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Bu ¢alismada, Enterococcus faecalis KP tarafindan iiretilen enterosin KP’nin inhibitor
aktivitesi iizerine gida koruyucularindan p-hidroksi-benzoik asit ve propil-parabenin
etkisi incelenmistir. Test mikroorganizmasi olarak enterosin KP bakteriyosinine dayanikli
olan Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella Typhimurium
kullanilmistir. Enterosin KP (1600 AU/ml) tek bagina ve p-hidroksi-benzoik asit (%0,1-
0,3) ve propil-paraben (%0,008-0,16) ile birlikte kullanilarak Staphylococcus aureus,
Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella Typhimurium’un gelisimi {izerine inhibitor
aktivitesi belirlenmistir. Enterosin KP, p-hidroksi-benzoik asit (%0,1-0,3) ve propil-
paraben (%0,008-0,16) ile birlikte kullanildiginda inhibitér aktivitesinin arttigi ve hatta
Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella Typhimurium’un
enterosin KP’ye kars1 duyarli hale gectikleri belirlenmistir. Sonug olarak, enterosin KP
diger gida koruyucu sistemleriyle birlikte kullanildiginda inhibitor aktivitesi ve
spektrumunun arttig1 saptanmustir.
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In this study, the effects of food preservative p-hydroxybenzoic acid and propyl-paraben
on the inhibitory activity of enterocin KP produced by Enterococcus faecalis KP were
determined. Staphylococcus aureus, Escherichia coli 0157:H7 and Salmonella
Typhimurium, resistant to enterocin KP bacteriocin, were used as target organisms. The
inhibitor activity of enterosin KP (1600 AU/mI) alone or in combination with p-
hydroxybenzoic acid (%0.1-0.3) and propyl-paraben (%0.008-0.16) on the growth of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7 and Salmonella Typhimurium were
determined. The inhibitory activity of enterocin KP was increased when used in
combination with p-hydroxybenzoic acid and propyl-paraben at concentrations of 0.1-
0.3% and 0.008-0.016%, respectively. Furthermore, Staphylococcus aureus, E. coli
0157:H7 and Salmonella Typhimurium became sensitive to enterocin KP. In conclusion,
the use of enterocin KP in combination with other food preservatives principles resulted
in an increase in its inhibitory activity and spectrum.
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Giris

Gliniimiizde kaliteli, besin degeri yliksek, kimyasal
koruyucu icermeyen, dogal ve az iglenmis hazir gidalara
olan tiiketici talepleri artmaktadir. Bundan dolay1
geleneksel muhafaza teknikleri olan yiiksek 1s1l islem,
tuzlama, asidifikasyon, kurutma ve kimyasal koruyucu
yerine yeni muhafaza tekniklerine yonelme soz
konusudur. En ¢ok arastirilan yeni muhafaza teknikleri
yiiksek hidrostatik basing, vurgulu elektrik alanlari,
modifiye atmosferde paketleme ve biyokoruma gibi
termal olmayan inaktivasyon tekniklerdir (Soomra ve
ark., 2002; De Vuyst ve Leroy, 2007). Bu yontemlerden
ozellikle biyokoruyucularin  kullanim oranlar1  giin
gectikce artmaktadir. Gidalarin giivenligini ve raf Omriinii
iyilestirmek amaciyla koruyucu kiiltiirlerin ve/veya bunlar
tarafindan iiretilen antimikrobiyal bilesiklerin
kullanilmasina biyokoruma y6ntemi denilmektedir (Stiles,
1996). Biyokoruma yontemlerinden birisi de laktik asit

bakterileri (LAB) veya bunlarin iiretmis olduklari
antimikrobiyal bilesik olan bakteriyosinlerin
kullanilmasidir.

