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SUTUN LAKTOPEROKSIDAZ - TIYOSIYANAT - HIDROJEN
PEROKSIT SiSTEMI 1. ANTIBAKTERIYEL ETKIiSi

LACTOPEROXIDASE - THIOCYANATE - HYDROGEN PEROXIDE SYSTEM IN
MILK I. ANTIBACTERIAL EFFECT OF THE SYSTEM
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Ankara Universitesi Ziraat Fakditesi Sit Teknolojisi Béiimii 06130 Digkap: - Ankara

OZET: Laktoperoksidaz-tiyosiyanat-hidrojen peroksit sistemi buzdolabr sicaklijinda geligen psikrotrof bakierilerle oda sicakiigi ve Uzerindeki
derscelerds geligerek sill bozan bakteritere karg: dofal koruyucy bir sistemdir. Bu sistem gram-negatif bakterilere karg éidiriicd ve geligimi
engelleyici, gram-pozitif bakterilere kargi da geligimi engelleyici bir etki sergiiemnektedir. Bu sistemle mikroorganizma yikil en fazla 10% adat/ml
olan sdtler, 10-20 ppm tiyosiyanat ve 10-20 ppm hidrojen peroksit ilavesiyle, oda sicakiigini gegmeyen sicaklik derecelerinda muhafaza
edildifi 1akdirde 15 saate kadar nitalikleri bozulmadan korunabilmekiedir.

ABSTRACT: Lacloperoxidase-thiocyanate-hydrogen peroxide system Is a natural preservative sysitem against psychrotrophic and
spoilage bacteria in mitk stored at refrigerated and ambient temperatures. This system exerts a bacteriostatic and bacteriocide effects against
gram-negative bacteria, whereas inhibitery against gram-positive bacteria. Milk with a bacterial content of not mere than 144 cfu/ml could be
well preserved at around ambient temperatures for about 15h by using 10-20 ppm of thiocyanate and 10-20 ppm of hydrogen peroxide to
activate the system.

GIRIS

Sitiin dogal niteligini koruyabilmenin baghca yolu bakteri etkinligini frenlemektir. Bunun igin siitiin sa-
gimdan hemen sonra sodutulmas! ve bdylece bakteri etkinliginin yogun oldugu sicakliktan uzaklagtinimasi ge-
rekir, Sagimdan sonra siitiin sicakhgt 33-35°C dolayindadir ve bu sicakliktaki stit mezofil bakterilerin gogalma-
sina oldukga uygun bir ortamdir. Sagimdan sonraki ilk birkag saat igerisinde siitiin bakterisit etkisi ile bu bak-
terilerin cogalmas! ve faaliyetieri engellenebilmekte ve erken sojutmayla bakterisit fazin uzatilmasi amaglan-
maktadir (URAZ 1986). Stitin glinlilk olarak toplanmas: halinde 15°C'nin altina sogutma yeterli iken, iki yada
ii¢ giinde bir toplanmasi durumunda sogutma sicakh@inin 4°C'ye dek indirilmesi gerekmektedir (URAZ 1986).
Gig siitiin 4-5°C'de 48 saatten daha uzun sire muhafazasi psikrotrof bakterilerin sayisinda bir ariga yol aca-
bilmektedir (BJORCK 1987). Psikrotrof bakteriler normal olarak pastdrizasyon iglemiyle yok edilebilmekle bir-
likte, bazilar 1siya dayanikli lipaz ve proteaz enzimleri Uretmektedir (SPECK ve ADAMS 1976, LAW ve ark
1977). Bu enzimler siit ve iriinlerinde istenmeyen proteolitik ve lipolitik degigimlere yol acabilmektedir. Ayrica,
siitiin sogukta muhafazasi fizikokimyasal yapisinda bazi dedigimler yaratarak (YOUSSEF ve ark 1975, EL-DE-
EB ve HASSAN 1989) o siitiin peynire iglenebilme &zelliklerini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (YOUSSEF
ve ark 1975, ICHILZYK-LEONE ve ark 1983, EL-DEEB ve HASSAN 1989, KOGAK ve DEVRIM 1995).

