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oz

Tarhana Anadolu’da kis icin hazirlanan ve stk tiketilen fermente bir gidadir. Fermente tarhana hamuru laktik asit
bakterileri (LAB) ve maya tirlerinden olusan mikrofloraya sahiptir. Bu florada bazt LAB’de bakteriyosin Gretimiyle
antimikrobiyal aktivite g&sterirler. Calismamizin amaci tarhanadan izole edilmis L. #amurensis PECT0, L. plantarum
PEC74 ve L. paralimentarius PEC97 suslarinin bakteriyosinlerinin belitlenmesi ve karakterizasyonudur. PFC70,
PFC74 ve PFCI7 suslatinin Micrococens luteus DSM1790 susuna karst 400, 1600, 1600 AU/mI. antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Suslarin kiltir Gst stvilarindaki metabolitlerin yiiksek sicakliga ve proteaz
enzimlerine karst hassas, diisik pH kosullarinda stabil, bakteriyosin tabiatinda oldugu anlasiimistir. Uretici
hiicrelerin  genomunda yapilan PZR  taramasinda, PFC74 bakteriyosininin plantarisin benzeri oldugu
belirlenmistir. Bakteriyosinler, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, kat1 faz ekstraksiyonu ve ters faz sivi kromotografisi
ile saflastirilmus ve trisin-SDS PAGE ile molekuler buyiiklikleri 5 kDa altinda oldugu tespit edilmistir. PFC70 ve
PFC74 baktetiyosini bakteriyosidal, PFC97 ise baktetiyostatik etkili bulunmustur. Bu sonuglar PEFC70 susunun
yeni bir bakteriyosin treticisi oldugunu géstermistir.

Anahtar kelimeler: Tarhana, laktik asit bakterisi, bakteriyosin, antimikrobiyal

CHARACTERIZATION OF BACTERIOCINS PRODUCED BY LACTOBACILLI
ISOLATED FROM TARHANA

ABSTRACT

Tarhana is a fermented food that has been consumed often, produced for winter in Anatolia. Fermented
tarhana dough microflora includes lactic acid bacteria (LAB), yeast species and some LAB exhibit
antimicrobial activity due to bacteriocin production. The purpose of study was determination and
characterization of bacteriocins of L. namurensis PEC70, L. plantarum PECT4, L. paralimentarius PFC97
strains which were isolated from tarhana. Strains had 400, 1600, 1600 AU/ml antimicrobial activity
against Micrococens lutens DSM1790 respectively. The relevant methabolites of strains at the culture
supernatant was to be bacteriocin nature with low pH stability, high temparature and protease enzymes
sensitivity. Producer cell genome showed that PFC74 bacteriocin was similiar with plantaricin.
Bacteriocins were purified by ASP, SPE, RPLC and thereby molecular weights were determined under 5
kDa with Tricine-SDS-PAGE. PFC70 and PFC74 bacteriocin were found to be bacteriocidal, while
PFC97 was bacteriostatic. Results indicated that PEC70 was novel bacteriocin producer.
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Laktobasiller tarafindan Uretilen bakteriyosinlerin karakterizasyonu

GIRIS
Gudalart mikrobiyal bozulmalara karst korumak,
insan sagliginin  korunmast  ve ekonomik
kayiplarin 6nlenmesi agisindan oldukea 6nemlidir.
Bunun saglanabilmesi de ancak miikemmel sthhi
sartlarin saglanmast veya gida tretiminde gesitli
koruyucularin kullanilmast ile miimkiindir. Gida
tretiminde en ylksek seviyede saglikli kosullar
saglansa da gida sistemlerinde mikrobiyal risk
olasidir. Diger taraftan, gidalarin  {Gretim
streclerinde  ¢esitli  koruyucu  kimyasallarin
kullanilmasi ise saglk riskleri tasimast sebebiyle
titketicilerin tepkisine neden olmakta ve tercih
edilmemektedir. Bu durumda gidalarin iiretiminde
dogal antimikrobiyal bilesiklerin kullandmast ve
bunlara dair aragtirmalarin  gerceklestirilmesi
kacinilmazdir (Delves-Broughton vd., 1996).

Laktik asit bakterileri (LAB) fermente gidalarin
temel florasint olusturan mikroorganizmalardir.
Bu bakteriler fermente gidalarin yapisal ve
aromatik 6zelliklerinin olusumunda rol alsa da bu
familyaya ait bazt Gyeler cesitli antimikrobiyal
metabolitler ~ Ureterek ~ gida  Urlnlerinin
korunmasina da katkida bulunur (de Vuyst ve
Leroy, 2007).

LAB’in bazt tyelerinde antimikrobiyal 6zelligin
ortaya cikmasini saglayan en temel metabolit

bakteriyosinlerdir (Klaenhammer, 1993).
Bakteriyosinlerin veya tretici LAB’in fermente
gidalarin  Uretiminde  kullanilmasi,  gida

giivenliginin ve raf émriinin uzatlmasi yoniinde
O6nemli bir katki saglamaktadir (O’Shea ve dig.
2013).

Tarhana bugday unu, yoZurt, maya ve cesitli
sebzeler ile bahatratlarin (domates, kirmiz biber,
sogan, nane ve tuz) kansimuyla hazirlanan
hamurun, fermente edilmesi ve ardindan kurutma
ve toz haline getirme agamalarindan gegirilmesi
neticesinde elde edilen gelencksel fermente bir
gida maddesidir (Daglioglu, 2000). Tarhana
hamuru fermantasyonunda LAB ve mayalarin yer
aldig1 kompleks bir mikroflora yer almaktadir. Bu
florada mayalar CO; ve alkol tiretimi ile aromanin
gelisimine katki saglarken, LAB organik asit
Uretimiyle asitligin artmasina neden olmaktadir
(Sengtin vd. 2009, Settanni vd. 2011, Simsek vd.