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan ribozomal olarak
sentezlenen, kiiciik katyonik, hidrofobik veya amfifilik
antimikrobiyal proteinler/peptitlerdir. Bakteriyosinler gida
kaynakli patojen ve bozulma etmeni bakterilere karsi
etkili olup, bu etkilerini bakterisidal veya bakteriyostatik
sekilde gosterebilmektedirler. Dogal kaynakli ve giivenli
olmalari, insan ve hayvan bagirsak sisteminde kolayca
parcalanmalart ve korunacak gidalarin fizikokimyasal
yapilarinda herhangi bir degisime neden olmaksizin gida
kaynakli bozulma ve hastalik etmeni bakterileri inhibe

etme ozellikleri ile bakteriyosinler onemli
biyokoruyucular arasinda yer almaktadirlar
(Klaenhammer, 1993; Papagianni, 2003; Cutter ve ark.,
1995).

Bakteriyosinler, —mikroorganizmalarin  sitoplazmik

membrant {izerinde etkilidirler. Membranin negatif yiikli
fosfolipit gruplarmma ya da protein yapili reseptorlere
baglanarak membran igine girerler ve gbdzenek
olustururlar. Boylece proton itici giiclin azalmasina,
kiigiik bilesiklerin hiicreden sizmasmna ve dolayisiyla
hiicrenin 6lmesine neden olurlar (Montville ve Chen,
1998; Mcauliffe ve ark., 2001).

Gidalarn  muhafazasinda  yararlanilan  farkh
yontemlerin antimikrobiyal etkinlikleri hurdle
teknolojisinin uygulanmasi ile iyilestirilebilir. Hurdle
teknolojisi, optimum diizeylerinin altinda

kullanildiklarinda sinerjistik etki yaratan iki veya daha
fazla antimikrobiyal ajanin birlikte kullanilmasi olarak
tanimlanabilir. Bu yaklasim o&zellikle hem olumsuz
kosullarda muhafaza edilen gidalarin stabilitesinin
iyilesmesinde hem de gidanin kabul edilebilirliginin
artmasinda Onemli rol oynamaktadir. Stres kosullari
altinda hasarli hale gelen mikrobiyal hiicreler, daha 6nce
dayanikli olduklar1 fiziksel ve kimyasal ajanlara karsi
duyarli hale gelebilirler (Leistner ve Gorris, 1995). Hurdle
teknolojisinde bakteriyosinler 6nemli yer almaktadir.
Hurdle teknolojisinde bakteriyosinler, koruyucu kimyasal
maddeler, dogal antimikrobiyaller, pH, 1s1 uygulamasi,
modifiye atmosferde paketleme, vurgulu elektrik alani,
yiiksek hidrostatik basing ve diger termal olmayan
uygulamalar ile kombine sekilde kullanilmaktadir.

Gida endiistrisinde koruyucu olarak para-hidroksi
benzoik asit (pHBA) ve esterleri antimikrobiyal
etkilerinin fazla olmasindan dolay1 yaygin olarak
kullanilmaktadir. pHBA veya 4 hidroksibenzoik asit,
benzoik asidin fenolik bir tiirevi olup paraben olarak
bilinen esterlerinin hazirlanmasinda yararlanilan temel
bilesiktir. pHBA’in metil, etil ve propil esterleri gida
endiistrisinde  koruyucu olarak  kullanilmaktadirlar.
Giivenli kabul edilen (GRAS statiisiinde) bir gida
koruyucusudur.  Gidalarda  kullannm dozu  %0,1
diizeyindedir. Antimikrobiyal etkisi pH’ya bagl olmayip
alkil zincirinin uzunluguna baghdir. Uzunluk arttikca
etkinligi de o derece artmaktadir. Ancak, sudaki
coziinlirliigli ester grubundaki karbon sayisina bagl
oldugundan karbon sayis1 arttikga c¢oziiniirligii de
azalmaktadir. lyi bir antifungal etkiye sahip olmalarina
karsin sinirlt diizeyde antibakteriyal etki
gostermektedirler. Antibakteriyal etkinlikleri agisindan ise
Gram-negatif bakterilere kiyasla Gram-pozitif bakteriler
tizerinde etkilidirler.

