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Bu c¢alismada, Lactococcus lactis spp. lactis BZ ve Enterococcus faecalis KP’den elde
edilen laktokoksin BZ ve enterosin KP (1600 AU/mL) bakteriyosinlerinin {i¢ farkli
yogurt kiiltiirlerine (Y1, Y2: CHR Hansen, Danimarka, Y3: Sacco, italya) kars1 inhibitor
etkileri belirlenmistir. Inkiibasyon siiresince (42°C’de 24 saat) belirli araliklarla alinan
orneklerde laktik asit bakteri sayist ve pH degerleri incelenmistir. Laktokoksin BZ’ nin
test edilen 3 yogurt kiiltiiriinden sadece birine, enterosin KP’nin ise iki yogurt kiiltiiriine
kars1 bakterisidal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Laktokoksin BZ ve enterosin KP 1:1
oraninda karigim halinde kullanildiginda da iki yogurt kiiltiiriine kars1 bakterisidal aktivite
gosterdigi belirlenmistir.
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In this study, the effects of lactococcin BZ from Lactococcus lactis ssp. lactis BZ and
enterocin KP from Enterococcus faecalis KP (1600 AU/mL) on the activities of three
different yoghurt cultures (Y1 and Y2: CHR Hansen, Denmark; Y3: Sacco, Italy) were
investigated. Lactic acid bacteria counts and pH values of the samples were determined
during the incubation period (at 42°C for 24 h). It was found that lactococcin BZ had
bactericidal effect against only one yoghurt culture whereas enterocin KP was effective
against two yoghurt cultures. When lactococcin BZ and enterosin KP were used in
combination (1:1), they showed bactericidal effect against two yoghurt cultures.
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Giris

Giliniimiizde hem gida endistrisinin  hem de
tiketicilerin biyokoruma yontemlerine karst ilgisi her
gegen giin artmaktadir. Bu anlamda antagonistik
aktiviteye sahip laktik asit bakterileri veya bunlarin
irettigi  bakteriyosinler  giivenli  katkilar  olarak
degerlendirilmektedir. Bakteriyosinler bakteriler
tarafindan ribosomal olarak iretilen antimikrobiyal
aktiviteye sahip peptitler olarak tanimlanmaktadir.
Bakteriyosinler ~ korunacak  gidanin  fizikokimyasal
ozelliklerinde degisime neden olmaksizin patojen ve
bozulma etmeni mikroorganizmalarin  geligimlerini
kontrol altinda tutabildikleri gibi protein yapisinda
olduklar1 i¢in insan ve hayvanlarin bagirsak sisteminde
parcalandiklarindan insan sagligi acisindan giivenli
bilesiklerdir.

Giliniimiizde fermente siit {irlinlerinde kullanilan
bir¢cok bakteriyosinojenik laktik asit bakterileri hem
koruyucu hem starter hem de probiyotik &zellik
gosterdiginden siit endiistrisinde starter, yardimei,
probiyotik veya koruyucu kiiltiir olarak veya irettikleri
antimikrobiyal aktiviteye sahip metabolitleri
saflagtirildiktan sonra antimikrobiyal bir katki maddesi
olarak kullanilabilmektedir (O’Sullivan ve ark., 2002;
Papagianni, 2003; Cintas ve ark., 2001).

Daha 6nce kdy peynirinden izole edilen Enterococcus
feacalis KP ve bozadan izole edilen Lactococcus lactis
spp. lactis BZ’nin bakteriyosin iireticileri olduklar tespit
edilmis ve Dbakteriyosinleri karakterize edilmistir.
Enterococcus feacalis KP tarafindan iiretilen enterosin
KP’nin bazi gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni

Gram-pozitif  bakterilere  (Listeria monocytogenes,
Enterococcus faecium, Enterococcus feacalis,
Lactococcus ~ cremoris,  Lactobacillus  plantarum,
Leuconostoc  mesentereoides) karsi  antimikrobiyal

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Isleroglu ve ark.,
2012). Lactococcus lactis spp. lactis BZ tarafindan
sentezlenen laktokoksin BZ’nin ise bazi gida kaynakh
patojen ve bozulma etmeni hem Gram-pozitif (L.
monocytogenes, Bacillus cereus, B. subtilis, L. plantarum,
E. faecium, E. feacalis, Leu. mesentereoides, L. cremoris)
hem de Gram-negatif bakterilere (E. coli, Rhodococcus
equi, Salmonella Enteritidis, Yersinia enterocolitica O:9,
Citrobacter freundii) karg1 inhibitér aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur (Sahingil ve ark., 2011). Enterosin
KP ve oOzellikle de Ilaktokoksin BZ tek baslarina
besiyerlerinde oldukca genis antimikrobiyal spektruma
sahiptir. Ancak, s6z konusu bakteriyosinlerin gida
sisteminde yogurt iiretiminde kullanilan starter kiiltiirler
iizerine inhibitdr etkisi bilinmemektedir. Dolayisiyla bu
calisma, enterosin KP ve laktokoksin BZ’nin yogurt
starter kiiltiirlerine kars1 inhibitdr etkilerini ortaya koymak
ve boylece bu iki bakteriyosinin biyokoruyucu olarak
yogurt endiistrisinde kullanim olanaklarini ortaya koymak
amaciyla gerceklestirilmistir.

