JAES

Journal of Anatolian Environmental and Animal Sciences Year: 4, No: 1,2019 (16-21)
(Anadolu Cevre ve Hayvancilik Bilimleri Dergisi) Q EII
Doi: https://doi.org/10.35229/jaes.526426

Yil: 4, Sayi:1, 2019 (16-21)

ARASTIRMA MAKAL RESEARCH PAPER

Laktik Asit Bakterilerinden Kismi Saflastirilan Bakteriyosinlerin Aktivitesi
Uzerine pH, Sicaklik, Kimyasal Maddelerin Etkisi "]

Hatice Aysun MERCIMEK TAKCI" Kiviletm CAKTU GULER? Melis SUMENGEN OZDENEFE?
Aysenur OZSAVLI'  Giilcihan GUZELDAG*

Kilis 7 Aralik Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii, Kilis, Trirkiye.
: https://orcid.org/0000-0002-3388-1153, U=%: https://orcid.org/0000-0003-2042-0021
’Hacettepe Univeristesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Ankara, Tiirkiye. ‘'z https://orcid.org/0000-0002-3096-1246
SYakin Dogu Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Biyomedikal Miihendisligi Boliimii, Lefkoga, KKTC. 2): https://orcid.org/0000-0003-0804-9557
‘Cukurova Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii, Adana, Tiirkiye. "2: https://orcid.org/0000-0001-9352-6308

Received date: 02.11.2018 Accepted date: 18.02.2019

Atif yapmak i¢in: Mercimek Takel, H.A., Caktu Giiler, K., Siimengen Ozdenefe, M., Ozsavli, A. & Giizeldag, G. (2019). Laktik asit bakterilerinden kismi
saflastirilan bakteriyosinlerin aktivitesi {izerine pH, sicaklik, kimyasal maddelerin etkisi. Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, 4(1), 16-21. Doi:
https://doi.org/10.35229/jaes.526426
How to cite: Mercimek Takel, H.A., Caktu Giiler, K., Siimengen Ozdenefe, M., Ozsavli, A. & Giizeldag, G. (2019). Effect of pH, temperature and chemical
substances on the activity of bacteriocins partially purified by lactic acid bacteria. J. Anatolian Env. and Anim. Sciences, 4(1), 16-21. Doi:
https://doi.org/10.35229/jaes.526426

Oz: Bakteriler tarafindan iiretilen ribozomal antimikrobiyal peptidlerin bir cesidi olan bakteriyosinler, bakterilerin %99’undan fazlast
tarafindan iiretilmektedir. Uretici bakteri ile yakin ilisikli veya iliskisiz bakteriyel suslarin gelisimini inhibe eden bakteriyosinler, insan viicudu
i¢in zararsizdir. Patojen bakterilere karsi antibiyotiklere kiyasla yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak gida giivenlik uyugulamalar1 ve gida
korumada potansiyel antimikrobiyal ajan olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda Kilis yoresel peynirinden izole edilen laktik
asit bakterilerinin bakteriyosin tiretim kapasitesi aragtirilmistir. Bacillus cereus, Vankomisin-Direngli Enterococci (VRE) ve Staphylococcus
aureus’a kars1 antibakteriyel aktiviteli hiicre bagimli bakteriyosin iireten 3 adet laktik asit bakterisi izole edilmistir. Bakteriyosin
stispansiyonlarinin en etkili oldugu test bakterisi B. cereus’tur. Siispansiyonlarin test bakterileri iizerinde genis bir pH araliginda (pH 4-12)
aktivite gosterdigi belirlenmis olup, 40°C sicaklikta inhibitor etkinin stabilitesini korudugu goézlenmistir. Cesitli kimyasal maddeler ile 6n
inkiibasyonu takiben P2 siispansiyonunun diger siispansiyonlara karsin aktivitesini siirdiirdiigii belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Bakteriyosin, gida koruma, laktik asit bakterileri