Starter kiiltir kullanilmaksizin geleneksel olarak
iiretilen Beyaz peynirden izole edilen Enterococcus
faecalis KP tarafindan sentezlenen enterosin KP’nin
Listeria monocytogenes, L. ivanovii, Enterococcus
faecium, E. faecalis gibi baz1 gida kaynakli patojen
bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu,
ancak, gida kaynakl1 patojen bakterilerden
Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7 and
Salmonella Typhimurium’a karsi inhibitor etkiye sahip
olmadi1 belirtilmistir (isleroglu ve ark., 2012).

Gida koruyucularmin bakteriyosinlerin  inhibitdr
spektrumu lizerine az aragtirma bulunmaktadir. Bu
calismanin amaci enterosin KP’nin inhibitor aktivitesi ve
spekrumu {izerine pHBA ve propil-parabenin etkisini
belirlemektir.

Materyal ve Yontem

Mikroorganizmalar ve Besiyerleri

Bu ¢alismada, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli 0O157:H7 ve Salmonella Typhimurium test
mikroorganizmast, Enterococcus faecalis KP ise
enterosin KP {ireticisi olarak kullanilmistir. Laktik asit
bakterileri de Mann Rogosa Sharpe (MRS, Fluka), diger
bakteriler ise Brain Hearth Infusion (BHI, Merck)
besiyerinde gelistirilmistir. E. faecalis KP 32°C’de, diger
bakteriler ise 35-37°C’de gelistirilmistir. ~ Caligmada
kullanilan biitiin bakteriler -80°C’de %20 gliserol iceren
uygun besiyerlerinde muhafaza edilmistir.

Enterosin KP ’nin Hazirlanmas:

E. faecalis KP MRS besiyerine %0,1 oraninda inokiile
edilip 32°C’de 18 saat inkiibasyon islemine tabi
tutulduktan sonra bakteri kiiltiirii santriftj edilip (6000 x
g/20 dk) filtrat kism1 toplanmistir. Stipernatantin pH’s1 10
N NaOH kullanilarak 6,5’e ayarlanip 0,45 pum goézenek
capli membran filtresi ile sterilize edilmistir. Stipernatanta
yavag yavas % 40 oraninda amonyum siilfat ilave
edildikten sonra 4°C’de gece boyunca karistirilmistir.
Karisim santrifiij (4°C’de 8000 g/ 60 dk) edildikten sonra
yiizeyde ve altta biriken pelet toplanarak 10 mL sodyum
fosfat tamponunda (pH 6,5) ¢oziindiirilmistir. Bunu

2



Yildirim ve ark., | Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 2(1): 1-5, 2014

takiben 15 mL metanol/kloroform karigimu (1:2, v/v) ilave
edilerek 4°C’de 1 saat inkiibasyon islemine tabi
tutulmustur. Ornek santrifiij edildikten sonra pelet
liyofilizasyon yontemiyle kurutularak -80°C’de muhafaza
edilmistir (Moreno ve ark., 2002).

Gida Koruyuculart ve pH'’min Enterosin KP nin
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Para-hidroksi benzoik asit (%0,1, 0,2 ve 0,3) ve
propil-paraben (%0,08 ve 0,16) farkli oranlarda BHI
besiyerine ilave edildikten sonra ortamun pH’s1 6,5’¢ 4 M
HCI veya 4 M NaOH ile ayarlanmis ve membran
filtrasyonu ile sterilize edilmistir. Gida koruyucularinin
enterosin KP aktivitesi lizerine etkisini belirlemek igin
test mikroorganizmalar1 olan Staphylococcus aureus,
Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella Typhimurium
ilave edildikten (600 nm’de OD degeri 0,1) sonra
enterosin KP 1600 AU/mL diizeyinde katilmistir.
Hazirlanan o6rnekler 35-37°C’de 16 saat inkiibasyon
islemine tabi tutulmustur. Inkiibasyon isleminin belirli
araliklarinda 6rnekler alinip 600 nm’de absorbans degeri
okunmustur.

Istatistiksel analizler

Arastirmadan elde edilen veriler p<0,05 seviyesinde
varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki
farklilik ise LSD testi kullanilarak (p<0,05) belirlenmistir
(SAS, 1995).

