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Ozet: Bu galigmanin amaci geleneksel fermente Tiirk igecegi olan bozanmn bazi mikrobiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ve izole
edilen laktik asit bakterilerinin antibakteriyel aktivite dzelliklerinin tespitidir. Bu amagcla Turkiye'nin dort farkli ilinden (Isparta,
Antalya, Istanbul ve Ankara) toplanan 15 boza 6rneginin mikrobiyolojik 6zellikleri analiz edildi. Boza érneklerinin toplam aerofilik
mezofilik bakteri (TAMB) sayis1 2.4 x 10 ile 3.2 x 10® kob/mL arasinda ve ortalama 1.2x10° kob/mL; laktik asit bakterisi (LAB)
sayis1 2.1 x 107 ile 2.9 x 10® kob/mL arasinda ve ortalama 9.3x10" kob/mL; maya-kiif sayist 4.7 x 10 ile 5.4 x 10° kob/mL arasinda
ve ortalama 1.9x10° kob/mL olarak tespit edildi. Boza 6rneklerinin yalmz bir tanesinde 1.1x10% kob/mL seviyesinde koliform grup
bakteri bulundugu belirlendi. Boza 6rneklerinden izole edilen toplam 30 adet laktik asit bakterisi igerisinden, 6 adedi antibakteriyel
madde iiretme yeteneginde bulundu. Proteolitik enzim uygulamasi sonucunda bu 6 izolattan bir adedinin bakteriyosin tireticisi oldugu
tespit edildi. Biyokimyasal, kilturel testler ve API sistemi ile bakteriyosin ireticisi YBD 11 izolat: L. lactis subsp. lactis YBD11
olarak tanimlandi.

Anahtar Kelimeler: Boza, Laktik Asit Bakterisi, Antibakteriyel Aktivite, Bakteriyosin, L. lactis subsp. lactis

Determination of Some Microbiological Characteristics and Antibacterial
Activity of Lactic Acid Bacteria Isolates of Boza

Abstract: The purpose of this study was determination of some microbiological characteristics of boza, a traditional fermented
Turkish beverage and determination of antibacterial activity properties of lactic acid bacteria isolates. For this purpose, 15 boza
samples were obtained from four different cities in Turkey (Isparta, Antalya, istanbul and Ankara). The microbiological properties of
these samples were analyzed. Minimum, maximum and average values for the different microbiological counts of boza samples were
as follows respectively, 2.4 x 107, 3.2 x 10 and 1.2x10® cfu/mL for TAMB; 2.1 x 107, 2.9 x 10® and 9.3x10" cfu/mL for LAB; and
4.7 x 10°, 5.4 x 10° and 1.9x10° cfu/mL for yeast-mold. The coliform group bacteria count was detected 1.1x10% cfu/mL at only one
among boza samples. A total of 30 lactic acid bacteria were isolated from boza samples. 6 isolates were found as antibacterial
substances producer among 30 lactic acid bacteria. Proteolytic enzyme treatment shown that 1 isolate was found as bacteriocin
producer among these 6 bacteria. Bacteriocin producer YBD11 strain was identified as L. lactis subsp. lactis YBD11 by
physiological, biochemical tests and API system.

Key Words: Boza, Lactic Acid Bacteria, Antibacterial Activity, Bacteriocin, L. lactis subsp. Lactis

Giris

Fermantasyon gida iiretimi ve korunmasinda kullanilan en ~ (Pamir, 1961; Hancioglu ve Karapmar, 1997; Gotcheva
eski ve en ekonomik metotlardan biridir (Blandino vd.,  vd., 2000; Ivanova vd., 2000; Kabadjova vd., 2000; Zorba
2003). Pek ¢ok Orta Asya, Orta Dogu ve Afrika iilkesinde  vd., 2003; Todorov ve Dicks, 2006).