Effect of pH, Temperature and Chemical Substances on the Activity of
Bacteriocins Partially Purified by Lactic Acid Bacteria

Abstract: Bacteriocins, one kind of ribosomal antimicrobial peptides, are produced by more than 99% of bacteria. Bacteriocins that
are inhibited the growth of bacterial strains closely related or unrelated with producer bacteria, is harmless for human body (Yang vd., 2014). It
is not extensively used against pathogenic bacteria in comparison with antibiotics. But, it is evaluated as potential antimicrobial agent in food
preservation or food safety applications. In this study, the capability of bacteriocin production of lactic acid bacteria isolated from Kilis local
cheese was investigated. 3 lactic acid bacteria producing bacteriocin showed antimicrobial activity against Bacillus cereus, Vancomycin-
resistant Enterococci (VRE) and Staphylococcus aureus were isolated. All bacteriocin suspensions were effective against B. cereus. And
bacteriocin suspensions were active a wide range of pH values (pH 4-12) and stable to 40°C heat. Following pre-incubation with the various
chemical substances, the activity of P2 suspension was determined to preserve in comparison with other bacteriocin suspensions.

Keywords: Bacteriocin, food preservation, lactic acid bacteria.
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GIRiS

Uzun raf Omriine, gilizel tat ve kokuya sahip
besinlerin hazirlanmas1 ve tiiketiciye sunulmasi gida
endistrisinin en temel islevlerindendir. Gidalarin fiziksel,
kimyasal ve mikrobiyolojik olarak uzun siire dayanikliliga
sahip olmasi i¢in gidalara ¢esitli katki maddeleri
eklenmektedir. Bu katki maddelerinin insan sagligina karsi
kanserojen ve toksik etkiye sahip olma gibi olumsuz
ozelliklerinin kesfi, gida kalitesinin arttirilmas: konusunda
dogal iiriinlere olan ilginin artmasina neden olmustur (Kurt &
Zorba, 2005).

Katkisiz ve dogal gida iriinlere olan talep,

biyokoruma yontemiyle hazirlanan gidalarin tiiketimine hiz
vermistir. Glinlimiizde gida endiistrisinde en ¢ok tercih edilen
biyokoruma yontemlerinden birisi laktik asit bakterilerinin
(LAB) fermantasyon iriinleridir. Homofermentatif ve
heterofermantatif LAB’leri; hidrojen peroksit, organik asitler,
antimikrobiyal enzimler, alkol, diasetil, hidrojen siilfiir,
karbondioksit  ve bakteriyosinler ~ gibi
metabolitlerden birini veya birkagini sentezlemektedir. Bu
metabolitler etki mekanizmalarina bagli olarak patojenler
iizerinde statik ve/veya sidal etkiye sahiptir. Ozellikle gida
patojenleri iizerinde antimikrobiyal aktivite
gostermektedirler. (Yang & Clausen, 2004; Rossland vd.,
2005; Yang vd., 2014).

LAB’lerinin fermente iriinlerinden biri olan
bakteriyosinlerin gida iiretiminde kullanilmas1 peynir tiretimi
kadar eskiye dayanmaktadir (Akko¢ vd., 2009).
Bakteriyosinler ilk kez 1925 yilinda Gratia tarafindan E.coli
S’e karst gozlenen inhibisyon ile kesfedilmistir. Kolisin
olarak adlandirilan bu bakteriyosinin aktivitesi, duyarli
hiicrelerin yilizeyindeki 6zel proteinlerin varligina bagh
oldugu 1946 yilinda Frederic tarafindan ifade edilmistir
(Giilltice vd., 2013). Yeni Zellenda’da 1933 yilinda protein
yapili bir antimikrobiyal madde tanimlandi ve 1947 yilinda
bu bakteriyosin nisin olarak adlandirilmistir. Ingiltere’de ilk
kez 1953 yilinda pazarlanan nisin o zamandan beri 48’den
fazla tilkede kullanilmasi igin onaylanmustir.
Bakteriyosinlerin gida endiistrisinde kullanim1 i¢in 1969
yilinda biiyiik bir adim atilmig ve Ortak Gida ve Tarim
Orgiitii/Diinya Saglik Orgiitii Gida Katki Maddeleri Uzman
Komitesi tarafindan gidalarda kullanimi gilivenli olarak
degerlendirilmigtir. Avrupa’da 1983 yilinda gida katki
maddesi listesine E234 numarasi ile eklenmis ve 1988’de
pastorize edilmis peynir ¢esitlerinde kullanilmast ABD Gida
ve Ilag Ajansi (FDA) tarafindan onaylanmistir (Cotter vd.,
2005; Parada vd., 2007).

