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OZET: Bu caligmada, Tiirkiyenin 3 farkli sehrinden (Ankara, Bursa ve Trabzon) alinan eksi hamur émeklarinden tarimlanan
150 adet L akiobacilius sugunun bakteriyosin tretme yetenekleri ve bu suslanin degigik indikatéir bakterilere karg antibakteriyel
etkileri aragtinimigtir. Tanimlanan 150 adet Lactobacifius sugu igerisinden, 21 adetinin bakteriyosin tiretme yetenedinde oldugu
belirlenmigtir. Bu suglann icerisinde antibakteriyel etki spektrumu en genig olanlar; denenen tiim indikatér suglara (Gram negatif
bakteriler; E. coli CFAl, 8. enterica subsp. enterica serovar. Typhimurium ve P. fluorescans de dahil) karg etkinlik gésteren Lb.
alimentarius LMO6, LMO7 ve Lb. plantarum LMO23, LMO25 ve LMO28 suglarn olarak tantmlanmigtir. Bu suglar, ayn zamanda,
ekmeklerde rope etmeni olan B. sublilis ve B. licheniformis'e kargl da en ylksek inhibitor etki zonunu olusturmusgtur, Lb.
collinoides LMO33 sugu, 14 farkh indikator bakteriye kargt en diglk antibakteriyel etid spektrumuna sahip sus olarak
belirlenmigtir.
Anahtar Kelimeler: Bakteriyosin, Lactobacillus, ekgi hamur

ABSTRACT: In this study, the ability of 150 Lactobacillus strains identified from the samples of sourdough collected from three
different cities in Turkey (Trabzon, Bursa, Ankara) to produce bacteriocin and antibacterial activities of these strains against
different indicator bacteria have been investigated. 21 out of the 150 Lactobacillus strains were found as bacteriocin producers.
It has been determined that Lb. alimentarius LMO6, LMO?7, Lb. pfantarum LMO23, LM0O25 and LMO28, having antibacterial
activity against all indicator bacteria (including Gram negative bacteria; E. coli CFAl, S. enterica subsp. enterica serovar.
Typhimurium and P. fluorescens), showed the broadest antibacterial activity spectrum. These strains have also showed maximum
inhibition zone against Bacillus subtiis and Bacillus ficheniformis which cause rope in breads. Lb. coffinoides LMO33 showed the
lowest antibacterial activity spectrum against 14 different indicator bacteria.
Key Words: Bacteriocin, Lactobacillus, sourdough

GIRIS

Laktobasillerin de dahil oldugu laktik asit bakterileri; yogurt, peynir, sucuk ve ekgi hamur gibi fermente
driinterin {iretiminde starter kiltir olarak kullamimaktadir. Bu starter kiltirler hem gidalarin organoleptik
dzelliklerinin gelisiminde hem de mikrobiyel bozulma ve hastallk etmeni organizmalann geligiminin
engellenmesinde aktif rol oynamaktadir {Larsen, Vogensen ve Josephsen 1993, Caplice ve Fitzgerald 1998},
Lakiik asit bakterilerinde antibakteriyel aktivite, organik asitler, karbondioksit, etanol, hidrojen peroksit, ve
diasetil yaninda diigtik molekdler ajirhikli peptidleri igeren bakteriyosinlerden ileri gelebilmektedir (De Vuysl ve
Vandamme 1994, Gobbetti 1998, Katina, Sauri, Alakomi ve Mattila-Sandholm 2002},
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Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan Uretilen, antibakteriyel etkiye sahip ve protein yapida olan ya da
proteinler ile birlikte bazi yan gruplar da igerebilen metabolitlier olarak tanimlanmaktadir {Tagg, Dajani ve
Wannamaker 1876, Klaenhammer 1993).

Lactobacilius tirleri tarafindan Gretilen bakteriyosinler, genellikle benzer ekolojik bélgelerde bulunan ve
yakin iligkili olan tirlere karg! aktivite gdstermektedir. Son zamanlarda; E. faecalis, L. monocytogenes, Clostridium
botufinum, Cl. tyrebutyricum, Staph. aureus ve Agromonas hydrophila (A. hydrophila) gibi bakterilerin geligimini
engelleyen, genig Konakg! etkinligine sahip Lactobacillus bakteriyosinieri tammianmigtir (Klaenhammer 1883,
Diep ve Nes 2002). Bazi aragtirmalarda ise, laktobasiller tarafindan dretilen, ancak heniiz kesin tantst yapiimamg
bakteriyosinlerin Gram negatif bakterilere karg da etkili oldugdu tespit edilmistir (Helander, von Wright ve Mattila-
Sandholm 1987, Biet, Berjeaud, Worobo, Enatiempo ve Frémaux 1988, Suma, Misra ve Varadarj 1998, Génzle,
Hertel, van der Vossen ve Hammes 1998, Paavola, Laitala, Sandholm ve Haikara 1999).