2017). LAB organik asit uretimiyle asitligi
artirmastnin yanistra laktik asit, H>O», diasetil ve
Ozellikle  bakteriyosin ~ Uretimi  neticesinde
antibakteriyel etkiye sahiptir (Galvez vd. 2007).

Bakteriyosinler, bazi bakteri tiirleri tarafindan
ribozomal olarak sentezlenen peptit tabiatinda
molekillerdir (Delves-Broughton vd., 1996, Zou
vd., 2018). Bu yapilar iretici bakterilerin yakin
akraba tiirleri {izerinde hiicre duvarinda por
olusturarak, hiicre duvar sentezini durdurarak ve
daha bircok farkli mekanizmayla etki gosteritler ve
hedef hiicrenin dlimine neden olurlar (Ahmad
vd., 2017). LAB familyast icerisinde bir¢ok tir
O6nemli bakteriyosin treticisi olarak bilinmektedir.
Ornegin, bazi laktokoklarin nisin ve laktisin,
bunun  disinda  pediokoklarin  pediosin,
laktobasillerin  plantarisin  gibi bakteriyosinler
trettikleri detaylt bir sekilde karakterize edilmistir.
Ancak bunlar arasindan sadece nisinin Gida ve
Ila¢c Dairesi (FDA) tarafindan kullanimina izin
verilmis ve nisin ginimiizde bircok gidanin
tretiminde kullanilmaktadir (Juturu ve Wu. 2018,
Zou vd., 2018). Bakteriyosinlerin 6nemli
karakteristiklerinden birisi ise Uretici ¢esitliligine
gbre yapisal degiskenlikler gOstermesi ve buna
bagli olarak da farkli antimikrobiyal etki
spektrumununa sahip olmasidir (Hill vd., 2011).
Dolayistyla  halen  yeni  bakteriyosinlerin
aragtirilmast ve karakterize edilmesine gereksinim
duyulmaktadir.

Bu calisgmada tarhana fermentasyonundan daha
izole edilerek 16S tRNA analizi ile

once

tanimlanmis  (Ozel, 2012)  Lactobacillus ~ spp.
suslarimin  antimikrobiyal =~ Gzelligi  arastirilmus,
trettigi bakteriyosinlerin antimikrobiyal

aktiviteleri beliflenmis, ardindan enzim, pH ve
sicaklik uygulamalarinin antimikrobiyal aktiviteye
etkisi tespit edilmistir. Ayrica s6z konusu
bakteriyosinlerin  molekiler biytklikleri ve
konaket iligkisi arastirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Calismada kullanilan bakteriler, besiyerleri ve
calisma kosullar1

Caligmada kullantlan tarhana izolat LAB ve
referans suslan Cizelge 1'de verilmistir. S6z
konusu tiim suglar Pamukkale Universitesi, Gida
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Miihendisligi Bolimi Kiltir Koleksiyonundan
(PUFECC) saglanmustir. LAB’1n gelistirilmesinde
MRS (de Man, Rogosa and Sharpe, Merck,
Almanya), referans suslann gelistirilmesi icin ise
BHI (Brain Heart Infusion, Merck, Almanya) ve
LB (Luria-Bertani, Merck, Almanya) stv1 ve katt
besiyerleri  kullanddmustir.  Tim  suslar  son
konsantrasyonu % 30 olan Gliserol (Bioshop,

Kanada) icerisinde -20°C'de muhafaza edilmistit.
Tarhana  izolatlart,  tarhana  hamurundan
fermentasyonun  sonunda  izole  edilmistir.
Calismada kullantlan ~ izolatlarin secimi
antimikrobiyal — aktivite testleri neticesinde
gerceklestirilmistir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan laktik asit ve referans bakterileri
Table 1. Lactic acid and reference bacteria used in the study

Sus Kodu Mikroorganizma Adt Ozelligi

Strain Code Micoorganism Characteristic

PFC70 Lactobacillus namunrensis Antimikrobiyal aktiviteye
sahip tarhana izolati

PFC74 Lactobacillus plantarum Antimikrobiyal aktiviteye
sahip tarhana izolatt

PFC97 Lactobacillus paralimentarins Antimikrobiyal aktiviteye
sahip tarhana izolati

PSC1 Micrococeus lutens DSM1790 Indikator bakteri

PSC16 Listeria monocytogenes ATCC7644 Indikator bakteri

PSC18 Staphylococeus anrens ATCC29213 Indikator bakteri

PSC19 Staphylococeus anrens ATCC25923 Indikator bakteri

PSC22 Escherichia coli ATCC25922 Indikatér bakteri

PSC23 Salmonella Typhimirium ATCC14028 Indikatér bakteri

PSC26 Bacillus cerens ATCC11778 Indikatér bakteri

PSC31 Enterococcus faecalis ATCC19433 Indikator bakteri

LAB’1in antimikrobiyal etki spektrumunun
belirlenmesi

Antimikrobiyal ~ aktiviteye = sahip  suslarn
bakteriyosin Uretim  Ozelliginin  tanimlanmast
amaci ile agar noktalama ve kuyu diftizyon testleri
kullamilmustir.  Agar noktalama testinde LAB
suslar1 30 °C’de 18 saat gelistirildikten sonra, MRS
agar plaklarina stirme ekim yapilmustir. Gelisen
kolonilerden MRS agar ortamina, bir petride 3
farkh sus olacak sekilde nokta ekim yapilmis ve 30
°C’de 24 saat streyle inkiibasyona birakilmustir.
Siv1 besiyetlerinde gelistirilen indikator bakteriler,
% 0.7 oraninda agar (Agar agar, Merck, Almanya)
iceren 5 mL yumusak agar besiyetlerine inokiile
edilerek, nokta ekim yapilan MRS agar plaklarinin
tzerine ikinci tabaka halinde dokulmis ve
homojen bir sekilde yayilmistir. Uygun sicaklikta
18-24 saat inkiibasyon sonunda, suslarin indikator
bakterilere karst olusturduklatt inhibisyon zonlart
kaydedilmistir (van Belkum vd., 1989).