laktik asit_fermantasyonu yolu ile iretilmis gelencksel

fermente gidalar tiketilmektedir (Hesseltine, 1979,  Laktik asit fermantasyonu slrecinde; pH’nin diismesi,
Gotcheva vd., 2000). Geleneksel fermente Tiirk icecegi  oksidasyon-rediiksiyon potansiyelinin azalmasi, esansiyel
olan boza; musir, piring ve dar1 gibi tahillarin 6giitiiliip su  besin maddeleri icin laktik asit bakterileri ile rekabet ve
ile pisirilmesi ve seker ilave edilerek alkol ve laktik asit  bakteriyosin gibi inhibitér bilesiklerin {iretilmesinin
fermantasyonlarina tabi tutulmast ile iiretilen az veya ok  kombine etkisi sonucu gida bozulmasi etmeni ya da
kivamli bir igecektir (Gliven ve Benlikaya, 2005). patojen mikroorganizmalarin gelisimleri engellenmektedir
Balkanlar, Kirim, Kafkasya, Orta Asya ve Misir’a kadar  (Hancioglu ve Karapinar, 1997; Blandino vd., 2003).
yayilmis olan boza degisik yerlerde farkli kivam ve  Yapilan farkli ¢alismalarda bozadan izole edilen laktik
lezzetle tanmnir. Yunanistan, Yugoslavya, Bulgaristan, asit bakterileri igerisinde yiksek oranda bakteriyosin
Arnavutluk, Romanya, Bosna-Hersek ve Turkiye’de ¢cok ireticisi suslara rastlanmigtir (lvanova vd., 2000;
bilinen fermente bir icecek olan bozadan izole edilen Kabadjova vd., 2000; Todorov ve Dicks, 2005; Todorov
bakterilerin biiyiik bir ¢ogunlugunun laktik asit bakterisi ~ve Dicks, 2006). Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan
(LAB) lyesi olan Leuconostoc, Lactobacillus ve dretilen antibakteriyel etkiye sahip, protein ya da
Lactococcus cinslerine ait tlrler olduklart belirlenmigtir  proteinlerle birlikte bazi yan gruplar da igerebilen

*ytuncer@mmf.sdu.edu.tr 19


mailto:*ytuncer@mmf.sdu.edu.tr

metabolitler olarak tanimlanmaktadir (Tagg vd., 1976,
Klaenhammer, 1993). Basta Lactobacillus ve Lactococcus
olmak uzere Staphylococcus, Bacillus, Escherichia,
Pediococcus ve Leuconostoc cinsi bakterilere ait pek ¢ok
tiir, bakteriyosin iiretme yetenegine sahiptir (Gorris,
1994).

Bu caligmanin amaci geleneksel fermente Tiirk icecegi
olan bozanin bazi mikrobiyolojik  o6zelliklerinin
belirlenmesi ve izole edilen laktik asit bakterilerinin
antibakteriyel aktivite 6zelliklerinin tespitidir.

Materyal ve Metot

Materyal

Bu caligma kapsaminda Tirkiye’nin dort farkh ilinden
(Isparta, Antalya, Istanbul ve Ankara) temin edilen 15
adet boza 6rnegi kullanilmustir.

Mikroorganizmalar ve Besiyerleri

Caligma kapsaminda; Isparta, Antalya, Istanbul ve Ankara
illerinden toplanan 15 adet boza 6rneginden izole edilen
30 adet LAB ve 23 adedi (Lactococcus lactis SIK-83
(nisin dreticisi), Lactococcus lactis IL 1403 (nisin
duyarli), Lactococcus lactis 105 (laktisin 3147 Ureticisi),
Lactococcus lactis LMG 2908 (Bac’), Lactococcus lactis
T1 (Bac), Lactococcus lactis 731 (laktisin 3147 ureticisi),
Lactococcus lactis 2 (laktisin 3147 dreticisi), Lactococcus
lactis LMG 2912 (laktisin 3147 Qreticisi), Lactococcus
lactis LMG 2088 (laktokoksin G (reticisi), Lactococcus
lactis LMG 2132 (laktisin A+B (reticisi), Lactococcus
lactis JC 17 (laktisin 481 (reticisi), Lactobacillus sake
NCDO 2714 (nisin duyarli), Lactobacillus plantarum
LMG 2003, Listeria innocua LMG 2813 (nisin duyarli),
Escherichia coli LMG 3083 (ETEC), Salmonella enterica
serotype Typhimurium SL1344, Bacillus cereus LMG
2732, Pseudomonas fluorescens P1, Enterococcus
faecalis LMG 2708 (nisin duyarli), Enterococcus faecalis
LMG 2602, Staphylococcus aureus LMG 3022,
Staphylococcus carnosus LMG 2709 ve Pediococcus
pentosaceus LMG 2001) Prof. Dr. I. F. Nes’den
(Department of Genetics and Biochemistry, Agricultural
University of Norway, As/Norway) ve 1 adedi
(Micrococcus  luteus) Refik Saydam  Hifzissihha
Enstitusi’nden (Ankara) temin edilen toplam 24 adet
Gram-pozitif ve Gram-negatif indikatér bakteri
kullanilmustir.