Gidalarda sagladigi antimikrobiyal etki sayesinde
kimyasal hatta ¢ogu zaman zararli sayilan katki maddelerinin
yerini alan bakteriyosinler, gram pozitif ve gram negatif
bakteriler tarafindan {retilmektedir. Protein yapidaki
bakteriyosinler gidalar ile insan viicuduna alindiginda,
proteazlarla kolaylikla sindirilebilmektedir (Yang vd., 2014).
Bu o6nemli ayricaliginin yami sira tatsiz, kokusuz, renksiz
olmalar1 ve ayn1 zamanda da pH ve sicaklik toleransina sahip
olmalar1 kullanim alanlarin1 da arttirmugtir (Kurt & Zorba
2005; Seckin, 2010; Giilliice vd., 2013). Bakteriyosinlerin

reuterin,
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nispeten genis antimikrobiyal spekturuma sahip olmalar1 ve
gida kaynakli bozulmalara karst direngli yapis1 gida
endiistrisinde kullanilma nedenleri arasinda gelmektedir
(Giilliice vd., 2013). Hayvan yemlerinde de antibiyotik yerine
bakteriyosinlerin ~ kullaniminin, enfeksiyonlarin
durdurulmasint sagladigi hem de hayvanlarda ¢oklu ilag
direncinin geligmesini engelledigi gdzlenmistir (Ustiindag &
Ozdogan, 2011; Yang vd., 2014). Baz1 arastirmacilar kanser
tedavisinde de bakteriyosinlerin tiimdr hiicrelerine Kkarsi
aktivite gosterdigini belirtmiglerdir (Yang vd., 2014).

Bu caligmanin amaci, Kilis yoresinden elde edilen
geleneksel {retilmis beyaz peynirlerden laktik asit
bakterilerinin izolasyonu ve bu bakterilerden antimikrobiyal

hem

aktiviteye sahip bakteriyosinlerin  {iretimi ve gida
endiistrisinde kullanilabilirliginin arastirilmasidir.
MATERYAL ve METOT
Laktik  Asit Bakterilerinin  Izolasyonu: XKilis

bolgesinde geleneksel yontemlerle iiretilmis beyaz peynir
ornekleri laktik asit bakterilerini izole etmek igin
kullanmilmustir. ~ Steril  fizyolojik tuzlu (%0.9 NaCl)
diliisyonlarmdan (1073, 10 ve 107) 100 pL 6rnek Neutral
Red Chalk Lactose Agar’a (NRCLA: et peptonu 3.00 g/L; et
oziiti 3.00 g/L; maya oziti 3.00 g/L; laktoz 10.00 g/L;
kalsiyum karbonat 15.00 g/L; ndtral kirmizis1 0.05 g/L; agar
agar 15.00 g/L; pH 6.8+0.2) inokiile edilmistir. GasPak
anaerobik sistem kullanilarak plaklar 30°C’de inkiibe
edilmistir (Ogunbanwo vd., 2003).