Kuyu diftizyon testinde ise 30 °C’de 18 saat
gelistirilen  kiltirler, 6000 rpm’de 15 dakika
streyle santrifiij (Hettich, Universal 30 RF,
Almanya) islemine tabi tutulmustur. Ust stvi,
¢oken katt fazin karismamasina dikkat edilerek 6N
NaOH (Sigma, Almanya) kullandarak pH 6’ya
ayarlanmis ve 0,45 um por ¢apl membran
filtreden (Millex-Millipore, ABD) gegirilerek
sterilize edilmistir. Indikatér bakteriler, % 0.7
oraninda agar iceren 7 ml yumusak agar
besiyerlerine  inokile edilerek MRS  agar
plaklarinin  {izerine ikinci bir tabaka halinde,
homojen sckilde yayilmustir. MRS agar plaklar
tzerinde steril bir sekilde 5 mm capinda
kuyucuklar acilarak bakteri tist stvilart kuyucuklara
100 pl aktarilmustir. Inkiibasyon siireleri sonunda
kuyucuklarn etrafinda inhibisyon zonu olusumu
incelenerek sonuclar kaydedilmistir (Tagg ve
McGiven, 1971).
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Antimikrobiyal metabolitin aktivitesi tizerine
pH, sicaklik ve enzim uygulamalarinin etkisi
Antimikrobiyal aktiviteye sahip LAB suslarinda
kiltiir Gst stvilarinda bakteriyosin varliginin tespiti
icin, 30 °C’de 18 saat gelistirilen bakteri kiltitleri,
6000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis ve kiltir
st stvilarinin pH’lart 6 N NaOH veya 6N HCI
(Merck, Almanya) kullanidarak 2.0-11.0 degerleri
arasina ayarlanmustir. pH’lant ayarlanan kaltiir st
stvilart 0.45 pm por capli membran filtrelerden
gecirilerek  sterilize  edilmistir. Bu  sekilde
hazitlanan  besiyetleti +4 °C’de 24 saat
bekletilmistit. Kontrol olarak hicbir isleme tabi
tutulmayan kaltir Gst swvilann  kollamlmistr.
Antimikrobiyal metabolit aktivitesi kritik diliisyon
yontemine gore, inhibisyon zonu alinan en yiiksek
dilisyon oraninin, 1000/aktarilan  hacim ile
carpimindan elde edilen arbitrary dnite (AU)
cinsinden hesaplanmistir (Franz vd., 1997).

Sicakligin etkisi, kltlr dst stvilarinin 80, 90, 100
°C’de 5, 10, 15 dakika ve 121 °C’de 15 dakika
sireyle 1sil isleme tabi tutulmasindan sonra
belitflenmistit.  Kontrol — olarak sl islem
uygulanmamis kaltir dst stvilart kullandmistir.
Sicakligin antimikrobiyal metabolitin aktivitesi
tzerine etkisi, kritik diliisyon yontemi kullamilarak
tespit edilmistir (Franz vd., 1997).

Antimikrobiyal metabolitin aktivitesi Uzerine
degisik enzimlerin etkisinin belitlenmesi amactyla,
nétralize edilmis kultlir Gst stvilarina, son enzim
konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde tripsin
(pH 7.0, Merck, Almanya), a-kemotripsin (pH 7.0,
Sigma, ABD), proteinaz K (pH 7.0, Sigma, ABD),
pepsin (pH 3.0, Sigma, ABD), a-amilaz (pH 7.0,
Sigma, ABD), lipaz (pH 7.0, Sigma, ABD), katalaz
(pH 7.0, Sigma, ABD) ve lizozim (pH 7.0, Sigma,
ABD) enzimleri ilave edilerek, 30 °C’de 2 saat
inkitbasyona birakidmistir. Enzim aktiviteleri, 100
°Cde 5 dakika 1sil islem ile sonlandiridmustir.
Antimikrobiyal —metabolitin  aktivitesi, kritik
diliisyon yoéntemi esas alinarak belirlenmistir
(Franz vd., 1997).

Bakteriyosinlerin saflagtirilmasi

Bakteriyosin ureticisi kiiltirderden, 500 mL MRS
swv1 besiyerine % 1 oraninda ekim yapilmus ve 30
°Cde 18 saat inkiibasyona  birakidmustr.
Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen kiiltiirler 9000

rpm’de 30 dakika santrifiij islemine tabi
tutulmustur. Coken katt fazin kartsmamasina
dikkat edilerek kiltir dst stvistun kigiik bir
hacmine son konsantrasyonu % 40-80 olacak
sekilde amonyum siilfat (Merck, Almanya) ilavesi
yapilmis ve bakteriyosinin ¢okelmesini saglayan
optimum amonyum silfat konsantrasyonu
belirlenmistir. Takiben en verimli amonyum stilfat
konsantrasyonu kiltiir Gist stvisina ilave edilerek +
4°C’de 24 saat karigturlmistir (WiseShake, SHO-
1D, BK). Bu siitenin sonunda 6rnekler + 4°C’de
14000 rpm’de bir saat siireyle santrifiij edilmistir.
Santrifiij islemi bitiminde tst faz dokilmis ve
¢okelti 0,005 M sodyum fosfat (pH 6,0, Sigma,
Almanya) tamponu igerisinde ¢Ozilmustir.
(Moreno vd., 2003). Bu ¢6zelti daha sonra Strata
(5g, 20 ml, Phenomenex, ABD), C18-E SPE
kolondan gegirilmistir. Oncelikle séz konusu
kolonlar % 30 etanol (Sigma, Almanya) ile iyice
yikanmis ardindan bakteriyosin iceren ¢Ozelti
kolona ylklenmistir. Bakteriyosinler kolondan %
70 izopropanol (Sigma, Almanya) ve % 0,1 TFA
(Merck, Almanya) ile geri kazandmistir (Mills vd.,
2011). Izopropanol rotari evaporatér (Buchi,
Rotavapor R-114, 1svi(;re) ile uzaklastirilmis ve
geri  kazanilan bakteriyosin ters faz HPLC
sisteminde (Shimadzu, LC-20AD, Japonya) ileri
dizeyde saflagtirilmustir. Bu sistemde bakteriyosin
¢ozeltisi HPLC tlzerinde takili olan C18
(Nikleosil, Supelco, ABD) kolondan gradient
kosullarda gecirilmistir. Sistemde mobil faz olarak
% 0.1 TFA iceren ultra saf su (A) ve % 0.1 TFA
iceren % 60 asetonitril (B), (Sigma, Almanya)
kullanilmistir. HPLC sisteminde 1 ml akis hizt ve
0-5. dakika % 70 A, % 30 B, 5-40. dakika % 30 A,
% 70 B, 40-50. dakika % 100 B, 50-60. dakika %
100 A programi uygulanmistir. Dedektérde (SPD-
M20A, Shimadzu, Japonya) okuma 220 nm
dalgaboyunda gergeklestirilmistir  (Simha vd.,
2012).