Indikator bakterilerden Lb. sake NCDO 2714 ve Lb.
plantarum LMG 2003 de Man Rogosa Sharpe Broth
(MRS, Merck, Damstadt, Germany) ortaminda (37 °C’de
statik inkiibasyon), M. luteus, P. fluorescens P1, S.
enterica serotype Typhimurium SL1344 ve E. coli LMG
3083 (ETEC) Luria Bertani (LB) broth ortaminda (37
°C’de calkalamali inkiibasyon) ve B. cereus LMG 2732,
S. aureus LMG 3022 ve S. carnosus LMG 2709 Triptik
Soy Broth (TSB, Acumedia, Michigan, USA) ortaminda
(37 °C’de statik inkibasyon) gelistirilmistir. Bunlarin
disinda kalan indikator bakteriler icin ise; % 0.5 oraninda
glukoz ilave edilmis M17 broth (Merck, Damstadt,
Germany) (GM17) ortamlar1 (30 °C’de statik inkiibasyon)
kullanilmistir. Bakteriler MRS, GM17, LB ve TSB dik
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agar ortamlarinda +4 °C’de ve MRS, GM17, LB ve TSB
broth ortamlarina % 20 oraninda steril gliserol ilave
edilerek, =20 °C’de saklanmustir. Calisma materyalleri ise
gliserol ilave edilmemis MRS, GM17, LB ve TSB broth
ortamlarinda, +4 °C’de ve haftalik transferler yapilarak
korunmustur (Holt vd., 1994).

Metot

Boza Orneklerinin Mikrobiyolojik Analizi

Isparta, Antalya, Istanbul ve Ankara illerinden temin
edilen boza 6rneklerinin (15 adet) mikrobiyolojik analizi
icin, boza drneklerinden 10 mL alinmis ve 90 mL % 0.1’
lik steril peptonlu su ile homojenize edilmistir.
Homojenizasyon sonrasi her bir boza &rneginin 107
seviyesine kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmigtir. Direk
boza érneklerinden ve hazirlanan diliisyonlardan (10°- 10
%) toplam aerobik mezofilik bakterilerin sayisin
belirlenmesi icin Plate Count Agar (PCA, Merck,
Damstadt, Germany), laktik asit bakterilerinin sayisinin
belirlenmesi igin % 0.14 sorbik asit ilave edilmis de Man
Rogosa Sharpe Agar (MRS-S) (Anonim, 1987), maya-kuf
sayisinin belirlenmesi i¢in Dikloramfenikol Rose Bengal
Agar (DCRBA, Merck, Damstadt, Germany) ve koliform
grup bakterilerin sayisinin belirlenmesi i¢in ise Violet
Red Bile Agar (VRB, Acumedia, Michigan, USA)
besiyeri iceren Petri kutularina 100 pL aktarilarak ylizeye
Drigalski spatiilii ile yayilmistir. PCA ve MRS-S agar
besiyerleri 30 °C’de 24-48 saat, DCRBA besiyerleri 25
°C’de 3-5 guin ve VRB agar besiyerleri ise 37 °C’de 24-48
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda Petri kutularinda gelisen koloniler sayilmustir.