Bakteriyosin Ureten LAB’larin Secimi: Nutirent

agar plaklarinda gelistirilen bakterilerin, bakteriyosin iiretip
iiretmediklerinin  belirlenebilmesi i¢in segilen izolatlar
Mueller-Hinton (MHA) agar plaklarina nokta seklinde
inokiile edilerek 24 saat 30°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonu takiben Luria Bertani (LB) buyyonda 24 saat
gelistirilen test bakteri kiiltlirlerinin  (Bacillus
Vankomisin-Direngli Enterococci (VRE) ve Staphylococcus
aureus) 100 pL’si %0.7 agar iceren 5 mL’lik LB buyyona
aktarilmistir. Karigim Mueller Hinton plaklar {izerine
dokiilerek 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda etrafinda test bakterilerinin tiremedigi seffaf
zonlar goriilen laktik asit bakterileri segilerek stoklanmigtir
(van Belkum vd., 1989). LAB’lar Nutrient agar iceren egik
kat1 seklinde hazirlanmig besi ortamlarinda karakterizasyon
calismalarinda kullanilmak {izere +4°C’de buzdolabinda
muhafaza edilmistir.

cereus,

Bakteriyosinin Kismi Saflastirdmasi: Kiiltiirler
santrifiij (5500 rpm 60 dak +4°C) edilerek hiicreler
uzaklastirilmistir. Siipernatantin pH degeri NaOH ile 7’ye
ayarlanmistir. %50 oraninda amonyum siilfat eklenerek
4°C’de 24 saat karigtirtlmigtir. Karisim ayni kosullarda
santrifuj edildikten sonra pelletler toplanarak 25 mL (pH 7)
0.05 M potasyum fosfat tamponunda siispanse edilmistir. 15
mL metanol/kloroform (1:2 v/v) kansimi ilave edilerek
4°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Kismi saflastiriimig
bakteriyosin siispansiyonu aktivite testlerinde kullanilmigtir
(Moreno vd., 2003).
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Bakteriyosin Aktivite Testi: Nutrient Broth (NB)
buyyonda gelistirilmis kiiltiirlerin 100 uL’si 4 mL %0.6 agar
iceren yumusak nutrient agar ile karistirilarak daha 6nceden
hazirlanan MHA plaklarina inkiibe edilmistir. Yar1 kat1 agar
donduktan sonra kaba bakteriyosin siispansiyonun 10 pL’si
inokiile edilmistir. 37°C’de 24-48 saatlik inkiibasyon sonrasi
bakteriyosinlere yonelik 2 mm ve daha fazla seffaf zon
caplar1 pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Ivanova vd.,
2000).

Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine, Sicaklik, PH,
Kimyasal Maddelerinin Etkisinin Arastirilmasi:

Isu Islemin Etkisi: Kaba bakteriyosinin 1s1
stabilitesini belirlemek amaciyla bakteriyosin 6rneginin 100
pL’si 40, 50, 60, 70 ve 80°C’de 15 dak bekletilerek oda
sicakligma sogutulduktan sonra bakteriyosin Orneklerinin
antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir (Ivanova vd., 2000;
Sarika vd., 2010).

Kimyasal Maddelerin Etkisi: Bu amacgla, 10 pL
bakteriyosin 10 pL organik ¢dziciiyle (formaldehit,
kloroform, aseton, metanol, etanol, hekzan ve etil eter)
eppendorf tiipte karistirilarak oda sicakliginda 1-4 saat
bekletilmistir. Farkli organik ¢oziiciilere maruz birakilan
bakteriyosin 6rnegi ile aktivite testi yapilmistir (Ivanova vd,
2000; Sarika vd, 2010). Bakteriyosin siispansiyonuna SDS ve
Triton X-100 deterjanlart1 %1, 5.0 mM konsantrasyonda
EDTA ilave edilerek 37°C’de 5 saat inkiibe edilmistir. Ve bu
siirenin sonunda bakteriyosin Orneklerinin antimikrobiyal
aktiviteleri belirlenmistir (Ivanova vd., 2000; Sarika vd.,
2010).