Geligmis tilkelerde ¢ig sUtiin buzdolabr sicaklifinda uzun sire muhafazasinin yarattigi soruntar aragtir-
macilar alternatif ydntem arayislan igine itmig ve 1970l yillarda sitin oksitleyici nitelikteki laktoperoksidaz
enziminin tiyosiyanat gibi okside olabilen bir madde ve hidrojen peroksitle biraraya getiriimesi halinde inhibitor
etkiye sahip bir sistemin olugturulabilecegi anlagimigtir (BJORCK ve ark 1975). Bu sistem 6ncelikle ¢ig stte-
ki psikrotrof bakteri gelisiminin kontrol altina alinmast amaciyta denenmis (BJORCK 1978) daha sonra tropik
ve subtropik iklim kegullarinda da koruyucu amagla kullanitabilecedi gozlenmistir (BJORCK ve ark 1979, HAR-
NULY ve KANDASAMY 1982 a,b,c, REITER ve HARNULY 1982, KAMAU ve KROGER 1984, EWAIS ve ark
1985, CHAKRABORTY ve ark 1986). Laktoperoksidaz-tiyosiyanat-hidrojen peroksit sistemi ya da kisa adiyla
laktoperoksidaz {LP) sisteminin zellikle ¢i§ siitiin toplanmasi ve igleme merkezlerine nakli sirasinda yeterli so-
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gutma olanaklarindan yoksun bulunan geligmekte olan Glkeler agisindan ekonomik fayda saglayacag belirtil-
mektedir (IDF 1988). Sistemi olusturan tiyosiyanat (amonyum, sodyum ya da potasyum tiyosiyanat halinde) ve
hidrojen peroksit toplama merkezlerinde site katilarak sistem aktifiegtirimekte, boylece igleme merkezine ulag-
tinlincaya kadar sGtin niteliklerinin bir siire korunmasi mimkiin olabilmektedir.

Laktoperoksidaz sisteminin antibakteriyel etkisinden yararlanilarak ¢id siit kalitesinin korunmasi konu-
sunda Ulkemizde de gahigmalar yapiimig ve dzelllikie sicak yaz aylarinda baslica sorun olan asitlik geligiminin
dnlenmesinde soda, karbonat gibi saglhiga zararh maddelerin yerine kullanilabilecedi gésteriimistir (OYSUN ve
OZTEK 1988, GONG ve ark 1990, SAVCI 1991, GURSEL vd 1996, OZTURKLER 1996, YUKSEL 1996, BOZ-
BAY 1997).

Bu derlemede LP sisteminin antibakteriyel etki mekanizmast, etki sekli, etkiledigi mikroorganizmalar ve
gig st kalitesinin korunmasi konusunda yapilan ¢alismalarn sonuglan gézden gegirilmigtir.

LAKTOPEROKSIDAZ SISTEMINI OLUSTURAN BILESENLER

I.P sistemi baslica 3 bilegenden olugmaktadir. Bunlar, bir enzim olan laktoperoksidaz, substrat olarak
gorev yapan tiyosiyanat anyonu (SCN") ve sistemde tesvik edici rol oynayan hidrojen peroksit {HoOo} dir.

Bu bilegenlerden laktoperoksidaz enziminin stteki miktan gog‘juhlukla LP sistemi uygulamalari igin ye-
terli olan diizeyin Gzerindedir (BJORCK 1978). Ortalama miktan ingk sitlerinde 1.4 (inite/mi (STEPHENS ve
ark 1879: MEDINA ve ark’dan 1889), koyun siitlerinde 0.77 Unite/m| (MEDINA ve ark 1989) ve keci sUtlerinde
1.55 Unite/ml (ZAPICO ve ark 1991) diizeyindedir.

Sistemin ikinci bilegeni olan tiyesiyanat anyonu hayvansal doku ve salgilarda yaygin olarak bulunmak-
ta, 6rnedin insan tikurigi 50-300 ppm (DENSEN ve ark 1977: BJORCK ve ark'dan 1979) ve mide dzsuyu
40-50 ppm (RUDDELL ve ark 1977: BJORCK ve ark'dan 1979) arasinda degigen konsantrasyonlarda SCN-
igermektedir. Sttiin tiyosiyanat igeri@i hayvanin tiirl, irki ve laktasyon dénemine (REITER ve HARNULYV 1984,
REITER 1985, MEDINA ve ark 1989, ZAPICQ ve ark 1991, GURSEL ve ark 1999) ve biylik olgiide hayvana
yeditilen yemlere (REITER ve HARNULY 1984, BJORCK ve ark 1979) bagl bir dedisim gostermektedir, iste-
nen dizeyde antibakteriyel etki, tiyosiyanatin 10-20 ppm arasinda degigen konsantrasyonlarinda saglanabildi-
ginden (BJORCK ve ark 1979, HADDADIN ve ark 1996) ¢ogu durumda siite bir miktar SCN™ ilavesi zorunlu
olmaktadir.