Bu ¢aligmada, Og farkli gehirdeki firnlardan saflanan eksi hamur érneklerinden, izole edilerek
tanimlanan Lactobacilius suglarimn bakteriyosin iiretim 6zellikleri ve bu suglann farkl indikatér bakterilere karg
antibakteriyel etki spektrumlan belirfenmigtir,

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Aragtirmada Ankara, Bursa ve Trabzon'da bulunan yerel finnlardan alinan eksi hamur §rneklerinden
izole edilerek tanimlanan Lactobacilius suglan kullanilimigtir. Galigmada kullanilan indikatér bakteriler Prof. Dr,
Ingolf Nes (Department of Genetics and Biochemistry, University of Norway, As/ Norway)'den saglanmistir.

Yéntem

Bakteriyosin dretimi

Tarmlanan laktobasil suglarinda bakteriyosin tretimi, Micrococcus luteus NCIMB8166 bakterisinin
duyarll sus olarak kullaniimas suretiyle ve plak difftizyon yéntemi esas alinarak saptanmistir. Bu sonuglar
ayrica steril kirdanlar aracilig! ile nokta ekim yapilan MRS alt tabaka agar ortamlarinda kontrol edilmigtir (Geis,
Singh ve Teuber 1983, Franz, Du Toit, Von Holy ve Holzapfel 1997). Bakteriyosin (retimi tanimlanan suglarda
Uretilen bakteriyosinlerin etki spekturumilary, tir igi ve tlrler aras indikatdr bakteriler kullarmlarak belirlenmigtir.
Uretiten bakteriyosintere degisik enzimierin etkisi; nétralize edilmig kiiltir fitratlarina, son konsantrasyonlar 1
mg/mL olacak sekilde a-kemotripsin {pH 7.0 Sigma Chem. Co. USA, No C-6423), proteinaz-K (pH 7.0 Sigma
Chem Co.USA, No P-0390), a-amilaz (pH 7.0 Sigma Chem. Co. USA, Tip VIIA}, lipaz {pH 7.0 Sigma Chem.
Co. USA, No L-17714), katalaz {pH 7.0 Sigma Chem Co.USA, No C-10) ve lizozim (pH 7.0 Sigma Chem
Co.USA, No L-7651) enzimleri uygulanarak aragtirilmistir. Bakteriyosin aktivitesi Gzerine sicakh@in etkisi ise,
nétralize edilmig kiltir filtratiannin 100 °C'de 5, 10, 15 ve 20 dakika slireyle bekletildikten sonra indikatdr
bakieriye (M. luteus NCIMB8166) karg! denenmesi suretiyle saptanmusgtir. (Geis vd. 1883).

Plazmid analizi

Lactobacilius suslarinda plazmid izolasyonunda Anderson ve McKay (1983) tarafindan &nerilen alkali
denatiirasyon yéntemi bazi modifikasyontar yapifarak kullanilmistir. Liziz agamasindan dnce tuplere 120 pl
{20 mg/mL) lizozim ¢&zellisi lave edilmis ve 37 °C'de su banyosunda 1 saat tutulmugtur. Bu sirenin sonunda
tipler 30 dakika buzda bekletilmistir. Elektroforez uygulamasindan 8nce RNaz A stok gdzeltisinden 4 L ilave
editerek 37°C'de 45 dakika inkiibe edilmigtir. Agaroz jellerde plazmid biyikliklerinin saptanmasinda molekiler
bilyiklikleri bilinen ccc DNA {plazmid DNA)} marker'larinin efektroforetik hareketlilikleri ile blyikliklerinin
logaritmalan arasinda belirlenen dogrusal iligkiden yararlandmistir (Macrina, Kopecko, Jones, Ayers ve
McCoven 1978, Southern 1979, Schaffer ve Sederoff 1981).
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SONUG VE TARTISMA