PH Etkisi: Kaba bakteriyosin soliisyonu, 1N’lik
NaOH ve 5 M’lik fosforik asit kullanilarak son hacimler esit
olacak sekilde pH’lar1 4’den 12’ye kadar ayarlanarak oda
sicakliginda 2 saat bekletildikten sonra 6rneklerin pH’s1 7’ye
ayarlanip aktiviteleri belirlenmistir (Ivanova vd., 2000;
Sarika vd., 2010).

BULGULAR ve TARTISMA

Yoresel beyaz peynir Orneklerinden Neutral Red
Chalk Lactose Agar (NRCLA) besi ortaminda inokiilasyonu
takiben kolonilerinin etrafinda seffaf zonlar gbzlenen suslar
laktik asit bakterileri olarak belirlenmistir (Sekil 1).

agardaki karakteristik davranisi

Bu karakteristik ozelligi gosteren sadece 3 adet
bakteri kolonisi secilmistir. P2, P3 ve P4 olarak
isimlendirilen bu suslarin gram davranist ve biyokimyasal
aktiviteleri temel alinarak tiplendirilmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Laktik asit bakterilerinin biyokimyasal testlerle
tanimlanmasi.
A Mikroorganizma
Biyokimyasal testler P2 P2 P2
Gr davranist + + +
Morfolojisi Kok Kok Kok
Katalaz - - -
30°C’de gelisme + + +
9%6.5 NaCl ve 30°C’de gelisme
%4 NaCl ve 30°C’de gelisme
pH 9.6 30°C’de gelisme - - -
45°C/40°C de gelisme -/- -/- -/-
Sitrat fermentasyon - - -
Arjinin hidrolizi

Peynirden izole edilen P2, P3 ve P4 laktik asit
bakterilerinin  Tablo 1°de mikroskobik  ve
biyokimyasal testlerin sonuglarina gore, gram pozitif laktik
asit bakterilerini igeren Lactobacillales takimina ait oldugu
soylenebilmektedir. Ancak c¢alismamizda devam edilecek

verilen

molekiiler teknikler ile Dbakterilerin tiplendirilmesine
tamamlanacaktir.
P2, P3 ve P4 suslarindaki hiicre bagiml

bakteriyosinlerin test bakterilerine kars1t (Bacillus cereus,
Vankomisin-Direngli Enterococci (VRE) ve Staphylococcus
aureus) inhibitdr aktivitesi "sandwich yontemi” ile
incelenmistir (Sekil 2).

.27

N

Sekil 2. Hiicre bagimli bakteriyosinlerin test bakterileri lizerinde
olusturdugu inhibitor etkisi

Bu izolatlar tarafindan iretilen hiicre bagiml
bakteriyosinlerin test bakterilerine karsi gosterdigi aktivite,
mm cinsinden inhibisyon zon ¢api olarak belirlenmistir
(Tablo 2). Diyarel ve emetik olmak iizere iki gida kaynakli
hastalik tablosu gosteren B. cereus igin et, siit, piring,
pudingler, pastalar, sebzeler, baliklar, makarnalar ve peynir
riskli gidalar arasinda yer almaktadir. Mide bulantisi, kusma
ve sulu diyare ile karakterize edilen B. cereus kaynakli bu
hastaliklarin ¢ogu kendiliginden gegen, kisa siireli ve orta
siddetlidir (Incili vd., 2015). S6z konusu bu bakteriye karsi
P2 ve P3 hiicre bagimli bakteriyosinlerin 21 ve 20 mm
inhibisyon zonlu antibakteriyel aktivite P4 susunda
gozlenenden daha aktiftir (14 mm).

Tablo 2. Hiicre bagimli bakteriyosinlerin test bakterilerine karsi
antimikrobiyal aktivitesi.