Hidrojen peroksit genellikle sttte bulunmadiyindan LP sisteminin aktivitesini kisitlayici bir faktér olarak
gorllmektedir. LP sisteminden beklenen en yliksek inhibisyon etkisinin saglanabilmesi igin siite tiyosiyanatin
miktarina egdeger miktarda H,O, kattimas) gerekmektedir (HOGG ve JAGO 1970). Fakat tek bagina H,0, ile
korunan sitler igin gereken konsantrasyonlardan daha diiglk H,O, ilavesi yeterli olmaktadir. Ortamda tiyosi-
yanatin ekimolar konsantrasyonundan daha yiiksek miktarda {10-20 pmol/ml} HoO, bulunmas halinde lakto-
peroksidaz enzimi inaktif hale geldiginden antibakteriyel etki yalnizea hidrojen peroksitin toksik etkisinden kay-
naklanmaktadir (PICKERING ve ark 1962).

LAKTOPEROKSIDAZ SISTEMININ ETKI MEKANIZMAS!

LP sisteminin bakteriler tzerindeki etkisi siite HoOo ve tiyosiyanat ilavesini takiben laktoperoksidaz en-
ziminin katalizledigi reaksiyon sonucu tiyosiyanattan olugan kisa 6miri0 ara oksidasyon Grlnleri ile saglanmak-
tadir (REITER ve HARNULY 1984). Bu ara Griinler daha ileri diizeyde oksidasyona udrayarak silfat, karbon-
dioksit ve amonyak gibi son Griinlere (ORAM ve REITER 1966} ya da yeniden tiyosiyanata déniigebilmekte-
dir (REITER ve HARNULY 1984). Tiyosiyanatin oksidasyonuyla olugan baghca ara iriiniin hipotiyosiyanit
(OSCN} oldugu kabul edilmektedir (AUNE ve THOMAS 1978: WOLFSON ve SUMNER'den 1983). Hidrojen
peroksitin tiyosiyanat iyonunun ekimolar konsantrasyonundan daha yiksek diizeyde bulunmas halinde ise si-
yanosUlfiirsz asit (HO,SCN) ve siyanoslifirik asit (HOzSCN) gibi gok kisa émiirki oksidasyon Uriinleti de
meydana gelebilmektedir (PRUITT ve TENOVUO 1982: REITER ve HARNULV'den 1984).
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Hipotiyosiyanit iyonunun olugumunda farkli iki yol meveuttur (WOLFSON ve SUMNER 1993). Bunlar-
dan ilkinde, agagida gdsterildigi gibi, tiyosiyanatin oksidasyonu sonucu olugan tiyosiyanojen (SCN), hizla par-
¢alanarak hipotiyosiyandz asit (HOSCN) ya da hipotiyosiyanit meydana gelmektedir.

2SCN” + HyO, + 2H Peroksidaz (SCN); + 2H0
(SCN), + H0 » HOSCN + SCN- + H+
HOSCN - p H'+ OSCN-

Jkinci yola gére ise, SCN™ dogrudan dogruya hipotiyosiyanite okside olabilmektedir.

SCN™ + Hy0, » OSCN™ + H,0

Tiyosiyanatin oksidasyon Grinleri olan tiyosiyanojen ve hipotiyosiyanit, bakteri metabolizmasinda ya-
samsal dneme sahip olan enzimlerdeki serbest stilfidril {-SH) gruplan ile spesifik bir reaksiyona girerek siilfe-
nil tiyosiyanat tirevierine déniigmektedir,

Protein-SH + {SCN), — = Protein-S-8CN + SCN™ + H~
Protein-SH + OSCN- —————®  Protein-5-SCN + OH™

Siilfenil tirevleri de gift y&nil bir hidrolizasyon yoluyla siilfenik asitlere déniigebilmektedir (THOMAS ve
AUNE 1978):

Protein-S-SCN + HyO » Protein-S-OH + SCN™ + H™

Siilfidril gruplannin tamami oksitlendiginde, tirozin, triptofan, histidin gibi amino asitleri bakterinin yarar-
lanamayacad bir bigime déniigmektedir.