£ksi hamur drneklerinden izole edilerek tanim!anan 150 adet Lactobacillus susunun antibakteriyel
aktivitelerinin belirlenmesinde, ik agamada, indikatér bakteri olarak Micrococcus luteus NCIMB8166
kullanilmigtir. ikinci agamada, aralarinda Lactococcus, Escherichia, Salmonelfa, Pseudomonas, Enterococcus,
Lactobacillus ve Listeria tUrlerinin bulundudu farkll indikatér mikroorganizmalar kullanilarak iretici suglann
antibakteriyel aktivite spektrumlan saptanmistir. inhibitér aktivitelerin tanimlanmasinda, agar diffiizyon ve
koloni inhibisyon ybntemierinden yararlaniimigtir. Antibakteriyel aktivite zonlan ve bakteriyosin aktiviteleri
{IU/mL), agar diffizyon testlerinin sonuglan esas alinarak tespit edilmistir. Bu testler sonucunda, 150 adet
Lactobacillus susundan 21 adetinin antibakteriyel aktivite gbsterdigi saptanmigtir. Bu suglann igerisinde
antibakteriyel etki spektrumu en genis olanlar; denenen tiim indikatdr suglara (Gram negatif bakteriler; E. coli
CFAl, S. enterica subsp. enterica serovar. Typhimurium ve P. fluorescens de dahil) kargi etkinlik gésteren Lb.
alimentarius LMO6, LMO7Y ve Lb. plantarum LMO23, LMO25 ve LMO28 suglan olarak tanimlanmigtir. Bu
suglar, ayni zamanda, ekmeklerde rope etmeni olan B. subtilis ve B. licheniformis'e kargi da en yiksek inhibitér
etki zonunu olusturmugtur. 14 adet indikatér bakterinin kullamildii denemeferde yalniz {i¢ indikatdr
mikroorganizmaya karg! inhibitdr etki gdsteren Lb. collincides LMO33 susu, en disik etki spektrumuna sahip
sug olarak belirtenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Lactobacillus suglarinin nitralize edilmig kiiltiir iist sivilarimin degisik indikator bakterilere karg etkinligi

indikatsr Mikroorganizmatar ve Inhibisyon Zen Caplari (mm)

: = = g Do %
Laktobasiller ¢ & 5 2 2 % 3 3 4 & = 3 B =&
Lb. alimentarius LMO| 13 - - 10 3 4 5 - 4 - 5 17 13
Lb. alimentarius LMO2 13 - - 10 3 4 5 - 4 - - 5 17 13
Lb. curvanes LMO3 20 - - 14 3 3 4 - g - 4 N 14
Lb. alimentarius LMO4 13 - - 10 3 4 5 - 4 - - 5 17 13
Lb. buchneri LMOS 16 - - 20 7 9 - - - - 3 17 12
Lb. alimentarius LMOG6 10 11 15 12 9 3 7 10 14 16 12 3 24 17
Lb. alimentarius LMQ7 10 11 15 12 9 3 7 10 14 16 12 3 24 17
Lb. plantarum LMOSB 18 - - 16 12 6 7 3 - - 7 14 13
Lb. alimentarius LMO11 13 - - 10 3 4 5 - 4 - 3 i7 13
Lb. agilis LMOI18 26 - - 10 7 10 10 - 15 - - 7 16 14
Lb. plantarum LMO23 19 8 7 20 it 9 9 8 10 18 7 9 25 20
Lb. sake LMO24 18 - - 16 4 8 4 4 - - 6 9 12
Lh. plantarum LMQ25 19 8 17 20 L 9 9 8 10 18 7 9 25 20
Lb. curvarus LMO 27 24 - - 14 3 i) - - - - - 6 18 12
Lb. plantarum LMO28 19 8 17 20 I 9 9 8 10 13 7 9 23 20
Lb fermentum LMQO29% 14 - - 10 6 4 - - - - - 5 12 12
Lb. collinoides LMO33 19 - - - - 2 - - 4 - - - - -
Lb. antylophiius LMO41 1 - - 12 - - - - - - - 4 21 14
Lb. sake LMO49 15 - - - 5 2 - - 5 - - 4 18 i0
Lb. brevis LMOS55 17 - - 8 4 - 2 - - 8 8
Lb. amylovorus LMO%1 19 - - 2 - - - 3 - - 2 15 2