Inhibisyon zon ¢aplari (mm)
Test bakterileri

P2 P2 P2
B. cereus 21 21 21
VRE 20 20 20
S. aureus 19 19 19

VRE klinik olarak 6nemli van A tip vankomisin
direncli Enterococcus faecium gibi direng genlerini igeren
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bakteriyel tiirlerin ¢esitli kombinasyonlarint igermektedir.
Geligim destegi igin avoparsin analogu vankomisinin genis
kullanimu ile ¢iftlik hayvanlar1 arasinda VRE bulunma siklig
artmaktadir (Nilsson vd., 2012). Bu hayvanlardan elde edilen
ve halk sagligin1 olumsuz etkileyen gida tiriinleri ile VRE’nin
insanlara ulagmasi s6z konusudur. Gida kaynakli hastaliklarin
yant sira beta-laktamlara ve aminoglikozidlere yiiksek
diizeyde direng gosteren Vankomisin-direngli Enterococci
hastane kaynakli enfeksiyonlarda da potansiyel bir firsatci
patojendir. Bu nedenle c¢alismamizda ortalama 20-23 mm
inhibisyon zon ¢api araliginda belirlenen antimikrobiyal
aktivite ile hiicre bagimli bakteriyosinlerin Vankomisin-
direngli Enterococci iizerindeki gozlenen inhibitér etkisi
6nem arz etmektedir.

Gida pastdrizasyonu islemlere
dayanikli enterotoksin iireten S. aureus; et ve siit lrtinleri,
balik, patates, salata soslari, mayonez, puding ve makarna
gibi yiyeceklerde yaygin olarak goriilmektedir (Kiigiikgetin
& Milci, 2007). Urettigi sitotoksinler ve yogun antibiyotik
direnci sebebi ile 3. dereceden bakteriyemi sebebi olup,
pndémoni ve endokardit gibi ciddi hastane enfeksiyonlarina da
neden olmaktadir. Bakteriyosin iretici suslarimizda 13-19
mm zon ¢api ile en diigiikk inhibitor etki Staphylococcus
aureus’a karsi rastlanmis olsa da gbzlenen inhibisyon farkli
ajanlar ile kombine edilerek gelistirilebilir potansiyele
sahiptir.

Kismi saflagtirilmig bakteriyosin siispansiyonlarinin
cesitli kimyasal ve fiziksel ajanlar ile etkilesimi sonucu test
bakterileri iizerindeki inhibisyon etkisi Tablo 3, 4 ve 5’te
verilmisgtir.  Sonuglarimiza gére kismi  saflastirilmig
bakteriyosinlerin inhibitor etkisi, bakteri slispansiyonun elde
edildigi laktik asit bakterilerine, 6n muamele kosullarina ve
test edilen bakteri tiirlerine gore degisiklik gostermistir.

sirasindaki  1s1l

Tablo 3. B. cereus lizerinde kismi saflastirilan bakteriyosinin mm
cinsinden inhibitor etkisi.

Kimyasal Maddeler Bakteriyosin siispansiyonlari
P2 P3 P4
Triton X-100 11 13 8
SDS 12 8 7
EDTA 9 6 3
Formaldehit ¥ - =¥
Aseton -* 4 7
Kloroform =¥ ¥ 3
Metanol 8 6 -
Etanol -* 11 9
Hekzan 3 ¥ =¥
Etil eter - -* -*
pH
pH 4 _k % _k
pH6 5 5 6
pH 8 13 10 12
pH 10 9 8 8
pH 12 11 11 13
Sicaklhik
40°C 11 5 -
SOOC % 3k ¥
600C %k %k _k
70°C %k %k _k
800C = % ¥

