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OZET

TAZE SIGIR ETINDE Listeria monocytogenes ve Escherichia coli 0157:H7’ye
KARSI Lactococcus lactis spp. lactis BZ’NIN BiYOKORUYUCU KULTUR
OLARAK KULLANILMASI

SAKIN, Tuba

Nigde Universitesi
Fen Bilimleri

Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danigsman : Prof.Dr. Zeliha YILDIRIM
Temmuz, 2014, 62 sayfa

Bu ¢alisma bakteriyosin iireten Lactococcus lactis spp. lactis BZ’nin taze sigir etinin
mikrobiyolojik kalitesine etkisi ile ete inokiile edilen Listeria monocytogenes ve
Escherichia coli O157:H7’e karsi antimikrobiyal etkisini ortaya koymak amaciyla
gerceklestirilmistir. Bu amagla, et 6rneklerinin yiizeyi yaklasik 107108 kob/ g diizeyinde
Lactococcus lactis spp. lactis BZ ile muamele edildikten sonra buzdolabi sicakliginda
(4-6°C) 12 giin siireyle depolanmistir. Depolamanin belirli periyotlarinda alinan et
orneklerinde toplam psikrotrof aerobik bakteri ve toplam koliform bakteri sayimlar
yapilmustir. Ayrica et drneklerinin pH ile L*, a* ve b* degerleri de belirlenmistir. L.
lactis spp. lactis BZ’ nin kontaminasyon esnasinda, kontaminasyondan 6nce veya sonra
L. monocytogenes (yaklasik 10* kob/g) ve E. coli O157:H7 (yaklasik 10* kob/g)'ye
kars1 antibakteriyal aktivitesi de belirlenmistir. Bu amagla L. lactis spp. lactis BZ,
patojen bakteriler ile ayn1 anda veya patojen bakterilerin ilavesinden 24 saat dnce veya

sonra et Orneklerine inokule edilmistir.



L. lactis spp. lactis BZ taze sigir etine 8,01 log kob/g diizeyinde uygulandiginda toplam
psikrotrof aerobik bakteri ve toplam koliform bakterilerin gelisimini yavaslatarak taze
sigir etinin mikrobiyolojik kalitesini iyilestirdigi belirlenmistir. L. lactis spp. lactis BZ
igeren ve igermeyen biitiin 6rneklerin pH degerlerinin depolama siiresince arttigi, renk
(L*, a* ve b*) degerlerinin ise azaldigi saptanmistir. Ancak, L. lactis spp. lactis BZ
iceren et orneklerinde pH degerlerinin kontrol 6rnegine gore daha yavas bir sekilde

arttig1, renk (L*, a* ve b*) degerlerinin ise daha yavas bir sekilde azaldig1 gozlenmistir.

L. lactis spp. lactis BZ, L. monocytogenes veya E. coli O157:H7’nin kontaminasyonu
esnasinda, kontaminasyonundan 24 saat dnce veya sonra ete inokule edildiginde patojen
bakterilerin gelisimini 6nledigi belirlenmistir. Buzdolabinda muhafazanin 3. giinlinden
itibaren L. lactis spp. lactis BZ ile muamele edilen biitiin et Orneklerinde L.
monocytogenes sayisinin sayilamayacak diizeyin altina diistigi gozlenmistir. E. coli
O157:H7 sayist ise kontaminasyondan 24 saat 6nce L. lactis spp. lactis BZ ile muamele
edilen 6rnekte depolamanin 3’iincii, patojen bakteri ile ayn1 anda veya patojen bakteri
ilavesinden 24 saat sonra L. lactis spp. lactis BZ uygulanan et orneklerinde

depolamanin 5’inci giiniinden itibaren sayilamayacak diizeye indigi saptanmustir.

Sonug olarak, bakteriyosinojenik L. lactis spp. lactis BZ koruyucu kiiltiir olarak
kullanildiginda taze sigir etinin raf Omriinli, mikrobiyolojik kalitesi ve giivenligini
iyilestirdigi belirlenmistir. Ayrica, L. monocytogenes veya E. coli O157:H7’nin
kontaminasyonu esnasinda, kontaminasyonlarindan 24 saat Once veya sonra ete
uygulandiginda patojen bakterilere kars1 kuvvetli antibakteriyal aktivite gosterdigi de

saptanmuistir.