Boza Orneklerinden Laktik Asit Bakterilerinin
Izolasyonu

Laktik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in, boza
orneklerindeki  laktik  asit  bakterisi  sayisinin

belirlenmesinde kullanilan Petri kutularina (MRS-S agar)
ek olarak GM17 agar besiyerleri iceren Petri kutular1 da
kullanilmugtir. Inkiibasyon sonunda besiyerlerinde olusan
farkli koloni morfolojisine sahip koloniler secilmistir.
Secilen koloniler gelistikleri kati besiyerlerinin sivi
formlarinda ardigik iki giin pasajlandiktan sonra Gram
boyama ve katalaz testine tabi tutulmustur.

Morfolojik Tani ve Katalaz Testi

Bakteri morfolojileri, Gram boyama ydntemi ile
hazirlanan preparatlarin 1500 X biyiitme ile 11k
mikroskobunda incelenmesi sonucunda belirlenmistir.
Katalaz testi i¢in, MRS agar ve GM17 agar ortamlarinda
gelistirilen bakteri kolonileri lam {izerine aktarilmis ve %
3’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisinden bir damla ilave
edilerek, mikroskop altinda 100 X biiyiitmede gaz ¢ikisi
olup olmadig1 gézlenmistir.

Antibakteriyel Madde Uretim Ozelliginin Belirlenmesi

Laktik asit bakterisi izolatlarinda antibakteriyel madde
Uretim ozelliginin belirlenmesinde Van Belkum vd.
(1989) tarafindan oOnerilen yontem kullanilmistir. 18
saatlik aktif laktik asit bakterisi izolatlar1 6ze yardimiyla
MRS ve GM17 agar ortamlarina siirme ekim yapilmis ve
bakteriler bu ortamlarda 30 °C’de 18 saat gelistirilmistir.
Inkiibasyon sonunda olusan kolonilerden, steril kiirdan
araciligryla MRS ve GM17 agar ortamlarina bir Petri
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kutusunda bes farkli izolat olacak sekilde nokta ekim
yapilmis ve 30 ‘C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir.
Uygun besiyeri ve inkiibasyon sicakliginda 18 saat
gelistirilen indikator bakterilerden 100 pL alinarak, % 0.7
oraninda agar iceren 5 mL yumusak agar (LB, MRS,
GM17 ve TSB) iizerine aktarilmis ve bu ortamlar MRS ve
GM17 agar besiyerinde gelistirilen laktik asit bakterisi
kolonileri iizerine homojen bir sekilde yayilmigtir. Petri
kutular1 indikatér bakterilerin gelisimi i¢in uygun
sicaklikta 18 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu siire
sonunda, laktik asit bakterisi izolatlarinin indikatGr
bakterilere kars1t olusturduklar1 inhibisyon zonlari
incelenmistir.

Proteolitik Enzim Uygulamasi

Uretilen antibakteriyel maddenin protein dogasinda olup
olmadiginin  belirlenmesi  igin, &ncelikle indikator
bakterilere karsi zon veren laktik asit bakterisi izolatlar:
MRS ve GM17 sivi besiyeri ortaminda 30 °C’de 18 saat
siireyle gelistirilmistir. Bu siire sonunda kiiltiirler 6000
devirde 15 dakika santriflij (Sigma 3K 30, rotor 12111)
islemine tabi tutulmustur. Coken kat1 fazin karigmamasina
dikkat edilerek yeni tiiplere aktarilan kiiltiir iist sivilarinin
pH’s1, 6 N NaOH kullanilarak 6.5-7.0 arasinda ayarlanmis
ve bu ortamlar 0.45 um por ¢apinda steril membran
filtrelerden (Sartorius, Germany) gecirilmek suretiyle
sterilize edilmistir. Notralize edilmis steril kiiltiir {ist
swvilarima son enzim konsantrasyonu 1 mg/mL olacak
sekilde proteinaz K (Amresco, Solon, Ohio, USA) ilave
edilmis ve 37 ‘C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir.