-*: [nhibisyon zonu gozlenmemistir.
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Bakteriyosinlerin 50 ve 80°C arasindaki sicakliklar
ile 6n muamele sonucunda test bakterileri iizerinde inhibitér
etkisini kaybettigi, ancak 50°C’de 6n inkiibasyon sonucu
sadece P3 laktik asit bakterisinden elde edilen bakteriyosinin
5 mm zon cap1 ile B. cereus’a kars1 aktivite gostermistir
(Tablo 3). Bakteriyosinlerin test bakterileri iizerinde etkili
oldugu sicaklik 40°C’dir. Bu sicaklikta P4 bakteriyosin
stispansiyonu B. cereus bakterisine karsi inhibitor aktivitesini
kaybederken, siispansiyonlarmn 12-15 mm zon c¢ap1 ile en
etkili oldugu sus VRE’dir. Protein yapidaki bakteriyosinlerin

40°C  iizerindeki  sicakliklarda  molekiiler  yapisinin
bozulmasimna bagli olarak aktivitesini kaybettigi ifade
edilebilmektedir.

Tablo 4. S.aureus iizerinde kismi saflastirilan bakteriyosinin mm
cinsinden inhibitdr etkisi

Kimyasal Maddeler Bakteriyosin siispansiyonlari
P2 P3 P4

Triton X-100 6 7 6
SDS 6 6 6
EDTA 6 5 ¥
Formaldehit =¥ -* -*
Aseton 4 6 3
Kloroform - =¥ =¥
Metanol 10 2 8
Etanol =¥ =¥ =¥
Hekzan =¥ =¥ =¥
Etil eter =¥ =¥ =¥
pH

pH 4 % _k _k
pH 6 10 11 10
pH 8 7 6 =¥
pH 10 _% _% _%
pH 12 _% _% _%
Sicakhk

40°C 2 5 5
50°C ¥ 5 -
600C %k % %
700C % % %
800C _k %k %k
-*: Inhibisyon zonu gézlenmemistir

pH’s1 10-12’ye ayarlanmis bakteriyosin

siispansiyonlart VRE ve S. aureus, pH’st 4’e ayarlanmis
bakteriyosin siispansiyonlar1 ise B. cereus ve S. aureus’a
kargi aktivite gosterememistir. VRE’ye karsi gézlenen en
yiiksek inhibitér etki 17 mm zon c¢ap1 ile pH’st 8’e
ayarlanmis P2 bakteriyosin siispansiyonunda belirlenmistir.
P3 ve P4 siispansiyonun gosterdigi inhibisyon etki 10 ve 15
mm’dir (Tablo 3 ve 4). Diger kimyasal maddeler ile
kiyaslandiginda sadece aseton ile on muamele sonucu
bakteriyosin siispansiyonlarinin VRE iizerinde etkisini 7-9
mm zon ¢api ile korudugu belirlenmistir (Tablo 5).

S. aureus’a kars1 pH’s1 6’ya ayarlanmis bakteriyosin
siispansiyonlarmin  aktiviteleri (10-11 mm) diger pH
degerlerine gore yiiksektir. Triton X-100, SDS ve EDTA gibi
deterjanlar ile 6n muameleyi takiben, sadece P4
stispansiyonu EDTA ile biyolojik aktivitesini kaybederken
diger siispansiyonlarin 5-6 mm zon capi ile stabilitesini
korudugu saptanmistir. Metanol ile 6n inkiibasyon sonucu
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ayni test bakterisine karst P3 silispansiyonun inhibisyon
aktivitesi 2 mm olarak gdzlenirken, P2 ve P4 siispansiyonu
sirastyla 10 ve 8 mm’dir.