NCIMB8166: Micrococeus luteus NCIMBSL66, NCDO2714: Lacrobacitius sake NCDO2714, CFAL : Escherichia cofi CFAL (ETEC), LMG2813: Listeria
innogua LMG2813, LMG2908: Lactacoccus lactis LMG2908, SIKR3: Lactococcuy lactis SIK83 (nisin reticisi), IL1403: Lacrococcus tacris 1L1403 LMG
2907: Lactocaceus lactis LMCI2907 (lakeisin Ureticisi), SL1344 : Suimonella emerica subsp. enterica serovar. Typhimuriwm SL1344, P1: Pseudomonas
fluorescens PL, LMG2708; Enterococcus faecalis LMG2T08, BS12: Bacillus subiilis BS |2, BLAO: Bacillus licheniformis BLAD
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Laktik asit bakterileri; fermente gidalarin yapisal ve aromatik dzelliklerinin gelisiminden sorumlu baglica
ajanlar olmasi yamnda, gida bozulmalar ve gida kékenli hastalik etmeni bakterilerin geligimlerinin
engellenmesinde etkin rol oynamalan agisindan da énem tagimaktadir. Bu nedenle starter kiiltirlerde inhibitér
etki spektrumu en genig olan suglarin kullaremi dikkate alinan en énemili kriterlerden biri olmaktadir {Larsen vd
1993, Helander vd 1997, Rosenquist ve Hansen 1998, Thompson, Waites ve Dodd 1998). Laktik asit
bakterilerinin inhibitér aktivitesi; genelde laktik asit, asetik asit, formik asit gibi organik asitler, diasetil, hidrojen
peroksit ve karbondioksit bagta olmak {zere, degisik birincil metabolik Urinlerden ve bazi suglarin Grettigi
bakteriyosinlerden kaynaklanmaktadir. Birincil metabelik son Griinler, homofermentatif ve heterofermentatif
laktik asit bakterilerine ve bu bakterilerin kullandig: madifiye metabolik yollara bagl olarak bazi degisikiikler
gosterebilmekle birlikte, genellikle benzer inhibitér zelliklere sahiptir. Bu etkiyi gliglendiren ve diger suslardan
farkh kilan, s6z konusu bakterilerin bakteriyosin iiretme yetenekleridir (Larsen vd 1993, Suma vd 1998, Génzle
vd 1298, Messi, Bondi, Sabia, Bottini ve Manicardi 2001, Neysens, Messens ve De Vuyst 2003, Dicks, Mellett
ve Hoffman 2004, Elegado, Guerra, Mayacan, Mendoza ve Lirazan 2004}. Bakteriyosinler, Uretici laktik asit
bakterilerinin antibakteriye! etkilerini gliclendirmeleri ve konakg spektrumlarini genigletme yetenekleri yaninda,
stz konusu organizmalar kullaniimak suretiyle endiistriyel (retimlerinin yapilmas: ve bu yolla dodrudan gida
koruyuculan olarak kullamm potansiyeline sahip olmalan agisindan da énem tagimaktadir {van Reenen, Dicks
ve Chikindas 1998, Bonade, Murelli, Vescove ve Scolari 2001, Tomas, Bru, Wiese, de Ruiz Holgado ve Nader-
Macias 2002, Chen ve Hoover 2003, De Vuyst vd 2004).

Yukarida &zetlenen bilgiler isi@inda, antibakteriyel aktivite 6zellidi tammlanan 21 adet Lactobaciflus
sugunda, s6éz konusu aktivitelerin bakteriyosinlerden kaynaklanip kaynaklanmadi§i arastirdmustir.
Bakteriyosinier, lipit ya da karbonhidrat yan gruplar da igerebilen, protein yapidaki inhibitdr bilesikler olarak
tamimianmaktadir (Diep ve Nes 2002, De Angelis vd 2003). Bu nedenle Gretilen inhibitér maddelerin tamsinda
ilk agama, protein yapilara karg yaygin bir etki dzelligi gdsteren proteinaz K uygulamas: olarak segilmigtir.
Proteinaz K uygulamasi, biitiin suglarin nétralize edimig (st sivilarinda inhibitér aktivitenin tamamen kaybina
yol agmistir {(Gizelge 2). Bu buigular, 21 adet Lactobacillus susunun timianin GOrettigi inhibitér bilegiklerin
bakteriyosin oldugjunu kanittamaktadir.

Eksi hamur drneklerinden izole edilerek tanimianan ve bakteriyosin Uretim yetenedi belirlenen 21 adet
Lactobacilius sugunun Urettigi bakteriyosinlerin ileri dizeyde karakterizasyonu igin; fiziksel, kimyasal ve
enzimatik testier yapilmigtir {Cizeige 2 ve3).

