minahk ve Morero [15]'da
mono (Na’, K*, Li") ve divalant katyonlarin (Ca*?, Mg*?)
enterosin CRL5'in antilisterya aktivitesi lzerinde inhitér
olarak rol oynadiklarini belirlemiglerdir.

Selatlastirici Maddelerden EDTA’nin Etkisi

EDTA divalant katyonlarla kompleks olusturarak divalant
molekdillerin bakteriyosin aktivitesi Uzerindeki
antagonistik etkininin giderilmesinde rol oynayacagi gibi
dis membran stabilitesini bozarak hidrofobik ve toksik
molekdllerin sitoplazmik membrana ulasmasinda da
6nemli rol oynayabilmektedir. Bu calismada L.
monocytogenes, E. coli ve Salmonella typhimurium
Uzerine enterosin KP’nin inhibitér aktivitesi Uzerine
ortama ilave edilen EDTA’nin etkisi incelenmistir.
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Sekil 4. Enterosin KP’nin Lactobacillus plantarum (a) ve Listeria monocytogenes'e (b) kars! inhibitdr aktivitesi Uzerine

CaCly'lin etkisi. Lp, Lb. plantarum; En, enterosin KP; 10 ve 100Ca, 10 ve 100 mM CaCls.
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Sekil 5. Enterosin KP’nin Lactobacillus plantarum (a) ve Listeria monocytogenes’e (b) karsl inhibitér aktivitesi

Uzerine MgSO, etkisi. Lp, Lb. plantarum; En, enterosin KP; 10 ve 100 mM MgSQO,.
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Sekil 6. Enterosin KP’nin Lactobacillus plantarum (a) ve Listeria monocytogenes’e (b) kargl inhibitér aktivitesi

Uzerine MnSO, Etkisi. Lp, Lb. plantarum; En, enterosin KP; 10 ve 100 mM MnSQO,.
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konsantrasyona bagli olarak her iki bakterinin absorbans
degerinde dlsik dizeyde de olsa bir azalmanin oldugu
gbzlenmigtir (P>0.05) (Sekil 7b ve c).
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Nisin, sakasin P ve kurvasin A’nin; laktosin 705 ve
AL705 bakteriyosinlerin aktivitesinin ortamda bulunan
EDTA’nin stimilatér etkisiyle arttigini tespit etmislerdir
[14,19].
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Sekil 7. Enterosin KP’nin L. monocytogenes (a), E.coli O157:H7 (b) ve Salmonella typhimurium (c)’a karsi inhibitér
aktivitesi Uzerine EDTA’nin etkisi. L. monocytogenes; En, enterosin KP.

SONUC
Gidalarin Uretimi  ve  depolanmasi sirasinda
bakteriyosinlerle patojenik mikroorganizmalarin

gelismelerinin durdurulmasi ve 6nlenmesi bakteriyosin,
gida matriksi ve hedef mikroorganizma arasindaki
spesifik interaksiyonlardan kaynaklanmaktadir.
Enterosin KP’nin gida bilesenlerinden lesitin, gliserin
monooleat, kazein ve divalant katyonlarin gidalarda
bulunan normal  konsantrasyonlarinda  aktivitesini
kaybetmemesi 6nemli bir &zelliktir. Clnkd bu sonug
enterosin KP’nin bir¢ok gidada kullanilabilecegini ortaya
koymaktadir. Lesitin, kazein ve divalant katyonlar ¢ok
yUksek konsantrasyonlarda (sirasiyla %1, %10 ve 100
mM)  bulunduklarinda  bakteriyosin  aktivitesinde
azalmaya neden olmaktadirlar. Bu antagonistik etki
kullanilan enterosin KP miktari ile giderilebilir.
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