Bakteriyosinlerin molekiiler biiyiikliigiiniin
tespit edilmesi

LAB’in kultir tst swvisindan kismen saflagtirilan
bakteriyosinlerin molekiiler buytkltikleri, trisin-
sodyum  dodesil  silfat-poliakrilamit  jel
elektroforez (Trisin-SDS-PAGE) sistemi
kullanilarak belirlenmistir.
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Trisin-SDS-PAGE uygulamasinda, Schagger ve
von Jagow (1987), tarafindan Onerilen yéntem
kullanilmugtir. Jel sistemine; yigma jelde (% 4) gbc
icin 75 V, ayirici jelde (% 12) gbg icin ise 100 V
akim uygulanmustir. Yaklagtk 2 saat ayiriar jelde
yurttilen 6rnekler jelin son kismina ulastiginda
sistem durdurulmustur. Sistemden c¢ikarilan jel,
boyama ¢6zeltisinde 45 dakika, ardindan boya
giderme ¢ozeltisinde 45 dakika tutulmustur. Beyaz
1sik kaynagr Uzerine yerlestirilerek alinan jel
fotograflarinda proteinlerin molekiiler
buytklikleri, marker proteinlerin  (Thermo,
Spectra Multi Color Low Range, ABD) bagil
hareketlilik ~ (Rf)  degetleri ve molekiler
buytkliklerinin logaritmalarindan yararlamlarak
cizilen standart egri kullandmak suretiyle
belitlenmistit.

Bakteriyosin iretimiyle iligkili temel genlerin
belirlenmesi

LAB  tarafindan  Uretilen  bakteriyosinlerin
tantmlanmast; Uretimle iligkili temel genlerin
varligr aragtirilarak gerceklestirilmistir. Oncelikle
DNA izolasyon kiti (Invitrogen, Purelink
Genomic DNA Purification, ABD) kullanilarak
bakteriyosin uretici hiicrelerin genomik DNA'st
izole edilmistir. Takiben referans genler tizerinden
hazirlanan primerler (Macwana ve Muriana, 2012,
Cizelge 2) kullanilarak PZR (Polimerize zincir
reaksiyonu) aracihiftyla bakteriyosin Uretimiyle
iliskili genlere ait kisa bolgeler cogaltlmistir. PZR,
toplam 40 ul. hacimde, 4 pl. master mix
(5*FIREPolR Master mix, SOLIS/Bio Dyne,
ABD), 1 pL primer (Macrogen, Hollanda) ve 2 pL.
genomik DNA’dan kullanilarak
gerceklestirilmistir. PZR’de 95° C’de 5 dakika 6n
denaturasyon, 30 ¢evrim 95° C 30 saniye, 55° C
30 saniye, 72° C 1 dakika ve 72° C’de 10 dakika
son uzama siire ve sicaklik kombinasyonundan
olusan program kullanilmustir (Techne, BK).
Baglanma sicakligi  her bir primere uygun
stcakliklar  (45-60° C araliginda) belitlenerek
uygulanmistir. PZR ile cogaltlan fragmentler
agaroz jel elektroforez sisteminde (Thermo,
ABD) % 1 agaroz (Sigma, Almanya) ve 100 baz
marker (Fermentas, ABD) kullanilarak 100 V’da
30 dakika yuratilmistir. Jel tzerinde DNA
fragmentleri jel gorintileme sistemi (Vilber
Lourmat, Fransa) kullanilarak izlenmistir.

Bakteriyosinlerin antimikrobiyal etki seklinin
belirlenmesi:

Calismada saflastinlan bakteriyosinlerin indikator
mikroorganizma tzerindeki antimikrobiyal etki
sekli ~ Multiscan FC  (Thermo, ABD)
spektrofotometre  kullanilarak  belirlenmistir.
Bunun icin M. Jutens DSM1790 indikat6r susu LB
stvi besiyerinde 30 °C’de iki kez aktiflestirilmis,
ardindan 5 mL LB siv1 besiyerine % 1 oraninda
tekrar  astlanmistir.  Daha  sonra  indikator
mikroorganizma agtlanmis besiyerinden 250 pL
alinarak 96 kuyuluk plakalara doldurulmus ve
lzerine, bakteriyosinin etkisini incelemek tzere
son konsantrasyonu 200 AU/mL olacak sekilde,
50 puL LB stvi besiyeri igerinde bulunan
bakteriyosin ilavesi yapilmustir. Antimikrobiyal
etkinin anlasilmast i¢in, 50 pL bakteriyosin
icermeyen LB sivi besiyeri ilave edilen kontrol
kuyulart da hazitflanmustir. 30 °C’de inkiibe edilen
96 kuyucuklu plakalarda indikator
mikroorganizma gelisimi i¢in 2 saatte bir 600 nm
dalga boyunda optik yogunluk Sl¢imii yapilmistir
(Barbosa vd., 2010).