Bulgular ve Tartisma

pHBA ve propil-paraben enterosin KP aktivitesi
iizerindeki etkisi Sekil 1 ve 2°de verilmistir. Sekil 1’de
goriildigiic tzere pHBA’min tek basma kullanildigt
orneklerde istatistiksel olarak 6nemli olmasa da indikator
bakterilerden E. coli 0O157:H7 ve Salmonella
Typhimurium gelisiminin yavasladigi ve ilave edilen
miktara bagli olarak da absorbans degerindeki azalmanin
arttigt belirlenmistir (P>0,05). pHBA enterosin KP ile
birlikte kullanildiginda aktivitesinin arttigi ve E. coli
0157:H7 ile Salmonella Typhimurium’un gelisimini gok
etkili bir sekilde azalttiklar1 belirlenmistir (P<0,01).
pHBA %0,1, 0,2 ve 0,3 diizeyinde enterosin KP ile
kombine uygulandiginda kontrol 6rnegine gore E. coli
O157:H7 absorbans degerinde ilk 30 dakikalik
inkiibasyon islemi sonunda sirasiyla %47,8, 57,2 ve 64,4,
Salmonella Typhimurium’un absorbans degerinde ise
%38,1, 50,9 ve 62,6 oraninda bir azalmaya neden
olmustur (Sekil 1). Inkiibasyon islemi (24 saat) esnasinda
da  Dbelirtilen orneklerde absorbans  degerlerinde
istatistiksel olarak ©Onemli olmasa da goreceli bir
azalmanin oldugu tespit edilmistir (P>0,05).

pHBA gibi, propil-paraben de E. coli O157:H7 ve
Salmonella Typhimurium’a karst enterosin KP’nin
aktivitesini arttirdig1 yani sinerjist etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Sadece propil-parabenin  kullanildig:
orneklerde bakterilerin gelisiminin yavasladigi, ancak

propil-paraben enterosinle kombine uygulandiginda
bakterilerin gelisiminin 6nlendigi goriilmiistiir (Sekil 2).
Propil-paraben %0,08 ve 0,16 oraninda enterosin KP ile
birlikte kullamildiginda ilk 30 dakikada sirasiyla E. coli

O157:H7 absorbans degerinde %48,2 ile %62,2,
Salmonella Typhimurium’da ise %45,0 ile %65,1
oraninda bir azalmaya neden olmustur (P<0,01).

Inkiibasyon islemi boyunca da oOrneklerin absorbans
degerlerinin az da olsa azaldigi gozlenmistir (P>0,05).
Bunlara ilaveten propil-parabenin enterosin KP’nin
aktivitesi lizerindeki sinerjist etkisinin pHBA’e gore daha

yiksek ve E. coli O157:H7’nin  Salmonella
Typhimurium’a goére daha fazla duyarli oldugu
gozlenmistir.

pHBA-enterosin KP ve propil-paraben-enterosin KP
kombinasyonlarmin  enterosin KP  bakteriyosinine
dayanikli  olan  Gram-pozitif  bakterilere etkisini

belirlemek i¢in indikator bakteri olarak gida kaynakli
patojen bir bakteri olan Staphylococcus aureus bakterisi

kullamilmistir.  Analiz sonucunda pHBA ve propil-
parabenin yalniz kullanildiklari orneklerde
Staphylococcus  aureus’un  gelisimini  yavaslattig