LP sisteminin etkisine maruz kalan bakterilerde stilfidril gruplannin oksidasyonu diginda, bakterinin si-
toplazmik membran yapisai tahribata ya da degisime ugramakta ve hiicre igerisine potasyum iyonu, amino asit
ve polipeptit sizintisi olmaktacir (REITER ve HARNULV 1984, WOLFSON ve SUMNER 1993).

Hicre sistem fonksiyonlarinin yukarida agiklanan gekilde degdisime ugratiimasi nedeniyle bakteri tara-
findan karbonhidrat, plirin, pirimidin ve amino asit alirmi ve protein, deoksiribonikleik asit (DNA} ve riboniikle-
ik asit (RNA) sentezi gergeklegtirilememektedir. Sonugta bakterinin dimesi saglanmakta ya da geligsimi engel-
lenmektedir.

LAKTOPEROKSIDAZ SiSTEMININ ETKi SPEKTRUMU VE ETKIi $EKLI

LP sisteminden etkilendigi belirlenen mikroorganizmalar ve sistemin bu mikroorganizmalar Gzerindeki
etki sekli Gizelge 1'de verilmistir.

Gizelgeden anlagilacadi Gzere, LP sistemi mikroorganizmalar Gzerinde dldiriictt {bakterisit) ve mikrobi-
yel faaliyeti ve godalmay engelleyici (bakteriyostatik) olmak {izere iki tirli etkiye sahiptir. Gram-negatif bakte-
riler hem dldiricti hem engelleyici (BJORCK ve ark 1975), gram-pozitif bakteriler ise genellikle engelleyici bir
etkiye maruz kalmaktadir (REITER ve ark 1964: REITER ve HARNULV'den 1984). Sistemin bakteriler lizerin-
de yarathd bu etki farklih@), hiicre zarimn yapisi ve bilesimi (MARSHALL ve REITER 1980: REITER'den 1285,
ZAJAC ve ark 1981, PURDY ve ark 1983), toplam silfidril miktan (MICKELSON ve BROWN 1985), bakterile-
rin gelisme evresi ve ortamin pH degeri ile baglantili ofabilmektedir.
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Cizelge 1. LP Sisteminin Antibakteriyel Etki Gosterdigi Mikreorganizmalar ve Etki Sekli

Mikroorganizma Etki gekli Kaynak

Streptococcus lactis

Streptococcus cremoris Bakteriyostatik ROGINSKI ve ark 1984 a,b

Lactobacillus spp. Bakteriyostatik GUIRGUIS ve HICKEY 1987

Streptococcus agalactiae Bakteriyostatik MICKELSON 1976, 1979

Streptococcus dysgalactiae Bakteriyostatik MICKELSON ve BROWN 1985

Streptococcus uberis Bakteriyostatik MICKELSON ve BROWN 1985, MARSHALL ve ark 1986

Pseudomonas fluorescens Bakteriyostatik BJORCK 1978, CHOI ve ark 1985

Escherichia coli Baklteriyostatik/Bakterisit THOMAS ve AUNE 1978, DLAMINI ve BRUCE 1990,
EARNSHAW ve ark 1990, FARRAG ve ark 1992

Listeria monocytogenes Bakteriyostatik/Bakierisit DENIS ve RAMET 1989 a,b, BiBl ve BACHMANN

1990, KAMAU ve ark 1990, EL-SHENAWY ve ark
1990, GAY A ve ark 1991, DLAMINI ve BRUCE 1930,
ZAPICO ve ark 1993

Salmanella spp Bakteriyostatik/Bakterisit PURDY ve ark 1983, DLAMINI ve BRUCE 1990,
EARNSHAW ve ark 1990