Materyal ve Yontem

Materyal

Stit ornekleri ve ticari starter kiiltiirler: Bu ¢alismada
kullanilan tam yagli (%3) UHT siitler marketten, ticari
yogurt kiiltiirleri olan YC-350, YC-X11 (CHR Hansen,
Danimarka) ve Y-080 F (Sacco, italya) ise Dimes (Tokat)

ve Bakra¢ (Amasya) siit isletmelerinden temin edilmistir.
Yogurt starter kiiltiirleri, Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus suslarini
icermektedir.

Mikroorganizmalar ve besiyerleri: Enterosin KP
tireticisi Enterococcus faecalis KP ve laktokoksin BZ
tireticisi Lactococcus lactis spp. lactis BZ’yi gelistirmek
ve bakteriyosin iiretmek i¢in de Man Rogosa Sharpe
(MRS) (Fluka, Almanya) besiyeri kullanilmistir.
Bakteriyosin aktivitesinin  belirlenmesinde indikator
bakteri olarak enterosin KP ve laktokoksin BZ’ye karsi en
duyarli  bakteri olan  Lactobacillus  plantarum
kullamlmistir. Bakteriler -80°C’de %20 gliserol iceren
MRS besiyerlerinde muhafaza edilmistir.

Yontem

Bakteriyosinlerin Hazirlanmasi: MRS besiyerinde iki
kez aktiflestirilen E. faecalis KP ve L. lactis spp. lactis
BZ %1 oraninda MRS besiyerine inokiile edilip sirasiyla
30°C ve 25°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon isleminden sonra bakteri kiiltiirii 7000 x g’de
20 dakika siire ile santrifiij edilerek sivi faz kismi
toplanmug ve 0,45 um gozenek ¢apli membran filtresi ile
sterilize edilmistir. Sterilize edilen sivi faz ilk Once
amonyum siilfat prespitasyon (%50) ve bunu takiben
organik solvent prespitasyon (metanol/kloroform karsimu,
1:2 v/v) islemine tabi tutulmuslardir. Prespitasyon
islemleri sonunda elde edilen pelet, -80°C’de muhafaza
edilmistir (Moreno Vve ark., 2002). Bakteriyosin
hazirlamasimin her bir agamasmin sonunda bakteriyosin
aktivite testi yapilmistir. Bakteriyosinlerin aktivitesinin
belirlenmesinde agar-spot analiz yontemi kullanilmustir.
Bunun igin bakteriyosin preparatlar1 ikinin katlar
seklinde (1/2, 1/4, 1/8 vb.) seyreltilerek diliisyonlar
hazirlanmigtir. Her diliisyondan 20 pl alinip nokta halinde
indikatér mikroorganizma olarak L. plantarum igeren
(%1) yumusak agarli MRS (%0,8) besiyeri {iizerine
konulmus ve petriler 30°C’de 24 saat inkiibasyona
brrakilmigtir. Diliisyonlarin ilave edildigi noktalarda 2
mm veya daha biiyiikk inhibisyon zonlarinin olusup
olusmadigr belirlenmistir. Bakteriyosin aktivitesi L.
plantarum’a kars1 en az 2 mm ¢apinda berrak inhibisyon
zonu veren en yiiksek diliisyonun tersi olarak tanimlanmig
ve arbitrary unite (AU/mL) olarak ifade edilmistir
(Sahingil ve ark., 2011).