Cizelge 1. Boza orneklerinin mikrobiyolojik sayim sonuglar

Enzim aktivitesi 100 °C’de 5 dakika 1s1 uygulamasi ile
sonlandirilmistir. Enzim ilave edilmemis 6rnekler kontrol
olarak kullanilmustir (Franz vd., 1997).

Enzim uygulanan ve uygulanmayan ndtralize edilmis
kiiltar ust sivilarinda antibakteriyel aktivite; duyarlh
indikatér bakterilere karsi kuyu diflizyon yontemi
kullanilarak tespit edilmistir. Proteinaz K uygulamasinda,
test edilen her bir izolatin en yiiksek inhibisyon zonu
olugturdugu indikator bakteri kullanilmugtir. Kultlr Ust
stvilart kuyucuklara 50 uL olacak sekilde aktarilmistir.

Bakteriyosin Ureticisi Laktik Asit Bakterisi Izolatinin
Tanimlanmast

Izole edilen 30 adet laktik asit bakterisi izolat1 i¢erisinden
bakteriyosin iireticisi olarak belirlenen 1 adet izolatin
(YBD11) tir diizeyinde tanisinda; biyokimyasal ve
kilturel testler (Huggins vd., 1984; Holt vd., 1994)
yaninda API 50 CHL sistemi (Biomérieux, Marcy-
I’Etaile, France) kullanilmustir.

Tartisma ve Sonug

Boza Orneklerinin Mikrobiyolojik Analizi

Isparta, Antalya, Istanbul ve Ankara illerinden toplanan
15 adet boza 6rneginin mikrobiyel yikinin belirlenmesi
icin, toplam aerobik mezofilik bakteri, laktik asit
bakterisi, maya-kiif ve koliform grup bakteri sayimi
yapilmistir. Boza Orneklerinin mikrobiyolojik sayim
sonuglari Cizelge 1’de verilmistir.

Ornek No. Mikroorganizma Sayisi (kob/mL)

TAMB LAB Maya-Kuf Koliform Grup

Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi*
1 2.7x107 2.2x107 5.1x10° <10
2 3.0x10° 2.8x108 4.4x10° <10
3 6.5x107 4.4x10" 7.4x10° <10
4 2.6x107 2.1x107 5.1x10° 1.1x10?
5 6.2x107 4.3x10" 7.2x10° <10
6 1.5x108 8.6x107 2.8x10° <10
7 5.8x107 4.4x10" 6.2x10° <10
8 2.4x107 2.1x107 4.7x10° <10
9 3.2x108 2.9x108 5.4x10° <10
10 1.7x108 8.5x107 2.9x10° <10
11 5.7x107 4.4x10" 7.1x10° <10
12 5.6x10’ 4.2x10" 6.1x10° <10
13 2.9x108 2.6x108 4.1x10° <10
14 5.5x10" 4.1x107 6.9x10° <10
15 1.5x108 7.3x107 2.7x10° <10
En Diisiik 2.4x107 2.1x107 4.7x10° <10
En Yiiksek 3.2x10° 2.9x10° 5.4x10° 1.1x10?
Ortalama 1.2x10° 9.3x10" 1.9x10° -

TAMB: Toplam aerobik mezofilik bakteri
LAB  : Laktik asit bakterisi

*

Hancioglu ve Karapmar (1997) yaptiklar ¢alismada 4
saatlik fermantasyon sonucu bozadaki laktik asit bakterisi
sayistni 8.6x10” kob/mL iken maya sayisinin 3.9x10°
kob/mL  diizeyinde oldugunu belirtmislerdir. Aym
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: Ortalamalari hesaplanmasinda <10 kob/mL degerleri 0 olarak alinmistir.