SONUC VE TARTISMA

LAB’1n antimikrobiyal etki spektrumu
Tarhanadan izole edilen LAB suslarinin indikator
mikroorganizmalara karst gostermis olduklart
antimikrobiyal etki Cizelge 3’de g6sterilmistir.
Agar noktalama testi sonuglarina gore, calismada
laktik suslarin timunin M. Juteus DSM1790, .
anreus ATCC29213 ve S. anrens ATCC25923
suslarina  karst orta ve yiksek seviyede
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklat: tespit
edilmistir. Diger taraftan, L. plantarum PFCT74 ve
L. paralimentarinus PEC97 suslarinin benzer sekilde
L. monocytogenes ATCC7644 ve E. faecalis
ATCC19433  suslarina  karst  etkili olduklati
belirlenmistir. Gram negatif E. co/i ATCC25922
ve S. Typhimurium ATCC14028 suslarina kars:
ise L. plantarum PECT4 ve L. paralimentarins PEC97
suslarinin orta ve yuksek seviyede etkili olduklart
saptanmustir (Cizelge 3).

Agar noktalama analizinde oldugu gibi, laktik
suslarin kiltiir dst stvist da kuyu difiizyon testiyle
M. lutens DSM1790 susuna karst oldukeca etkili
bulunmustur (Cizelge 3 ve Sekil 1). L.
paralimentarins PEC97 susunun kiltir Gst stvist L.
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monocytogenes ATCC7644 ve E. faecalis ATCC19433
suslarint  inhibe  edebilmistir.  S.  awreus
ATCC25923, S. aurens ATCC29213 ve B. cerens
ATCC11178 suslarina karst ise L. namurensis
PFC70 susu antimikrobiyal aktivite gdstermistir.
Antimikrobiyal aktivite sonuglart toplu olarak
degerlendirildiginde en yuksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip suslatin L. plantarum PECT74 ve L.
paralimentarins  PFC97  oldugu  gorilmektedir
(Cizelge 3). Farkli kaynaklardan izole edilen

bakteriyosinler, LAB’in antimikrobiyal aktiviteye
sahip olmasinda en 6nemli bilesiklerden birisidir
(Parente ve Ricciardi, 1999; Takala ve Satis, 2007).
Calismada dikkati ceken 6nemli hususlardan birisi
L. namurensis PECT0 ve L. paralimentarins PFC97

suslarinin  antimikrobiyal — aktiviteye  sahip
olduklarinin  belitflenmesidir. ~ Nitekim L.
namurensis. PFC70  susunun  antimikrobiyal

Ozellikleri yoniinde daha 6nce ifade edilmis bir
¢alisma bulunmamaktadir.

LAB’in trettikleri cesitli metabolitlerin arasinda

Cizelge 2. Calismada kullanilan bakteriyosin genlerine 6zgll primerler (Macwana ve Muriana, 2012)
Table 2. Primers specific to bacteriocin genes used in the study (Macwana and Muriana, 2012)

Organizma Gen Tleri Yonli Primer Geri Yonlu Primer Buyuklik kb
Microorganism Gene Forward Primer (5'-3") Reverse Primer (5'-3) Size kb
Lactococens lactis subsp.
Juctis IclA aaaccaagtctctcgtattggce ggcacgttgtatatccttacct 200
Lactococcus lactis Lin A ccagttacatggttggaagaag tttacaccaagccatacattca 150
Lactococens lactis subsp.
Jactis lenB agttaatggaggaagcttgcag tagtggaatgtttttccccate 156
Lactococcus lactis LtnB caattgggaaaataccttgaaga caagcacgtgtacattttgttat 152
Lactococens lactis subsp.
luctis LacA agtgctattcaaaattctggeg taatccaacctccggaataaga 217
Lactococens lactis subsp.

. Icp] tggaccttattttaggtgcaaaa gagcagcaagtaaatacaaagttcc 100
cremoris
Pediococcus pentosacens  papA ttacttgtggcaaacattcctg tgattaccttgatgtccaccag 106
Pediococcus acidilactici ped A ctgccgaagaaaacaaagttct ctattggctaggccacgtattg 110
Lactobacillus plantarnm — plnc8A ctagaaaagatctctggcggty catatggeotoctttaaattcea 100
Lactobacillus plantarnm  plnc8B ggcaagagtagcttgtctcaaa caatcgttttgcgatgcttat 106
Lactobacillus curvatus cur A acagaattacaaacaattaccggc cattccagctaaaccactagec 150
Lactobacillus plantarum  plaA aaaaattaactgaaaaagaaatggc actttccatgaccgaagttage 150
Lactobacillus sakei sakA acagaattacaaacaattaccggc cattccagctaaaccactagec 150
Lactobacillus salivarius  abpl18 o agttagcaaaggttoatgotoo aacaagtaagtgctccgectac 156
Lactobacillus salivarins  abp118 B aatggtgetaaaaatggttateg ttaacggcaacttgtaaaacca 150
Lactobacillus plantarnm
c11 pln A agcaacttagtaataaggaaatgcaaa acagtttctttacctgtttaattgcag 102
Lactobacillus plantarnm
TMW1.25 pln B tagcattgattgatggaggaaa gcatgccgtotaagttgttaga 176
Lactococcus lactis NisZ atgagtacaaaagattttaacttgg ttatttgcttacgtgaatactaca 174
Lactobacilius gassers helveticin atgatt tcaaat t t ttactt 919
ATCC33323 elveticin  atgattggaaaagaaactcaaatac aataaaggcaatcaccagttac
Lactobacillus brevis breB atggagaaattcgcagtgttatc tgttatttaggcagctaattgea 217
Lactobacillus brevis breC atgtataaagaattaacagttgatgaatt  gtgcatgccgtgtaagttat 207
Lactobacillus curvatus curvacin
K123 A atgaataatgtaaaagaattaagtatgaca tccagctaaaccactagecc 174
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Cizelge 3. LAB’in antimikrobiyal etki spektrumu
Table 3. Antimicrobial spectrum of . AB