Campylobacter jejuni Bakteriyostatik BEUMER ve ark 1985

Bacillus cereus (vejetatif) Bakterisit ZAJAC ve ark 1981

Staphylococcus aurens Bakterisit KAMAU ve ark 1990

Yersinia enterocolitica Bakterivostatik FARRAG ve ark 1992

Gram-pozitif bakterilerde hlicre duvan, hipotiyosiyanit iyonunun penetrasyonuna karg gii¢l bir engel
olusturdugundan bu bakteriler LP sistemine karsi gram-negatif bakterilerden daha fazla direng géstermektedir
(MARSHALL ve REITER 1980: REITER'den 1985). Diger taraftan, streptokoklar, kismen LP sisteminin oksi-
dasyen irinlerini nétirleyebilmekte ya da olugturulan tahribah onarabiimektedir (MICKELSON 1976, MICKEL-
SON ve BROWN 1985). Bacillus cereus sporlannda plazma membram gesitli koruyucu katmanlardan olugtu-
gu igin bu katmanlar muhtemelen sporlarn hipotiyosiyanit iyonunun etkisine karsi dayanikli hale getirmekte ve
bu nedenle LP sistemi sporlar Gzerinde etkili olamamaktadir (ZAJAC ve ark 1981).

Nétral pH (6.6-6.8) civarinda sistemin mikroorganizmalar izerindeki etkisi gogunlukla bakteriyostatiktir
(PRUITT ve TENOVUO 1982: REITER ve HARNULV'den 1984). pH degerindeki azalmayla (<5) birlikte bak-
terisit etki artis gostermektedir (RE{TER ve ark 1976)

LAKTOPEROKSIDAZ SiSTEMININ AKTIVITESINI ETKILEYEN FAKTORLER

LP sisteminin aktivasyonu ile sitteki toplam, koliform ve psikrotrof bakterilerin faaliyeti bir slire engel-
lenmekle birlikte, sistemin bu etkisi siitiin itk mikroorganizma igerifine, muhafaza sicakhigina ve ortamdaki ti-
yosiyanat kensantrasyonuna bagh bir degigim gdstermektedir.

Bu sistem, mikroorganizma yuki 104 adet/ml'yi gegmeyen sitlerin korunmasinda basarih sonuglar ver-
mektedir (REITER ve HARNULV 1982, MIJACEVIC ve ark 1989, FARRAG ve ark 1992).

Stitin muhafaza sicakhd: arttikga sistemin antibakteriye! etki siresi kisalmaktadir (BJORCK 1978, ZA-
JAC ve ark 1983, SARKAR ve MISRA 1994). LP sistemi aktiflegtirilerek 4-5°C'de bekletilen sitler tlrlere gore
defiismek (zere 1-6 giin arasinda dayanim gosterebilirken (ZAJAC ve ark 1983, KIM ve HA 1988, SWART ve
ark 1990, GONG ve ark 1990, HADDADIN ve ark 1996), muhafaza sicakhdi 20°C'ye gikanlidiginda dayanim
siiresi 14 saate kadar dismektedir (KAMAL ve KROGER 1984). Cda sicakhigindan daha yiiksek derecelerde
koruma saglamak igin siite kablan SCN™ ve H,0, konsantrasyonlarinin artirlmasi fazia bir yarar salamamak-
tadir (HADDADIN ve ark 1996). Bu nedenle, siite 10-25 ppm arasinda degigen konsantrasyontarda SCN- ila-
vesinin yeterli oldugu agagidaki cizelgede sunulan aragtirma sonuglarindan da anlagiimaktadir.
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Cizelge 2. Farkh Sicaklik Derecelerinde LP Sistemi Aktivasyonuyla Muhafaza Editen Cig Siitlerin SCN” ve Hy0,
Konsantrasyonlarina Bagh Olarak Dayamm Siireteri