caligmada 24 saat fermantasyon siiresi sonunda ise laktik
asit bakterisi say1s1 ve maya sayismimn sirastyla 4.6x10° ve
8.1x10° kob/mL seviyesinde oldugunu tespit etmislerdir.
Todorov ve Dicks (2006), 2 farkli boza 6rnegi kullanarak
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yaptiklart calismada ise laktik asit bakterisi sayisinin

yaklagik olarak 5.0x10°  kob/mL oldugunu
belirlemislerdir.
Boza Orneklerinden Laktik Asit Bakterilerinin

Izolasyonu

30 °C’de 24-48 saat inkiibasyon suresi sonunda MRS-S ve
GM17 agar besiyerinde farkli koloni morfolojisi gosteren
30 adet koloni se¢ilmistir. Segilen 30 adet koloni ardisik 2
pasaj sivi besiyeri ortaminda gelistirildikten sonra Gram
boyama ve katalaz testine tabi tutulmustur. 30 adet
izolattan 17 adedinin basil morfolojisine, 13 adedinin ise
kok morfolojisine sahip oldugu tespit edilmistir. Gram
boyama ve katalaz testi sonucunda, 30 adet izolatin
tamami Gram-pozitif ve katalaz negatif 6zellik gostermis
ve bu izolatlar laktik asit bakterisi olarak tanimlanmuistir.
Yapilan farkli ¢alismalarda bozadan yiiksek oranda laktik
asit bakterisi izole edildigi belirlenmistir. Bu ¢aligmalarda
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izole edilen  bakterilerin  biiyik  ¢ogunlugunun
Leuconostoc, Lactobacillus ve Lactococcus cinslerine ait
tirler olduklar tespit edilmistir (Pamir, 1961; Hancioglu
ve Karapmar, 1997; Gotcheva vd., 2000; Ivanova vd.,
2000; Kabadjova vd., 2000; Zorba vd., 2003; Todorov ve
Dicks, 2006).

Laktik Asit Bakterisi Izolatlarinin Antibakteriyel Madde
Uretme Yeteneklerinin Belirlenmesi

Van Belkum vd. (1989) tarafindan oOnerilen yontem
kullanilarak, 24 adet Gram-pozitif ve Gram-negatif
indikatdr bakteriye karsi antibakteriyel madde Uretim
Ozellikleri aragtirilan bozadan izole edilmis 30 adet laktik
asit bakterisinden 6 adedinin (YBD10, YBD11, YBD16,
YBD22, YBD27 ve YBD29) cesitli bakterilere karsi
inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir (Cizelge 2.).

Cizelge 2. Indikatir suslara karsi zon veren laktik asit bakterisi izolatlart

indikator Suslar

Test Edilen izolatlar

YBD10 YBD11 YBD16 YBD22 YBD27 YBD29
Lactococcus lactis SIK-83 (nisin ureticisi) - - - 2mm - -
Lactobacillus sake NCDO 2714 (nisin duyarlr) - 15 mm - 2mm - -
Lactobacillus plantarum LMG 2003 - 16 mm 4 mm 3mm - -
Lactococcus lactis IL 1403 (nisin duyarli) 8 mm 11 mm - 7mm - -
Lactococcus lactis 105 (laktisin 3147 Ureticisi) - 11 mm - - - -
Lactococcus lactis LMG 2908 (Bac’) - 10 mm - - - -
Lactococcus lactis T1 (Bac’) - 7mm - - - -
Lactococcus lactis 731 (laktisin 3147 Ureticisi) - 5mm - - - -
Lactococcus lactis 2 (laktisin 3147 Ureticisi) - 4 mm - - - -
Lactococcus lactis LMG 2912 (laktisin 3147 Ureticisi) - 10 mm - - - -
Listeria innocua LMG 2813 (nisin duyarlr) 4 mm 7mm - 8 mm 6 mm -
Escherichia coli LMG 3083 CFAI (ETEC) - - - - - -
S. enterica serotype Typhimurium SL1344 - - - - - -
Pseudomonas fluorescens P1 - - - - - -
Micrococcus luteus 10 mm 21 mm 5mm 6 mm 7 mm 4 mm
Enterococcus faecalis LMG 2708 (nisin duyarli) - 5mm - - - -
Enterococcus faecalis LMG 2602 - 6 mm - - - -
Staphylococcus aureus LMG 3022 - 6 mm - - - -
Staphylococcus carnosus LMG 2709 - 8 mm - - - -
Pediococcus pentosaceus LMG 2001 - 15 mm - - - -
Bacillus cereus LMG 2732 - 4 mm - - - -
Lactococcus lactis JC17 (laktisin 481 Ureticisi) - 7mm - - - -
L. lactis subsp. cremoris LMG 2132 (laktisin A+B Ureticisi) - 4 mm - - - -
Lactococcus lactis LMG 2088 (laktokoksin G ireticisi) - 4 mm - - - -