LAB Izolatlar
LAB Isolates

PFC70 PEC74 PFC97
Indikatér Suslar Agar  Kuyu Agar  Kuyu Agar Kuyu
Indicator Strains Agar  Well Agar  Well Agar Well
Micrococeus lutens DSM1790 +++ +++ ++ + ++ +
Listeria monocytogenes ATCCT7644 - - +++ - +++ +
Staphylococens aurens ATCC29213 ++ + ++ - ++ -
Staphylococens aurens ATCC25923 ++ + ++ - ++ -
Escherichia coli ATCC25922 - - ++ + ++ +
Salmonella Typhimirium ATCC14028 - - ++ - +++ -
Bacillus cereus ATCC11178 ++ + - - - -
Enterococens faecalis ATCC19433 - - ++ - ++ +

*Inhibisyon zon ¢aplart: -= < 1mm (etkisiz) + = 1-5 mm (disiik etkil) ++ = 5-10 mm (orta etkili)

+++ = > 15 mm (ytksek etkili), Agar: Agar noktalama, Kuyu: Kuyu Difiizyon

*Inhibition zone diameter: -= < Imm (no effect) + = 1-5 mm (low effect) ++ = 5-10 mm (medium effect)
+++ = > 15 mm (high effect), Agar: Agar plotWell: Well diffusion

PFC 70

PFC 74 PFC 97

Sekil 1. LAB suslarinin kilttr dst stvilarinin M. Jutens DSM1790%a karst antimikrobiyal etkisi
Figure 1. Antimicrobial effect of culture supernatants of L AB strains against M. lutens DSM1790

S6z konusu calismada laktik suslarin kaltir Gst
stvilarimin antimikrobiyal etkiye sahip bulunmasi
neticesinde, bu stvilar igerisindeki antimikrobiyal
bilesigin aktivitesi kritik diliisyon yontemiyle M.
lutens DSM1790 bakterisine karst belitlenmistit.
Buna gére antimikrobiyal aktivite testleri ile
paralel bir sekilde en yiiksek aktivite 1600 AU/mL
ile L. plantarum PYC74 ve L. paralimentarins PEC97
suslarinda saptanmustir. L. mamurensis PFC70
susunda ise aktivite 400 AU/mL olarak tespit
edilmistir. Calisma kapsaminda yer alan PEFC 70 ve
97 suslarinin  bakteriyosin tretim oranlan ile
alakali  herhangi bir literatir verisi yer
almamaktadir. Bu sonuglar 1. namurensis PECT0

susunun bakteriyosin dretimiyle alakali rapor
edilen ilk veri niteligindedir.

Bakteriyosin aktivitesi tizerine pH, sicaklik
ve enzim uygulamalarinin etkisi

Calisma kapsaminda kullanilan laktik suslann
kaltir st stvistndaki antimikrobiyal aktivitelerinin
farkli pH kosullarindaki degisimi Cizelge 4'te
verilmistirt. Buna gore tim suslarin kiltir dst
stvisindaki antimikrobiyal etkinin pH'min distst
ile bitlikte artugt gbzlenmistir. Aksine ortam
pH'sinin alkali degerlere ayarlanmast durumunda
ise s6z konusu antimikrobiyal aktivite hizla
azalmistir. Bu sonuclar kiltiir Ust stvisindaki
antimikrobiyal metabolitin asidik kosullarda
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¢cozinurliginin ve stabilitesinin daha yiiksek
oldugunu gostermistir.
plantarisin  gibi

pediyosin  ve

tarafindan  dretilen
aktivitenin ve stabilitenin asidik pH kosullarinda

Aynt  sekilde

bakteriyosinlerde

nisin,
bircok LAB
de

yiksek oldugu calismalarda rapor edilmigtir
(Parente ve Ricciardi, 1999; O’Sullivan vd., 2002;
Twomey vd., 2002; Beasley ve Saris, 2004; Jozala
vd., 2005)

Cizelge 4. LAB’den elde edilen kiltiir Gst stvilarinin farkli pH, sicaklik ve enzim uygulamast sonucunda
antimikrobiyal aktivitesi (AU ml).
Figure 4. Antinicrobial activity of LLAB cultured supernatants as a result of different pH, temperature and engyme

121°C, 15 minute

treatment
PFC70 PFC 74 PEC 97
Kontrol 400 1600 00
Control
2 800 3200 3200
3 400 3200 3200
4 400 3200 3200
g = 5 400 1600 1600
(]
?O % 6 200 1600 1600
5 5 7 100 800 800
& G 8 0 800 400
? 0 400
11 0 0
80°C, 5 dakika
80°C, 5 minute 400 1600 1600
80°C, 10 dakika
80°C, 10 minute 400 1600 1600
80°C, 15 dakika
80°C, 15 minute 400 1600 1600
z 9OOC, 5 da.klka 400 1600 600
= 2 90°C, 5 minute
= & 90°C, 10 dakika
5& % 90°C, 10 minute 400 1600 1600
B 90°C, 15 dakika
3 § 90°C, 15 minute 400 1600 1600
g 100°C, 5 dakika
z 100°C, 5 minute 400 1600 1600
100°C, 10 dakika
100°C, 10 minute 0 0 0
100°C, 15 dakika
100°C, 15 minute 0 0 0
121°C, 15 dakika 0 0 .
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Katalaz 400 1600 1600
Catalase
Lizozim 400 1600 1600
Lyzozyme
= L« Amilaz 400 0 0
g § o Amylase
g i
s g ipaz
E‘? § Lipase 400 0 0
i v Proteinaz-K
g % Proteinase-K 0 0 1600
S y o
4 @ Idpsin 0 0 1600
Trypsin
Pepsin 400 0 0
Pepsin
« Kemotﬂpsm. 400 0 0
o Chymotrypsin
Tarhana izolat laktik suglarin  kiltir Gst isaret etmektedir. Ozellikle proteinaz K enziminin

stvistndaki metabolitin, 80, 90, 100 ve 121°C
sicakliklarda ve farkll stire kombinasyonlarinda
antimikrobiyal aktivite degisimleri Cizelge 4'de
verilmistir. Buradan da izlenebildigi gibi L.
namurensis PFCT0, L. plantarum PFCT4 ve L.
paralimentarins  PFC97  suglariun  kaltir
stvisindaki antmikrobiyal metabolitler 100 °C
altundaki tiim sicaklik, sire kombinasyonlarina ve
100 °C’de ise sadece 5 dakikalik 1sil igleme karst
stabilken, 100 °C'de 10 dakika 1sil iglem ve
tzerinde wuygulanan tim sicaklk ve sire
kombinasyonlari sonunda aktivitesi
kaybolmustur.