Bakteriyosin Ureticisi olarak tanimlanan 21 Lactobacillus sugunun tiiminin Grettigi bakteriyosinler,
proteinaz K (Sigma, No P-0390) yaninda o-kemotripsin {Sigma, No C-6423) uygutamasi sonucunda da
tamamen aktivite kaybina ugramistir. Yalniz Lactobacillus sake LMO24 sugunda, bu iki proteolitik enzime ilave
olarak o-amilaz (Sigma, Tip VIIA) muamelesi sonucunda da bakteriyosin aktivitesi kaybolmugtur (Cizelge 2).
Bu sonuglar, LMO24 susu harig, dijer 20 susta bakteriyosinlerin sadece peptit yapida olduguna isaret
etmektedir. LMO24 susunda bakteriyosin aktivitesinin proteolitik enzimier yaninda amilolitik enzim
muamelesinden de etkilenmesi, protein yapimn karbonhidrat yan gruplar igerdigini karutlamaktadir, Laktik asit
bakterilerinin degigik cinsleri tarafindan Uretilen bakteriyosinlerin agregatlar olusturarak biyolojik etkinliklerini
gosterdidi, dedigik aragtincilar tarafindan tespit edilmistir. Agregat yapilar, peptit zinciderinin lipit ya da
karbenhidrat dzellikteki yan gruplar tarafindan birbirine baglanmasi sonucunda olusturuimaktadir {Rollan ve
Valdez 2001, Diep ve Nes 2002, Ogunbanwo, Sanni ve Onilude 2003}, LMO24 sugunun (retti§i bakteriyosinin
saflastiniarak agregat ozelliginin arastirilmast, benzer bakteriyosinlerin biyoaktivitelerinin esasimin
tanimlanmasi agisindan biyik énem tagimaktadir. Zira bu yan gruplarin bakteriyosin biyoetkinliginin temel
ajanlanindan birl oldugunun kesinlik kazanmas), peptitlere deneysel kogullarda yan gruplanin baglanmasin ve
aktivitelerifiin artirnimasini beraberinde getirecektir,
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Cizelge 2. Lactobacillus suglarimn ve nisin dreticisi gahit bakteri L. lactis subsp. lactis ATCC7962 nin notralize edilmig kiiltir
iist sivilarimn degigik enzimler ve 151 uygulamalarindan sonra dlgiilen aktivite diizeyleri

Is1 ve Enzim Uygulamalan Aktivite (IU/mL)*

ATCC7962  LMOL LMO2 LMO}  LMQ4 LMO5 LMO6 LMO7 LMO8  LMOIlI LMOIB

Kontiol 14600 12400 12000 8400 12000 6400 14400 14400 8200 12200 7600
Proteinaz K (Sigma, No P0390) 0 o 0 0 0 0 [¢] ] 0 0 o
o- Kemotripsin (Sigma, No C-6423) 0 0 0 ¢ 0 0 0 0 0 0 o
- Amilaz ((Sigma, Tip VIIA) 14600 12400 12000 8400 12000 6400 14400 14400 8200 12200 7600
Lipaz (Sigma. No L-1714) 14600 12400 12000 8400 12000 6400 14400 14400 8200 12200 7600
Katalaz (Sigma, No C-10) 14600 12400 12000 8400 12000 6400 14400 14400 8200 12200 7600
Lizozim (Sigma, No L-7651) 14600 12400  §2000 8400 12000 6400 (4400 14400 8200 12200 7600
100 °C 5 dk 14600 12400 12000  S800 12000 6400 14400 14400 8200 12200 7600
100 °C 10 dk 14600 8200 B400 12060 8800 5800 14400 14400 4600 8400 1800
100 °C 15 dk 14600 6400 6600 - 6200 5200 14400 14400 3400 6600 -
100 °C 20 dk 3200 4200 4600 - 4400 5200 13800 13800 1200 4600 -

* IU/mL : Entemasyone! tinite/mL. (Indikatér bakieri olarak Mivrovocens hitews NCIMBB166 sugu kullandmigtir)
- : aktivite belirlenemedi

Cizelge 2 (devam)

{51 ve Enzim Uygulamalan Aktivite (10/mL)*

LM023 LMO24 LMO25 LMO27 LMO28 LMO29 LMO33 LMO41 LMO49 LMO55 LMO91

Kontrol 10800 8400 10800 6400 10800 13200 5400 7400 12800 13400 9600
Proteinaz K (Sigma, No P0390) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