YBD: Laktik asit bakterisi izolati

Antibakteriyel etkinlik gbsteren izolatlardan YBD?29,
yalmiz Micrococcus luteus susuna karsi inhibisyon zonu
olusturmustur. Diger 5 adet izolatin ise, birden fazla
Gram-pozitif indikator bakteriye karsi etkinlik gosteren ve
birbiri ile tam benzerlik icermeyen bir aktivite
spektrumuna  sahip oldugu belirlenmistir. Boza
orneklerinden izole edilen laktik asit bakterisi izolatlarinin
iirettigi antibakteriyel maddeler, denemede kullanilan hi¢
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bir Gram-negatif bakteriye karsi inhibisyon etkinligi
icermemistir. Birden fazla indikatdr bakteriye karsi
inhibisyon etkinligi gosteren laktik asit bakterisi izolatlar1
icerisinde en genis konake¢i spektrumu, YBDI11 izolati
icin belirlenmigtir. YBD11 izolati, denemede kullanilan
24 indikator bakterinin 20 adedine (L. lactis IL 1403, L.
lactis 105, L. lactis LMG 2908, L. lactis T1, L. lactis 731,
L. lactis 2, L. lactis LMG 2912, L. lactis LMG 2088, L.
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lactis LMG 2132, L. lactis JC 17, Lactobacillus sake
NCDO 2714, Lactobacillus plantarum LMG 2003,
Listeria innocua LMG 2813, Bacillus cereus LMG 2732,
Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis LMG 2708,
Enterococcus faecalis LMG 2602, Staphylococcus aureus
LMG 3022, Staphylococcus carnosus LMG 2709 ve
Pediococcus pentosaceus LMG 2001) karsi, degisik
diizeylerde inhibitor etkiye sahip bulunmustur. YBDI11
izolatindan sonra en yiiksek diizeyde inhibitor etki
gosteren izolatin YBD22 oldugu belirlenmistir. YBD22
izolatmin, 6 adet (L. lactis SIK-83, Lactobacillus sake
NCDO 2714, Lactobacillus plantarum LMG 2003, L.
lactis IL 1403, Listeria innocua LMG 2813 ve
Micrococcus luteus) indikator bakteriye karsi inhibitér
etki gosterdigi tespit edilmistir. YBDI10 izolati ise
denemede kullanilan 24 adet indikatér bakteriden 3
adedine (L. lactis IL 1403, Lactobacillus plantarum LMG
2003 ve Micrococcus luteus) karst inhibitor etki
gostermistir. Bes adet laktik asit bakterisi izolatt
icerisinden, YBD16 ve YBD27 en diisiik konake¢1 dizgesi
iceren izolatlar olarak tanimlanmigtir. YBD16 izolatt
Lactobacillus plantarum LMG 2003 ve Micrococcus
luteus’a karsi inhibisyon etkinligi gosterirken YBD27
izolat1 ise Listeria innocua LMG 2813 ve Micrococcus
luteus’a kars1 inhibisyon etkinligi géstermistir.

Proteolitik Enzim Uygulamasi

Laktik asit bakterisi izolatlarinin nétralize edilmis steril
kiiltiir {ist sivilarinda yapilan proteinaz K uygulamasi
sonucu, 5 adet izolatn (YBD10, YBDI16, YBD22,
YBD27 ve YBD29) iirettigi antibakteriyel maddenin
proteinaz K uygulamasindan etkilenmedigi, buna kars1 1
adet izolatin (YBDI11) iirettigi antibakteriyel maddenin ise
proteinaz K uygulamasi sonucu etkinliginde azalma
oldugu belirlenmistir.