Anahtar Sozciikler . Biyokoruyucu, Lactococcus lactis spp. lactis, et, patojenler



SUMMARY

APPLICATION OF Lactococcus lactis spp. lactis BZ AS A BIOPROTECTIVE
CULTURE IN RAW BEEF MEAT AGAINST Listeria monocytogenes and
Escherichia coli 0157:H7

SAKIN, Tuba
Nigde University

Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Food Engineering
Supervisor : Professor Dr. Zeliha YILDIRIM
July, 2014, 62 pages

The aims of this study were to determine the effect of bacteriocinogenic Lactococcus
lactis spp. lactis BZ on the microbiological quality of fresh beef meat and to investigate
its antimicrobial activity against Listeria monocytogenes or Escherichia coli O157:H7
inoculated into beef meat. For this purpose, the surface of raw beef meat was
inoculated with L. lactis spp. lactis BZ at the level of 107-10% cfu/g and kept at
refrigeration temperature for 12 days. Total psychrotrophic aerobic bacteria and total
coliform bacteria counts were determined in beef meat samples at certain storage
periods. Also, pH, L*, a* and b* values of the meat samples were evaluated.
Furthermore, antibacterial activity of L. lactis spp. lactis BZ on L. monocytogenes
(approximately 10* cfu/g) or E. coli O157:H7 (approximately 10* cfu/g) during
contamination, before or after contamination was examined. To this end, meat samples
was inoculated with L. lactis spp. lactis BZ and L. monocytogenes or E. coli O157:H7
simultaneously and inoculated with L. lactis spp. lactis BZ 24 h before or after the

pathogen addition.
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It was found that application of L. lactis spp. lactis BZ at the level of 8.01 log cfu/g
improved the microbiological quality of raw beef meat by reducing the growth of
indigenous total psychrotrophic aerobic bacteria and total coliform bacteria. During
storage period, pH values of all meat samples with or without L. lactis spp. lactis BZ
were increased, but their color (L*, a* and b*) values were decreased. However, pH and
color (L*, a* and b*) values of meat samples containing L. lactis spp. lactis BZ

decreased or increased very slowly compared to the control sample, respectively.

The simultaneous inoculation of L. lactis spp. lactis BZ with pathogens or inoculation
of L. lactis spp. lactis BZ 24 h before or after pathogens addition prevented the growth
of L. monocytogenes or E. coli O157:H7 in the meat samples. The viable cells of L.
monocytogenes were not detected at the 3™ day of refrigerator storage in all meat
samples exposed to L. lactis spp. lactis BZ. The viable cells of E. coli O157:H7
decreased to non-detectable level at the 3™ day of refrigerator storage in the meat
samples contaminated with the pathogen 24 h after addition of L. lactis spp. lactis BZ
while E. coli O157:H7 viable cells were not detected at the 5™ day of storage in meat
samples inoculated with L. lactis spp. lactis BZ and the pathogen simultaneously or
inoculated with L. lactis spp. lactis BZ 24 h after addition of the pathogen.

In conclusion, it was observed that the usage of bacteriocinogenic L. lactis spp. lactis
BZ as a protective culture improved the storage life, the microbiological quality and
safety of raw beef meat. In addition, L. lactis spp. lactis BZ showed strong antibacterial
activity against L. monocytogenes or E. coli O157:H7 when applied during the
contamination of both pathogens into meat samples or 24 h before or after

contamination of the pathogens.

Keywords: Biopreservation, Lactococcus lactis spp. lactis, meat, pathogens
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BOLUM I
GIRIS

Sigir eti, kasaplik hayvanlarin iskelet kaslarindan elde edilen bir gida maddesi olup,
gerek besin degeri gerekse 6zel tat ve kokusu ile insan beslenmesinde onemli bir yer
tutmaktadir. Etin raf omrii iizerinde; depolama sicakligi, oksijen varligi, nem, endojen

enzimler, 151k ve en dnemlisi mikroorganizmalar etkili olmaktadir (Zhou vd., 2010).

Et kimyasal bilesiminden dolay1r mikroorganizmalarin gelismesi i¢cin miikemmel bir
ortam olusturmaktadir. Dolayistyla taze et mikrobiyolojik bozulmalara kars1 en duyarl
gidalar arasinda yer almaktadir. Etin baglangi¢c mikroorganizma sayis1 ve tiirii hayvan
sagligina, kesim sirasinda hayvanin fizyolojik durumuna, kesim ve islenmesi sirasindaki
kosullara (kontaminasyon diizeyine) bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Kesim ve
karkasin islenmesi sirasinda hijyene dikkat edilmesi ve yeterli sogutma yapilmasi et
Kalitesi ve gilivenligine katki saglamaktadir. Karkas kesim isleminden sonra taze ette
patojen ve bozulma etmeni mezofil, psikrofil ve psikrotrof mikroorganizmalar
bulunabilmektedir. Patojen bakterilerin ¢ogu mezofil oldugu i¢in yapilan 6n sogutma
islemiyle bunlarin ette risk olusturmasi 6nlenebilmektedir. Ancak, psikrofil olan patojen
ve bozulma etmeni mikroorganizmalarin risk olusturmas: sogutma islemi ile
onlenememektedir. Bundan dolayr mikrobiyal gelisimi onlemek veya kontrol altina
almak i¢in 1yl Uretim uygulamalar1 ile uygun muhafaza yOntemlerinin birlikte
kullanilmasi gerekmektedir (Fiorentini vd., 2001; Castellano vd., 2008; Nychas vd.,
2008; Fung, 2010).