- Kemotripsin (Sigma, No C-6423) 0 0 4] 0 0 0 0 0 0 0 0

o- Amilaz ((Sigma, Tip VIIA) 10800 0 10800 6400 10800 13200 5400 7400 12800 13400 9600
Lipaz {Sigma, No L-1714) 10800 8400 10800 6400 10800 13200 5400 7400 12806 13400 9600
Katulaz (Sigma, No C-10) 10800 8400  10R00 6400  10B0G 13200 5400 7400 12800 13400 9600
Lizozim (Sigma, No L-7651) 10800 8400 10800 6400 10800 13200 5400 7400 12800 13400 9600
100 °C 5dk 10800 B400 10800 3200 10800 12800 1800 7400 4200 13400 9200
100 °C 10 dk 4600 8200 4600 - 4600 5400 - 2600 - 13400 6400
100 °C 15 dk 2400 4600 2600 - 2200 1400 - - - 8600 2200
100 °C 20 ¢k 1400 - 1200 - 1200 . - - - 3600 -

*IUsmL: Enernasyonel unite/mL (indikator bakteri olarak Microcovcus hutens NCIMB8166 sugu kullaniinugticy
- : aktivite belirlenemedi

Bakteriyosin ireticisi Lactobaciffus suglan, enzimatik uygulamalara oldugu gibi sicakhk uygulamalarina
da oldukga benzer yanitiar vermigtir. 100 °C'de 5 dk 1s1 uygulamasinda bakteriyosin aktivitesi tamamen
kaybolan higbir sus tanimlanmamigtir. Ancak, Lb. curvatus LMO27, Lb. collinoides 1 MO33 ve Lb. sake LMO49
suglarinin bakteriyosinlerinde 100 °C'de 10, 15 ve 20 dk sonunda, Lb. curvatus LMO3, Lb. agilis LMO18 ve Lb.
amylophilus LMQA41 suglarinda 100 °C'de 15 ve 20 dk sonunda ve Lb. sake LMQ24, Lb. fermentum LMO29 ve
Lb. amylovorus LMO91 suglarinda ise 100 °C'de 20 dk sonunda biyoaktivite belirlenmemigtir. Lb. buchneri, Lb.
alimentarius LMO6 ve LMO?7 harig, 151 stabil bakteriyosinier dreten diger suglarda ise; 8zellikle 100 °C'de 10,15
ve 20 dk test slireleri sonunda bakteriyosin aktivitelerinde ~ % 90 oranina varan digmeler meydana gelmigtir.
Lb. alimentarius LMO6 ve |LMO7 suglarinda ise 20 dk sonunda ~ % 4.2 oraninda bir digme saptanmigtir
(Gizelge 2.
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Cizelge 3. Lactobacilius suglarimin ve nisin iireticisi gahit bakteri L. lactis subsp. lactis ATCCT7962’nin Kiiltiir iist stvilarinun
degisik pH degerlerinde gisterdigi aktivite diizeyleri

pH Aktivite (1U/mL)*
ATCC7962 LMO1 LMO2 LMO3 LMO4  LMOS LMO6 LMO7 LMO8 LMOIl  LMOIS

2 28400 3800 12400 - 3200 - 5800 5600 - 3000 -

3 28400 12200 11600 2400 10400 400 13400 13400 1200 9200 1400
4 28400 16300 16400 9600 17200 5800 17600 17200 8400 16400 8200
5 25800 13200 15000 9200 13800 6200 17400 17000 8200 14000 2000
6 17600 12400 12000 8400 11600 6200 14200 14400 £200 12000 7800
7 6800 12400 12000 B400 12000 6400 14400 14400 8200 12200 7600
8 2600 2000 7600 3200 7800 4200 8800 8800 4600 6400 2600
9 1200 2200 2000 - 1800 4200 3200 3400 400 1600 200
10 1800 600 200 - 400 - 1000 1200 - 200 -
8! 400 - - - - - - - - - -

* : JU/mL : Enternasyonel nite/mL (Indikator bakteri olarak Micrococcus luteus NCIMBS166 sugu kullarulmigtir)

Cizelge 3 (devam)

pH Aktivite (IUfmL)*
ATCC7962 LMOl LMO2 LMO3 LMO4 LMOS  LMO6 LMO7 LMO8 LMOIT LMOI8