Bakteriyosinlerin  yogurt  starter  kiiltiirlerinin
aktivitesi iizerine etkisi: Bakteriyosinlerin yogurt starter
kiiltiirlerin aktivitesi iizerine etkisini belirlemek i¢in, UHT
siitler (42°C) ayr1 ayri ticari starter kiiltiirlerle inokiile (%2
v/v) edildikten sonra 1600 AU/mL diizeyinde laktokoksin
BZ ve enterosin KP bakteriyosinleri tek tek ve kombine
olarak ilave edilmigtir. Hazirlanan yogurt kiiltiirleri
42°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi sirasinda
belirli araliklarla (0-24 saat) 6rnek alinip pH degerleri ve
anaerobik kosullarda laktik asit bakteri sayimi1 yapilmistir.
Sayimda besiyeri olarak MRS agar kullanilmistir (Morena
ve ark., 2006). CHR Hansen firmasina ait YC-350 ve YC-
X11 yogurt kiiltiirleri Y1 ve Y2; Sacco firmasina ait Y-
080 F yogurt kiiltiirii ise Y3 ile kodlanmigtir. Laktokoksin
BZ ilave edilen yogurt kiltirleri LY1, LY2, LY3,
enterosin KP igeren ornekler EY1, EY2, EY3, enterosin
KP ve laktokoksin BZ igerenler ise ELY1, ELY2, ELY3
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olarak kodlanmislardir. Negatif kontrol olarak sadece
bakteriyosin (laktokoksin BZ, enterosin KP ve her iki
bakteriyosin karigimi) ilave edilmis siit, pozitif kontrol
olarak sadece yogurt kiiltiiri ilave edilmis siit
kullanilmistir.

Istatiksel Analiz: Her bir analiz {ic kez yapilip,
ortalamalar1 hesaplanmistir. Bakteri sayilar1 log kob/mL
olarak ifade edilmistir. Ortalamalarin karsilagtirilmast i¢in
Tukey testi kullanilmigtir. Veri analizleri SAS istatistiksel
paket programu ile gergeklestirilmistir (SAS, 1995).

Bulgular ve Tartisma

Laktokoksin BZ ve enterosin KP (1600 AU/ml)’nin,
L. delbrueckii spp. bulgaricus ve S. thermophilus’un
farkli suslarindan olusan ¢ farkli ticari yogurt kiiltiiriiniin
gelisimleri iizerine etkileri tam yagl siitte 42°C’de 24 saat
inkiibasyon kosullarinda incelenmistir. Laktokoksin BZ
tek basina veya enterosin KP ile birlikte kullanildiginda
test edilen {i¢ yogurt kiiltiirii iizerinde etkili oldugu
bulunmustur (P<0,01). Laktokoksin BZ’nin Y3 kodlu
yogurt kiiltlirinin gelisimini tamamen Onledigi ve 24
saatlik inkiibasyon islemi siiresince yogurt bakterilerinin
gelismedigi tespit edilmistir (Sekil 1). Y1 yogurt
kiltiiriinde bakteri sayisinda inkiibasyon isleminin 5.
saatine kadar 3 log’luk bir azalmaya neden oldugu, ancak
inkiibasyonun bundan sonraki asamasinda yogurt
bakterilerinin sayisinin artmaya basladigi gdzlenmistir.
Laktokoksin BZ’nin Y2 yogurt kiiltiiriinde inkiibasyon
isleminin 2. saatine kadar bakteri sayisini sayilamayacak
diizeye diislirdiigii ve bu saatten sonra bakteri sayisinin
artigi  belirlenmistir. inkiibasyon isleminin sonunda
laktokoksin BZ ile muamele edilen Y2 yogurt kiiltiirii ile
kontrol arasinda 1 log’luk farkin oldugu belirlenmistir.
Elde edilen bu sonuglar laktokoksin BZ’nin, Y1 ve Y2
yogurt Kkiltiirlerine karst bakteriyostatik, Y3 yogurt
bakterilerine karsi ise bakterisidal etkiye sahip oldugu
ortaya konmustur.