Yeterli hijyen Onlemleri alinmadiginda taze sigir etinde Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Campylobacter
jejuni, Campylobacter coli, Yersinia enterocolitica, Clostridium perfringenes,
Staphylococcus aureus ve Aeromonas hydrophila gibi patojen bakterilerin bulunmasi
s06z konusudur. Ete bulagan mikroorganizmalar hizla ¢ogalirlar ve et {iriinlerinin gercek
florasin1 olustururlar. Boylece insan saglhigini tehdit edebilmekteler ve hatta Sliimle
sonuclanan vakalara neden olabilmektedirler. Gidalarin neden oldugu hastaliklar
arasinda et ve et {irlinleri % 70’lik paya sahiptir (Mbandi ve Shelef, 2002; Datta vd.,
2012).

13



Gram-pozitif, cubuk seklinde, spor olusturmayan, psikrofil, intraseliiler ve gida kaynakli
firsat¢1 patojen bir bakteri olan Listeria monocytogenes, listerioz adi verilen gida
enfeksiyonuna neden olmaktadir. Listerioz hastaligi beyin zari iltihabina veya kan
zehirlenmelerine yol agabilmektedir. Listerioz agisindan yiiksek risk altindaki gruplar
hamile kadimnlar, yeni dogan bebekler, yashilar ve bagisiklik sistemi zayif olan
insanlardir. Listerioz vakalarin %25-30’unun 6liimle sonuglandigi belirlenmistir.
Listeriozinin belirtileri menenjit, septisemi, gebelerde diisiik veya 6lii dogum ve lokal
enfeksiyonlardir (McLauchlin vd., 2004; Liu, 2006; Orsi vd., 2011). L. monocytogenes
gida zincirine tasiyict hayvanlarin trlinleri ve digkilan ile girebilmektedir (Denny ve
McLauchlin, 2008). Listerioz enfeksiyonlarinda en ¢ok rol oynayan gidalar taze et ve et
iiriinleri, ¢ig siit ve siit {riinleri, sebzeler ve deniz iriinleridir. Bu {riinlerde diisiik
sicakliklarda bile gelisebildiginden imhasi i¢in hizli ve uygun bir metot uygulanmadigi
stirece Ozellikle et endiistrisi icin bir tehdit olusturmaktadir. L. monocytogenes spor
olusturmayan bakteriler icinde dondurma, kurutma ve 1s1l islemlerin yok edici etkilerine
kars1 oldukca direncli oldugundan gida islenmesi sirasinda cevresel ve gida kaynaklh
faktorlerle kontrolii ve imhasi biraz daha zordur (Chaturongakul ve Boor 2006; Chan
vd., 2007). Diger gida kaynakli patojen bakterilerle karsilastirildiginda L.
monocytogenes’in pastorizasyon sicakligi ile imha oldugu belirtilmesine karsin son
zamanlarda bu bakterinin 1s1l isleme dayanikliligir hususunda celigkiler bulunmaktadir.
Bazi kaynaklarda spor olusturmayan bakteriler iginde en yiiksek termotolerant bakteri

oldugu belirtilmektedir (Jemmi ve Stephan, 2006).

Enterobacteriaceae familyasinin Escherichia cinsi igerisinde yer alan Escherichia coli,
gram negatif, katalaz pozitif, oksidaz negatif, fakiiltatif anaerobik, kisa cubuk sekilli,
hareketli ve hareketsiz suslar1 da olan bir bakteridir. E. coli insan bagirsak sisteminde
baskin olarak bulunan patojen olmayan fakiiltatif floray1 olusturmaktadir. Ancak, bazi
E. coli suslar1 gastrointestinal, idrar yollar1 ve merkezi sinir sisteminde hastaliklara ve
septisemiye neden olmaktadir. E. coli serotiplerinden patojenitesi en yiiksek olan
enterohemorajik (EHEC) grupta yer alan E. coli O157:H7’dir. E. coli O157:H7 hem ¢ok
diisiik dozlarda insanlarda akut hastaliklara neden oldugundan hem de dogada cok
yaygin olarak (hayvanlar, toprak, su) bulundugundan gida endiistrisinde en c¢ok
karsilasilan mikrobiyolojik problemlerden birisidir. E. coli O157:H7’nin ekolojisi tam

olarak bilinmemesine karsin insan E. coli enfeksiyonlari1 direkt olarak hayvanlardan,
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insandan insana ve kontamineli gidalardan gegebilmektedir (Bell, 2002). Gidalarda E.
coli O157:H7’nin kontrolii spesifik 6zelliklerinden dolayr olduk¢a zordur. Isil isleme
duyarhilig1 diger enterobakterilere benzemesine karsin asidik pH’lara karsi oldukca
toleransli bir patojendir (Leyer vd., 1995; Jordan vd., 1999). EHEC agisindan riskli
gidalar ¢ig veya yeterli 1s1] islem uygulanmamus siit ve siit iiriinleri, et ve et {iriinleri ile

elma suyudur (Steele vd., 1982; Besser vd., 1993; Zhao vd., 1993; Mead vd., 1999).