ust

Calisma kapsaminda, kullanilan laktik suglar
tarafindan Uretilen antimikrobiyal metabolitin,
farkll enzimletle muamelesi sonundaki aktivite
degisimleri Cizelge 4’de gosterilmistir. Buna gore
tim suglanin kaltdr Ust stvistnin antimikrobiyal
aktivitesinin, proteolitik enzimlerin bir veya
birkagt ile muamele edildiginde kayboldugu
gorilmistir. Bunun aksine, tim suslarin kltir
st swvisindaki antimikrobiyal aktivite, katalaz ve
lizozim enzimi uygulamasindan sonra devam
etmistir. Diger taraftan, L. plantarum PFCT74 ve L.
paralimentarius  PFC97  suglarin kaltir — Gst
stvisinin antimikrobiyal aktivitesi a-amilaz ve lipaz
enzimlerinin muamelesinden sonra izlenmemistir.
o-amilaz  ve lipaz  enzimleriyle muamele
sonucunda aktivite kaybinin olmamast bu
bakteriyosinlerin peptid ve proteinler disinda lipid
yada karbonhidrat gruplarini ihtiva etmedigine

kiltir st stvidaki antimikrobiyal aktivitenin
giderilmesi yoniinde etkili olmasi, séz konusu
antimikrobiyal metabolitin protein tabiatinda
olduguna isaret etmistir. Aym sekilde, pepsin,
tripsin ve a-kemottiptripsinin de bazt kiltiir st
stvilardaki antimikrobiyal etkinligin kaybolmasina
neden olmast da bu hipotezi desteklemistir. Cesitli
calismalarda bakteriyosin karakterizasyon
basamaklarinda  bakteriyosinlerin  proteolitik
enzimlere karst hassas olduklart ve 6zellilkle
proteolitik enzimlerle muamele edildiklerinde
antimikrobiyal aktivitede azalmanin oldugu ve
hatta aktivitenin kayboldugu bildirilmistir (L vd.,
2014a, Li vd., 2014b, Zhu vd., 2014, Woraprayote
vd., 2015, Hu vd., 2017). Sonuclar literatir
verileriyle birlikte degerlendirildiginde, elde edilen
kiltiir Gst stvilarinda yer alan metabolitlerin peptid
yada protein tabiatinda olan bakteriyosinler
oldugunu desteklemektedir.

Bakteriyosinlerin saflagtirilmasi ve molekiiler
biiytiklikleri

L. namurensis PECT0, L. plantarum PFCT74 ve L.
paralimentarins  PFC97  suslarnin - kaltar
stvilarindan iligkili bakteriyosinlerin saflastirtlmasi
iki asamada gerceklestirilmistir. Buna gére kiltiir
st stvisindaki protein fraksiyonu % 60 oraninda
amonyum sulfat ile ¢oOktirtlerek toplanmustir.
Daha sonra protein ¢okeltisi kati faz ekstraksiyon
kolonundan gecirilmis ve safsizliklarin énemli bir
kismi uzaklastindlmistir. Amonyum stlfat ve katt
faz ekstraksiyonu bakteriyosinlerin

ust
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saflastirimasinda siklikla kullantlan ve verimli
calisan sistemlerdir. S6z konusu bu sistemlerin
kullanilmasiyla bircok yeni bakteriyosin veri
tabanina  (BAGEL, http://bagel.molgentrug.nl)
kazandirlmistir (Saavedra ve Sesma, 2011).

Saflasturilan L. namurensis PECT0, L. plantarum
PEC74  ve L. paralimentarius ~ PFC97
bakteriyosinlerin ~ Trisin-SDS-PAGE  sistemi
kullanilarak yapilan analizleri sonucu; molekiler
buytklikleri 5 kDa’dan kiigik oldugu tespit

NN

Molekiiler
Agirhk (kDa) —

40

__inhibisyon
Zon

46 e

Molekiiler »
Agwrhk (kDa) | —-

40

- Ay

edilmistir (Sekil 2). Bu sonuclar L. plantarum
suslari tarafindan tretildigi rapor edilen 5 kDa’dan
kiictik bakteriyosinlerin molekiler biytkligi ile
yakin sonuglar oldugunu gdstermektedir (Atrih
vd., 2001, Chen vd., 2014). Lakin L. namurensis
PFC70 ve L. paralimentarins PFCI7 suslarinin
Urettigi  bakteriyosinler  icin  kargilagtirma
yapilamamakla birlikte, laktobasiller tarafindan
tretilen bakteriyosinlere benzer sonuglar oldugu

ifade edilebilir (Wang vd., 2019).

» QAL

Molekiiler
Agirhk (kDa)

40

inhibisyon
Zonu

inhibisyon
Zonu

Sekil 2. a) L. namurensis PECT0 bakteriyosininin molekiler baytklaga (1: Marker, 2: PFC70, 3:
PFC70 Inhibisyon Zonu), b) L. plantarum PFCT4 bakteriyosininin molekiler biyiiklaga (1:
Marker, 2: PFC74, 3: PFC74 Inhibisyon Zonu), ¢) L. paralimentarins PEC97 bakteriyosininin

molekiiler bityiikligi (1: Marker, 2: PEC97, 3: PFC97 Inhibisyon Zonu).