LMO23 LMO24 LMO25 LMO27 LMO28 LMO29 LMO33 LMO41 LMO49 LMOS55 LMOSt

2 1600 1600 1600 1600 1400 4000 - , 1000 - 1800
3 7200 8400 8400 4200 7800 5200 400 1400 3800 2200 4400
4 15600 16600 16600 12800 16600 14600 68300 7600 16400 17400 17400
5 14800 15200 15200 11400 15000 14400 6400 7400 16200 16000 15200
6 10600 10800 10800 7200 10600 13800 5400 7600 13200 13200 9600
7 10600 10800 10800 6400 10600 13200 5400 7400 12800 13400 9600
8 8000 7200 7200 2800 7600 1400 1200 2000 2400 5800 6200
9 2400 2800 2800 ; 3000 200 - 400 ; 600 3400
10 400 600 600 - 400 - . . - - 1200

* 1 IU/mL : Entemasyonel inite/mL (Indikatér bakteri olarak Microcaccus luteus NCIMBS]66 sugu kullanifmugtir)

Laclobacillus suglan tarafindan Uretilen bakteriyosinler 1sil stabiliteleri bakimindan farkhlik
gostermektedir. Genellikle 100 °C 1s1 uygulamalanna kargi belirli diizeylerde aktivite kaybina ugramalanna
ragmen, inhibitor etkilerini sirdirebilirler. Ancak, bazi Lactobacillus bakteriyosinleri 1sil igleme kargi oldukga
duyarlidir {Diep ve Nes 2002, Garneau, Martin ve Vederas 2002, De Vuyst vd 2004).

Bu aragtirmada, Lactobacifius sugalarinin Urettigi bakteriyosinlerin sicaklik muamelesine karg
davraniglan, literatir verileri ile paralellik gostermigtir. Endistriyel Oretim sireglerinde kullanilan 1si
uyguiamalan dikkate alindifinda, 151 stabil bakteriyosin tiretiminin kritik bir 6nem tasidig) ortaya gikmaktadir.

Lactobacillus suglannin Urettigi bakteriyosinlerin pH degisimierine kargl gosterdigi stabilite, sdz konusu
bakteriyosinlerin kullamiminda gesitliligi belirleyen ana unsurdur. Zira, sadece asidik kogullarda aktivitesini
slrdiren bakteriyosinler asit gidalarda ya da bazik kosullarda aktivitesini sirdiren bakteriyosinler de bazik
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ézellik gdsteren gidalarda kullanim olanag bulabilmektedir. Hem asidik ve hem de bazik pH degerlerinde
stabilitesini koruyabilen bakteriyosinter ise, genis bir (iriin yelpazesinde kullanilabildikleri igin, endistriyel
agrdan daha énemlidir (Vaughan, Eijsink, O'Sullivan ve Q'Hanlon 2001, Dicks vd 2004, Elegado vd 2004).
Bu literatiir verileri dogrultusunda, 21 Lactobacilius sugunun Urettigi bakteriyosinlerin pH 2.0-11.0 arasindaki
stabiliteleri aragtinimistir. Lb. amylovorus LMOS susu harig, diger tim Lactobacillus suglarinda en yiksek
bakteriyosin aktivitesi pH 4.0'da saptanmigtir. Lb. amyfovorus LMOS sugunda ise, optimum bakteriyosin
aktivitesi pH 7.0°da belirlenmistir. Lb. curvatus LMOQ3, Lb. buchneri LMC5, Lb. plantarum LMO8, Lb. agilis
LMQ18, Lb. collincides LMO33, Lb. amylophilus LMO41 ve Lb. brevis LMOS5 suglannin Urettigi
bakteriyosinier pH 2.0'da antibakteriyel aktivitelerini tamamen kaybetmistir. Ayni gekilde, Tim suglarda pH
7.0'dan baglayarak alkali pH degerlerine dogru gidildikge bakteriyosin aktiviteleri hizli bir gekilde aza|m|§t'|r
{Cizelge 3).

Asit iretim dizeyleri (3.56-4.11), proteolitik aktiviteleri {Mentes, Akgelik ve Ercan 2004},
bakteriyosin etki spektrumlart (Gizelge 1) ve irettikleri bakteriyosinlerin kimyasal, fiziksel ve enzimatik
uygulamalara (Cizelge 2 ve 3) karg olusturduklan benzer yanitlar esas alinarak, bakteriyosin Uretici
suglardan (¢ grup olusturuimugtur. ik grup Lb. alimentarius LMO1, LMO2, 1MO4 ve LMO11 suglarin,
ikinci grup Lb. alimentarius LMO6 ve LMO?7 suglarini ve tigiinc grup ise Lb. plantarum LMO23, LMO25 ve
LMO28 suslanni igermektedir. Urettikleri bakteriyosinlerin konakg! etki spektrumlari ve stabilite dzellikleri
benzer olan Lactobacifius suglan ile yiriitilen plazmid analizi denemelerinde de, bu suglarin plazmid
igerikleri bakimindan ayni szellikleri gdsterdigi belirlenmigtir ($ekil 1). Tim bu bulgular ‘birlikte
yorumlandiginda, her bir grubun {yelerinin tek bir sug oldugu ortaya g¢ikmaktadir. Plazmid analizleri,
Lactobacilius suglarinda molekiler biyokiikleri 2 ile 33.1 kb arasinda dedigen, 1-8 adet plazmid'
bulunabildigini gdstermistir {$ekil 1).