Bazi karbonhidrat ve lipit yan gruplar1 da icerebilmelerine
ragmen, bakteriyosinlerin tiimiinde antibakteriyel etkinlik
ana protein yapidan kaynaklanmaktadir. Laktik asit
bakterilerinde tanimlanan tiim bakteriyosinlerin, proteinaz
K muamelesi sonucunda aktivitelerini ya tamamen ya da
biiylik 6lglide kaybettikleri saptanmugtir (Dobrzanski vd.,
1982; Van Belkum vd., 1989; Jiménez-Diaz vd., 1990;
Piard vd., 1990; Dieye vd., 2001; Tuncer ve Akgelik,
2007). Proteinaz K uygulamasi sonucu inhibitdr etkinin
tamamen veya kismen ortadan kalkmasi aktif maddenin
protein yapida oldugunun (bakteriyosin), proteinaz K
uygulamasindan  etkilenmemesi  ise  antibakteriyel
aktivitenin proteiner yapidan ileri gelmediginin delili
olarak degerlendirilmistir. Bu veriler 15181nda proteinaz K
uygulamasindan etkilenen laktik asit bakterisi izolati
YBDI11 bakteriyosin iireticisi olarak tanimlanmustir.

5 adet laktik asit bakterisi izolatinin (YBD10, YBD16,
YBD22, YBD27 ve YBD29) irettigi antibakteriyel
maddenin proteinaz K uygulamasindan etkilenmemesi ise,
bu izolatlarin bakteriyosin disinda bagka bir antibakteriyel
madde tirettiklerine isaret etmektedir. Bugiine kadar farkl
aragtiricilar tarafindan yapilan g¢alismalarda, laktik asit
bakterilerinin bakteriyosinler diginda; organik asitler,
diasetil, asetoin ve hidrojen peroksit gibi farkli
antibakteriyel maddeler irettikleri belirlenmistir (Jay,
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1982; McKay, 1983; Condo, 1987; Hugenholtz ve
Starrenburg, 1992; Morita vd., 1997; Hsu vd., 2002;
Devlieghere vd., 2004).

Bakteriyosin Ureticisi Laktik Asit Bakterisi Izolatinin
Tanimlanmast

Bakteriyosin dreticisi ' YBDI11 izolati Elliker broth
ortaminda 30 ve 40 °C’de gelisme gostermis ancak 45 °C
inklibasyon sicakligi, % 6.5 NaCl ilavesi (30 °C) ve ortam
pH’sinin 9.6 diizeyine ylikseltilmesi (30 °C) gibi 3
bagimsiz kosulda ise gelisememistir. YBDI11 izolati; %
4.0 NaCl ilave edilmis Ellikler broth ortaminda gelismis
(30 °C), Reddy agar ortaminda laktik asit iiretimi sonucu
sartya donen besiyeri rengini, arjininden amonyak
olusturmak suretiyle ndtralize etmis ancak sitrat1 fermente
edememistir. Bu sonuglar bakteriyosin iireticisi YBD11
izolatmmn, L. lactis subsp. lactis susu oldugunu
gostermistir (Huggins vd., 1984; Holt vd., 1994). YBD11
izolatimn API 50 CH (Biomérieux, Marcy-I’Etaile,
France) karbonhidrat fermantasyon sonuglarinin firetici
firma data banki ile kiyaslanmasi sonucu bakteriyosin
Ureticisi YBD11 izolatmin L. lactis subsp. lactis ile %
99.8 oraninda homoloji gosterdigi belirlenmistir. API 50
CH karbonhidrat testi, biyokimyasal ve kiltirel testler
sonucunda elde edilen veriler 1518inda YBD 11 izolat1 L.
lactis subsp. lactis YBD11 olarak tanimlanmustir.
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