Tablo 5. VRE iizerinde kismi saflastirilan bakteriyosinin mm
cinsinden inhibitor etkisi

Kimyasal Maddeler Bakteriyosin siispansiyonlari
P2 P3 P4
Triton X-100 -* =¥ =¥
SDS % 3k %
EDTA -¥ -* -*
Formaldehit =¥ =¥ =¥
Aseton 9 7 8
Kloroform -* -* -*
Metanol =¥ =¥ =¥
Etanol -* =¥ -*
Hekzan -* -* -*
Etil eter =¥ -* =¥
pH
pH4 5 4 6
pH 6 5 6 4
pH 8 17 10 15
pH 10 _k _% _%
pH 12 _% * *
Sicakhik
40°C 15 13 12
SOOC % 3k ¥
600C %k %k _k
700C % % ¥
SOOC % 3k %k

-*: [nhibisyon zonu gozlenmemistir

Diger test bakterilerine kiyasla B. cereus’a karsi
bakteriyosin siispansiyonlarini genis bir pH araliginda (pH 6-
12) aktivitelerini korudugu belirlenmistir. 13 mm zon ¢api ile
en yliksek inhibisyon pH’s1 8 ayarlanmis P2 ve pH’s1 12’ye
ayarlanmis P4 siispansiyonlarinda gézlenmistir. Triton X-100
deterjani ile 6n muamale sonucunda P3 siispansiyonu 13 mm
zon ¢api ile en yiiksek inhibitor etkiye sahiptir.

pH sonuglarimiz1 destekler nitelikte, E. faecium P21
tarafindan tretilen enterosin A ve B’nin pH 2-11 aralifinda;
E. faecium JCM 5804T tarafindan iiretilen bakteriyosin ise
genis pH araliginda (pH 2-10) aktivitesini siirdiirmiistiir
(Bilgin, 2008). Bayram ve Yildirim, (2016) beyaz peynirden
elde edilen faecium’dan  elde edilen
bakteriyosinin de pH 2-10 araliginda biyolojik aktivitesini
stirdiirdiigiinii belirtmiglerdir.

Deterjanlar (SDS ve Triton X-100) ile 6n muamele
sonucunda  bakteriyosin  siispansiyonlarinin  diger
bakterilerine karsin en yiiksek antibakteriyel aktivitesi B.
cereus’a kars1 ortaya konmustur. Hekzan ile 6n muamele
sonucunda sadece P2 siispansiyonun aktivitesini B. cereus’a
kars1 korudugu belirlenmistir. Karakterizasyon verilerine
dayanarak kismi saflastirilmis bakteriyosinlerin en etkili
oldugu test bakterisi B. cereus’tur.

Ancak bakteriyosinlerin  6zellikle de nisinin
endosporlarin germinasyonunu engelledigi bilgisi (Kurt ve
Zorba, 2005) en yiiksek inhibitor etkinin B. cereus’a kars
gozlendigini aciklamaktadir. S. aureus ve B.cereus’a karsi
gbzlenen sonuclarimiza benzer sekilde E. mundtii ST15’den
elde edilen bakteriyosinin Triton X-100, SDS ve EDTA
tarafindan inaktive olmadig1 rapor edilmistir (Bilgin, 2008).

Enterococcus

test
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Konsantrasyona bagli olarak kimyasal maddelerin
etkisinin incelendigi c¢alismada ise Bayram ve Yildirim,
(2016) %25°1ik etanol, metanol, etil eter, kloroform, hekzan
ve %40 formaldehit ile 6n muamele sonucunda ¢alismamizi
destekler nitelikte bakteriyosin siispansiyonlarinin bazilarinin
stabilitesini korudugu ortaya konmustur.

SONUC

Sonug olarak hiicre bagimli bakteriyosinlerin kismi
saflastirilma ve fiziksel/kimyasal 6n muameleler sonucunda
aktivitelerinin azaldigi gozlenmektedir. Bu sebeple kismi
saflagtirilmig bakteriyosinlerin dogrudan gida katki maddesi
olarak kullanimina nazaran bakteriyosin sentezleyen P2, P3
ve P4 laktik asit bakterilerinin rekabetci kiiltiir olarak gidaya
aktarilmasi ve/veya gidanin koruyucu ambalaj materyali ile
kombine antimikrobiyal biyofilmlerde
Onerilebilmektedir.
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