Enterosin KP’nin, yogurt kiiltiirlerinden Y1’e karsi
inhibit6r etkisinin istatistiksel olarak 6nemsiz (P>0,05),
Y2 ve Y3 Kiiltiirlerine karst ise oOnemli oldugu
goriilmiistiir (P<0,01). Enterosin KP’nin Y2 ve Y3 yogurt
bakterilerin gelisimini tamamen Onledigi, Y1 yogurt
kiltirti {izerinde ¢ok az etkili oldugu bulunmustur.
Inkiibasyon isleminin 1. saatine kadar 1 log’luk diisiise
neden oldugu ve inkiibasyonun ilerlemesiyle birlikte
yogurt Dbakterilerinin sayisinin  arttigi  belirlenmistir.
Enterosin KP’nin Y2 ve Y3 kodlu yogurt bakterilerine
karst bakterisidal, Y1 kodlu yogurt kiiltiiriine kars1 ise
bakteriyostatik  etkiye sahip oldugu sdylenebilir.
Laktokoksin  BZ ve enterosin  KP  birlikte
kullanildiklarinda ise bir sinerjist etkinin olustugu ve her
3 yogurt Kkiltirlinlin  gelisimlerinin  6nlendigi
belirlenmistir. Bakteriyosin igermeyen kontrol ornekleri
(Y1, Y2 ve Y3) ile laktokoksin BZ’nin etkili olmadig1
ve/veya az etkili oldugu LYl ve LY2 o&rneklerinde
inkiibasyon siiresince yogurt bakterilerinin gelismesine
paralel olarak pH degerinin diistigii (6,30-6,53°de 3,61-
4,55’¢) saptanmustir (P<0,01; Sekil 2). Laktokoksin BZ ve
enterosin KP’nin tek baslarina (LY3, EY1, EY2, EY3) ve
kombinelerinin  inhibitér  etki  gosterdigi  yogurt
orneklerinde (ELY1, ELY2, ELY3) ise inkiibasyon islemi
siiresince pH degerlerinin degismedigi tespit edilmistir
(P>0,05).
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Sekil 1 Laktokoksin BZ ve enterosin KP’nin yogurt
kiiltiir{i tizerine etkisi. (a) Laktokoksin BZ, (b) enterosin
KP, (c) laktokoksin BZ ve enterosin KP. Y1, Y2 ve Y3
ticari yogurt kiiltiirleri (kontroller); LY1, LY2, LY3
laktokoksin katilan yogurt kiiltiri; EY1, EY2, EY3
enterosin katilan yogurt kiiltiiri; ELY1, ELY2, ELY3
laktokoksin ve enterosin katilan yogurt kiiltiird.

L. bulgaricus BB18 tarafindan {iretilen bakteriyosine
kars test edilen 11 farkli yogurt starter kiiltiiriin dayanikli
oldugu bildirilmistir (Simova ve ark., 2008).

Sonug olarak, laktokoksin BZ (1600 AU/mL)’nin test
edilen 3 yogurt kiiltiiriinden ikisine (Y1 ve Y2 kodlu
kiiltiirler) kars1 bakteriyostatik, birine (Y3 kodlu kiiltiir)
kars1 da bakteriyosidal etki gosterdigi belirlenmistir.
Enterosin KP’nin ise Y2 ve Y3 yogurt kiiltlirlerinin
gelisimini tamamen Onledigi (bakterisidal), Y1 yogurt
starter kiiltiirii iizerinde c¢ok az etkili (bakteriyostatik)
oldugu bulunmustur. Bakteriyosin icermeyen kontrol
orneklerinde ve bakteriyosinlerin az etkili oldugu yogurt
starter kiiltlir 6rneklerinde bakterilerin gelisimine baglh
olarak pH  degerinin  distiigli, bakteriyosinlerin
bakterisidal etki gdsterdigi yogurt kiiltiir 6rneklerinde ise
pH degerinin degismedigi goriilmiistiir.
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Bakteriyosinler siit endiistrisinde antimikrobiyal ajan
olarak ftrtine direkt olarak katilabilecekleri gibi ambalaj
materyalinin i¢ine veya {irlin ylizeyine piiskiirtme seklinde
uygulanma olanagina sahiptirler. Bakteriyosinlerin
fermente siit iirlinlerinde kullanilma seklini belirleyen
temel faktor starter kiiltiire karsi antimikrobiyal etkiye
sahip olup olmamasma baglidir. Starter kiiltiirler
bakteriyosine dayanikli ise bakteriyosin hammaddeye,
duyarli ise ambalaj materyaline ya da son {iriine ilave
edilmektedir (Lopez ve Belloso, 2008).

Bu ¢alisma sonucunda elde edilen veriler laktokoksin
BZ’nin test edilen her ii¢ starter kiiltiirlerin, enterosin
KP’nin ise Y2 ve Y3 yogurt kiiltiirlerinin gelisimlerini
inhibe ettiginden hammaddeye ilave edilmelerinin uygun
olmadigint ortaya koymustur. Enterosin KP Y1 kodlu
starter  kiiltiir tizerinde etkili olmadigindan yogurt
iiretiminde starter kiiltiir ile kullanilabilecegi gdzlenmistir.
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Sekil 2 Bakteriyosin igeren ve icermeyen yogurt
kiiltiirlerinin pH degerleri. (a) Laktokoksin BZ, (b)
enterosin KP, (c) laktokoksin BZ ve enterosin KP. Y1,
Y2 ve Y3 ticari yogurt kiiltiirleri (kontroller); LY1, LY?2,
LY3 laktokoksin katilan yogurt kiiltiiri; EY1, EY2, EY3
enterosin katillan yogurt kiiltiirii; ELY1, ELY2, ELY3
laktokoksin ve enterosin igeren yogurt kiiltiiri.
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