Figure 2. a) Molecular size of L. namurensis PEC70 bacteriocin (1: Marker, 2: PEC70, 3: PFC70
Inbibition Zone), b) Molecular size of L. plantarum PEC74 bacteriocin (1: Marker, 2: PEC74, 3: PEC74
Inbibition Zone), ¢) Molecular size of L. paralimentarins PEC97 bacteriocin (1: Marker, 2: PEC97, 3:
PECY97 Inhibition Zone).

Suglarin genomunda bakteriyosin iiretimiyle
iligkili temel genler

L. namurensis PECT0, L. plantarum PFC74 ve L.
paralimentarins PFCI7 suslan tarafindan tretilen
bakteriyosinlerin nihai tanumlamasi igerdikleri

bakteriyosin  dretiminden  sorumlu  genin
aragtirlmast ile gerceklestirilmistir. Bu amag
dogrultusunda genomlarinda, LAB’lerde siklikla
tespit edilen bakteriyosin temel genleri tizerinden
hazirlanan 22 farkli primer cifti kullaniarak, genis
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caplt tarama gerceklestirilmistir (Macwana ve
Muriana, 2012., Cizelge 2). Yapilan PZR taramast
sonucunda L.  plantarum PFCT74
genomunda pzA geninin varligina isaret eden
DNA fragmenti ¢ogalulmistir. Bu sonuglar,
PFC74 susunun beklenildigi gibi plantarisin
oldugunu gostermistir. Calismada ulasilan ilging
sonug ise, L. namurensis PECT0 ve L. paralimentarins
PFC97 suslaninin genomunda 22 farkli primer
ciftinden  herhangi  birisi  ¢ogaltlamamustir.
Dolayistyla ¢alismada elde edilen bu bulgu, bu
bakteriyosinlerin yeni birer bakteriyosin olduguna
isaret etmektedir.

susunun

Bakteriyosinlerin antimikrobiyal etki seklinin
belirlenmesi

Calismada bakteriyosinlerin M. /Jutens DSM1790
Uzerindeki etki seklinin beliflenmesi amact ile
kismi saflastirilmis  bakteriyosin  preparatlari,
logaritmik fazin baslangicina kadar gelistirilmis
s6z konusu bu bakterinin gelisme ortamina ilave
edilmis ve ardindan 18 saat boyunca, hiicre
gelisimi iki saatte bir optik yogunluk Olctilerek
izlenmistr. Sekil 3°de goruldugu gibi 200 AU/mL
konsantrasyonda bakteriyosin ilavesi ile birlikte
M. lutens DSM1790 gelisimi L. namurensis PEC70
ve L. plantarum PFCT74 bakteriyosinleri ile 6. saat
sonunda L. paralimentarins PEC97 bakteriyosini ile
ise 4. saat sonunda durdurulmustur. M. Juteus
DSM1790 susunun, L. paralimentarius PFC97
disindaki tim bakteriyosinletin gelisme ortamina
ilave edilmesi durumunda fermentasyon sonuna
kadar gelisimi durdurulmustur. S6z konusu bu
bakteriyosin fermentasyon basinda M. Juteus
DSM1790 susunun gelisimini yavaslatmasina
ragmen, 10. saatten sonra bu indikatér bakterinin
gelisiminin tekrar artmaya basladigt gézlenmistir.
Bu sonuglar L. namurensis PECT0 ve L. plantarum
PFC74 bakteriyosinlerinin bakteriyosidal etkide
bulundugunu L. paralimentarins ~ PFC97
bakteriyosininin ise bakteriyostatik etkili olduguna
isaret etmistit. Bunlarin disinda L. plantarum
PFC74 bakteriyosini ilavesinden sonra, M. /Juteus
DSM1790  suslarimin  optik  yogunlugunun
diismesi, bakteriyolitik bir etkiyi de gostermistir.
Literatiirde yer alan galigmalarda plantarisinlerin
bakteriyostatik ve bakterisidal etkili olabildikleri
bildirilmis ve bakteriyostatik etkili olduguna dair
bircok calisma yer almaktadir (Todorov 2009,

Arief vd., 2015, Milioni vd., 2015, Barbosa vd.,
2010).
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Sekil 3. L. namurensis PECT0, L. plantarum PFCT74
ve L. paralimentarins PFC97 bakteriyosinlerinin
M. Jutens DSM1790 susuna karst antimikrobiyal

etki sekli

Figure 3. Antimicrobial effect of L. namnrensis PEC70,
L. plantarum PEC74 and L. paralimentarins PEC97

bacteriocins against M. luteus DSM1790 strain
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SONUC

Bu calismayla birlikte tarhana fermentasyonundan
bakteriyosin Ureticisi LAB’in karakterizasyonu ilk
defa basarilmustir. Ozellikle .. namurensis PFCT0
ve L. paralimentarius PFC97 suslarinin daha 6nce
karakterize edilmemis bakteriyosinleri trettikleri
gosterilmigtir. Tarhana fermentasyonundan izole
edilmis yeni bakteriyosin Ureticileri kazanilmgtir.
Calisma kapsaminda arastirilan  bakteriyosin
Ureticisi laktobasiller basta gida gilivenliginin
saglanmasi olmak tizere, patojenlerle miicadele de
kullanilabilecek  6nemli mikroorganizmalardir.
Her ne kadar tarhana asidik ve kurutulmus bir
gida olmast nedeniyle fermentasyonunda ciddi
patojen riski tasimasa da Ozellikle son yillarda
titketicilerin aromatik 6zelliklerinden dolay1 yas
tathanaya yonelmesi nedeniyle de sz konusu
suslar starter kiltir olarak geleneksel gidamiz
tarhananin Gretimi icin 6nerilebilir.

TESEKKUR
Bu calismayr 2010 BSP 021 proje numarasi ile
destekleyen Pamukkale Universitesi Bilimsel

Arastirma  Projeleri
tesekkiir ederiz.

Koordinasyon Birimi’ne

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar arasinda cikar ¢atismast
bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI .

OS arastirmayt  tasarladi. HIK  analizleri

gerceklestirdi. HIK ve OS makaleyi yazdi. HIK ve
OS makalenin son halini okudu ve onayladi.
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