belirlenmistir (Sekil 3). Inkiibasyon siiresinin sonunda
kontrol Orneginin absorbans degeri (600 nm) yaklasik
2,128 iken 9%0,08 ve %0,16 propil-paraben iceren
orneklerde 1,175 ile 1,345; %0,1 ve 0,3 pHBA igeren
orneklerde ise 1,784 ile 1,154 oldugu belirlenmistir (Sekil
3). Enterosin KP+ propil-paraben ve enterosin KP+pHBA
iceren Orneklerde ise bakteri gelisiminin tamamen
onlendigi saptanmistir (P<0,01). Buradan da anlasilacagi
lizere gerek  propil-paraben gerekse pHBA
Staphylococcus aureus bakterisine karsi inhibitor etki
gostermeyen enterosin KP’nin aktivite kazanmasina
neden olmustur. pHBA %0,1, 0,2 ve 0,3 diizeyinde
enterosinle birlikte uygulandiginda kontrol drnegine gére
Staphylococcus aureus absorbans degerinde 30 dakikalik
stire sonunda %52,6, 64,9 ve 74,4; propil-paraben %0,08
ve 0,16 oraninda enterosin KP ile birlikte kullanildiginda
ise %62,4 ile %79,2 diizeyinde bir azalmaya neden
olmustur (P<0,01)(Sekil 3). inkiibasyon islemi (24 saat)
esnasinda da belirtilen 6rneklerde absorbans degerlerinde
az da olsa bir diistisiin oldugu tespit edilmistir. E. coli
0157:H7 ve Salmonella Typhimurium bakterilerinde
oldugu gibi  propil-paraben’nin  pHBA’ya  gore
Staphylococcus aureus’a karsi enterosin KP aktivitesi

tizerindeki  sinerjit etkisinin daha fazla oldugu
goriilmiistir.  Ayrica  kullanilan  test  bakteriler
kargilastirildiginda  Gram-pozitif ~ bakterilerin ~ Gram-

negatif bakterilere gore propil-paraben ve pHBA’ya daha
fazla duyarli oldugu gozlenmistir.

Propil-paraben ve pHBA’in nisin, 6zellikle de sakasin
P ve kurvasin A’nin L. innocua, Lb. curvatus, E. coli ve
Salmonella heidelberg’e kars: aktivitesini artirdigi Ganzle
ve ark. (1999) tarafindan da bulunmustur. Garcia ve ark.
(2003, 2004)’da  Na-benzoatin  enterosin  EJ97
bakteriyosinin Bacillus coagulans ve L. monocytogenes’e
kars1 aktivitesini arttirdigini saptamiglardir.
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Sekil 1. Enterosin KP’nin E. coli O157:H7 (a) ve Salmonella Typhimurium (b)’a kars1 inhibitdr aktivitesi iizerine pHBA’nin etkisi.
En, enterosin KP; pHBA, p-hidroksi benzoik asit (%0,1, 0,2 ve 0,3); OD, absorbans degeri.
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Sekil 2. Enterosin KP’nin E. coli O157:H7 (a) ve Salmonella Typhimurium (b)’a kars1 inhibitor aktivitesi {izerine propil parabenin
etkisi. En, enterosin KP; PP, propil paraben (%0,08-0,16); OD, absorbans degeri.
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Sekil 3. Enterosin KP’nin Staphylococcus aureus’a karsi inhibitor aktivitesi lizerine pHBA (a) ve propil- parabenin etkisi (b). En,
enterosin KP; pHBA, p-hidroksi benzoik asit (%0,1, 0,2 ve 0,3); PP, propil paraben (%0,08-0,16); OD, absorbans degeri.

Sonug

Gida koruyucularindan pHBA ve propil-paraben
enterosin - KP ile kombine uygulandiginda hem
bakteriyosinin aktivitesinin hem de spektrumunun arttig1
tespit edilmistir. Gida endiistrisinde biiyiilk bir sorun
yaratan Gram-negatif patojen bakterilerden E. coli
0157:H7 ile Salmonella Typhimurium ve antibiyotik
direngligi yitksek olan Gram-pozitif patojen bakteri
Staphylococcus aureus’un inhibe edilmesinde gidalarda
kullanimina izin verilen kimyasal koruyucularla enterosin
KP’nin birlikte kullanimi hurdle teknolojisinin ideal
uygulamalarindan biri olacagi disiincesindeyiz. Ayrica
enterosin KP ile kombine uygulanmasindan dolay1
kullanilacak kimyasal koruyucu madde miktar1 da
azaltilabilir.
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