SCN":H30; kensantrasyonu

Kaynak Muhafaza sicaklik ve siirest Siit tira
30°C/ 7-8 saat
BIORCK ve ark 1979 15:7.5 ppm 25°C/ 11-12 saat *
20°C/ 15-16 saat
15°C/ 24-26 saat
HARNULV ve KANDASAMY 1982 be 16 : 85 ppm 29-30°C/ 7 saat inek ve manda
17°C/ 24 saat
ZAJAC ve ark 1983 11.2 : 10.6 ppm 10°C/ 72 saat Inek
4°C/ 104 saat
20°C/ 12 saat
JOO ve ark 1984 13-15: 8.5 ppm 15°C/ 24 saat ®
5°C/ 5 giin
30°C/ 8-10 saat
KAMAU ve KROGER 1984 10: 8.5 ppm 20°C/ 14-16 saat *
: 14°Cf 16 saat
EWAIS ve ark 1985 ) : 25 ppm 20-22°C/ 48 saat Inek ve manda
CHAKRABORTY ve ark 1986 15:10 ppm 37°C/ 11.5 saat Manda
37°C/ 15 saat
THAKAR ve DAVE 1986 10 : 10 ppm 23°C/ 6.7 saat
20 : 20 ppm 23°C/ 8.7 saat Manda
30 30 ppm 23°C/ 11.7 saat
GUPTA ve ark 1986 25: 10 ppm 30-35°C/ 12 saat inek
25:15 ppm 30-35°C/ 8 saat Manda
WANG ve ark 1987 12: 8.5 ppm Oda sicakhi Inek
106 :10 ppm 25°C/ 6 saat
10°C/ 10 saat
OYSUN ve OZTEK 1988 15: 15 ppm 25°C/ 8 saat fnek
10°C/10 saat
DHANALAKSHMI ve ark 1988 30: 30 ppm 31/2-4 saat Manda
0.15:0.15mM 5°C/ 3 giin *
KIM ve HA 1988 0.25:025 mM
0.35:0.35mM
0.50: 0.50 mM 10°C/ 2 giin
KUMAR ve MATHUR 1989 a4, b 25:15 ppm 30°C Manda
70 : 30 ppm
SWART ve ark 1990 10:14.2 ppm 5°C/ 96 saat *
GONC ve ark 1990 15 15 ppm Oda sicakhi/ 48 saat inek
5°C/ 72 saat
SAVCI 1991 20°C/ 21 saat, 35°C/ 9 saat inek
10: 10 ppm 20°C/ 12 saat, 35°C/ 7 saat Koyun
20°C/ 15.5 saat, 35°C/ 7 saat Kegi
20: 20 ppm 20°C/24 saat, 35°C/ 11 saat Inek
20°C/ 14 saat, 35°C/ 8 saat Koyun
20°C/ 18 saat, 35°C/ 9 saat Kegi
SARKAR ve MISRA 1994 20 : 10 ppm 35°C/ 8 saat inek
20:20 ppm 35°C/12 saat Manda




164 GIDA YIL: 29 SAYI : 2 MART-NISAN 2004

Cizelge 2’nin devam

HADDADIN ve ark 1996 20-22°C/ 18 saat Inek
15: 10 ppm 4°C/ 6 giin
2(0-22°C/ 15 saat Kegi
4°C/ 4 giin
4°C/ 1 giin Koyun
20-22°C/ 18 saat
150 : 100 ppm 4°C/f 6 giin inek
20-22°C/ 9 saat Kegi
4°C/ 5 glin
4°C/ 1 giin Koyun
GURSEL ve ark 1996 40-80:40-80 ppm 30°C/ 10 saat Kegi
OZTURKLER 1996 20: 20 ppm 20°C/ 15 saat, 35°C/ 12 saat Koyun
60 : 60 ppm 20°C/ 15 saat, 35°C/ 12 saat
YUKSEL 1996 15: 15 ppm 20°C/ 15 saat, 35°C/6saat inck
50 :50 ppm 20°C/ 15 saat, 35°C/ 6 saat
BOZBAY 1997 20 : 20 ppm 20°C/ 15 saat, 35°C/ 6 saat Kegi
60 : 60 ppm 20°C/ 15 saat, 35°C/ 12 saat

* Siit tiiriy belirtiimemigtir.

SONUG

LP sistemi, farkli nedenlerle ¢ig sit kalitesinin korunmasinda sorunlari bulunan dretim alanlarinda ya-
rarl olabilen bir koruma sistemidir. Ulkemizde siit Oretim alanfarimn daginik ve igleme merkezlerinden uzakta
olmasina bagh olarak siitiin igletmelere uzun siirede nakledildigi ve sicak yaz aylarimin baghca sorunu olan
asitlik geligiminin énlenmesi igin soda, karbonat ve benzeti maddelerin katildig gdzéniine alinirsa bu sigtemin
Ulkemiz kogullarinda ideal bir koruyucu oldugu sdylenebilir.
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