Degigik aragtinicilar, farklt iriinlerin fermentasyonuna katilan Lactobaciflus suglarinda plazmid varliging
tespit etmis ve bu plazmidlerin bazi metabolik ézellikleri kodladigini belirlemigtir (Boris, Jimenez-Diaz, Caso
ve Barbes 2001, Ogunbanwo vd 2003). Plazmidler, bakterilerde ve disiik organizasyonlu &karyotik canhlarda
bulunan, kromozom disi, stabil olmayan DNA yapilandir. Bulunduklar organizmay kodladiklart &zellikler
bakimindan pozitif hale sokarlar. Starter suglarinda endiistriyel agidan énem tagiyan bir dzelligin plazmidler
tarafindan kodlanmasi, stabilitesinin tam anlami ile gergeklegtirilememesi nedeniyle dezavantaj olugturur.
Ancak deneysel diizenlemelere olanak sadlamasi da starter kiltlr geligtirme galigmalan agisindan biylk
énem tagimaktadir (Foschino, Arrigoni, Picozzi, Mora ve Gali 2001). Bu agidan bakildiginda, ézellikle
bakteriyosin dreticisi Lactobacilius suglarinda plazmid igeriklerinin belirlenmesi; sus tamisinin yapiimasina
yardimet olmasi yaminda, endistriyel &neme sahip Gzelliklerin genetik determinantlarinin belirienmesi
bakimindan da 6nem tagimaktadir. Bu suglarda yiritilecek plazmid eliminasyonuna dayall mutant segme ve
tantmlama caligmalari; laktoz fermentasyonu, proteolitik aktivite, faj direnglilik ve bakteriyosin Gretimi ve
direnglilik gibi ézelliklerin genetik dogasinin belilenmesini mimkin hale getirecektir. Ginlmtzde, herhangi
bir fenotipik &zelligin genetik dogasinin tespit edilmesi, séz konusu dzelligin deneysel olarak ve arzu edilen
dogdrultuda degistiritmesi caligmalarinin temel hareket noktasini tegkil etmektedir. Bu nedenle plazmid
igerikleri belirlenmig olan bakteriyosin Uretici suglar, ileri genetik analizler igin iyi bir biyomateryal &zelligi
tagimaktadir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10M 111213 14

15 16 17 18 19 20 2

Sekit 1. Bakteriyosin direticisi Lactebacillus suglarimin plazmid icerikleri

I LMOI (kb): 30.4,26.1,10.3

2 LMO2 (kb): 30.4,26.1,10.3

3 LMO3 (kb): 25.6

4 LMO4 (kb): 30.4,26.1,10.3

5 LMOS (kb): 26.7,14.0

6 LMO6 (kb): 27.3

7 LMO7 (kb): 27.3

8 LMOS (kb): 33.1,26.1

9 LMO!I (kb}: 30.4,26.1,10.3

10 LMOI8 (kb): 27.9,12.8,8.5,6.7,5.1,44,3.1
M cccPlazmid (kb): 16.2, 14.1,12.2,10.2, 8.0, 7.2, 6.0, 5.0, 4.0, 2.9, 2.1

DNA Marker
11 LMO23 (kby: 26.7
12 LMO24 (kb): 26.1,5.1,4.5,3.1
13 LMO49 {kb): 27.9,76,69,63,53,51,4.2
14 LMO27 (kb): 27.9,6.9,653,48
15 LMO28 (kb): 26.7
16 LMO29 {kb): 279,17.7,14.9,9.7,7.8
17 LMO33 (kb): 26.7,15.6,14.9,13.7,7.7,7.0,64,59

18 LMO41 (kb): 26.7,17.7,149,78,64,2.0
19 LMO25 (kb): 26.7
20 LMOS5 (kb): 27.9

21 LMO91 (kb): 28.5
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