Ozetle, L. monocytogenes ve E. coli O157:H7 dogada yaygin olarak bulunduklarindan,
disiik sicaklikta gelisebildiklerinden, gida ve gidanin temas ettigi yiizeylere
tutunabildiklerinden gida endiistrisi i¢in 6nemli sorunlarin kaynagi konumundadirlar.
Ayrica patojenitesi ve mortalite oranlar yiiksek oldugundan birg¢ok iilke dahil olmak
lizere bizim llkemizde de sifir toleranshi bakteriler olarak degerlendirilmektedirler

(Thevenot vd., 2006; Orsi vd., 2011).

Bilingli tiiketici sayisinin giderek arttigi bu giinlerde tiiketiciler az islenmis ve kimyasal
koruyucu icermeyen gidalara yonelmistir. Dolayisiyla tiiketiciler et iiriinlerinde yiiksek
kalite, giivenlik, uzun raf 6mrii, dogal tat ve aroma talep etmektedirler. Bu talepleri gida
giivenliginden 0diin vermeden karsilamak igin et drlinleri iiretiminde alternatif
teknolojiler gelistirmek onemli bir arastirma konusudur. Gida giivenligi ile ilgili yeni
modern teknolojiler tanitilmasina karsin gida kaynakli hastaliklarin sayis1 artis
gostermektedir. Bu durumda karmasik mikrobiyal etkilesimleri anlamak ve
biyokoruyucu kiiltiirler ya da onlarin enzim, bakteriyosin gibi antimikrobiyal aktiviteye
sahip metabolitlerini dogal koruyucular olarak kullanmak daha onemli hale gelmistir
(Aymerich vd., 2008). Buna paralel olarak gida endiistrisinde; gida giivenligini
tehlikeye atmadan, gidanin besin ve vitamin degerlerini, organoleptik ozellikleriyle
birlikte koruyarak raf Omriinii uzatan biyokoruyucularin kullanimina ilgi artmistir.
Gidalarin hem raf 6mriinii hem de giivenligini artirmak amaciyla laktik asit bakterileri
(LAB) veya bunlarin irettigi antimikrobiyal maddelerin kullanilmasina biyokoruma

teknigi denilmektedir (Devlieghere vd., 2004).
Biyokoruma teknigi buzdolab1 kosullarinda sogukta muhafaza edilen iirlinlerde patojen
ve bozulma etmeni mikroorganizmalarin gelisimlerinin kontrol edilmesinde dogal bir

metot oldugundan en ¢ok tercih edilen yontemlerden birisidir. Biyokoruma yontemi ette
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dogal olarak bulunan veya bilingli olarak katilan mikroorganizmalar veya bu
mikroorganizmalarin iirettigi antimikrobiyal iiriinler vasitasiyla gerceklesmektedir. Ette
ve diger gidalarda bulunan LAB’lerinden bazilar1 bakteriyosin olarak bilinen
antimikrobiyal peptitler/proteinler iiretmektedirler. Etin dogal florasinda bulunan
LAB’leri Lactobacillus, Carnobacterium, Leuconostoc, Lactococcus ve diger cinslerdir.
Bakteriyosin iiretici LAB’leri Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Lactococcus, Enterococcus ve Carnobacterium’dur. Gida kaynakli patojen ve bozulma
etmeni bakterileri imha ettiklerinden bakteriyosin iireticisi olan LAB’leri gida muhafaza
sistemlerinde biyolojik koruyucu olarak biiyiik bir kullanim potansiyeline sahiptir (Liu

vd., 2010; Sparo vd., 2013).

Bu projenin amaci daha dnce tarafimizca bozadan izole edilip tanimlanan bakteriyosin
tireticisi olan Lactococcus lactis spp. lactis BZ’nin (Sahingil vd., 2011) taze sigir etinde
gida kaynakli patojen bakterilerden Listeria monocytogenes ve E. coli O157:H7 {izerine
antibakteriyal etkisini ve biyokoruyucu olarak kullanim olanagimi tespit etmektir.
Lactococcus lactis spp. lactis BZ’nin iirettigi laktokoksin BZ bakteriyosinin Gram
pozitif bakterilerden Listeria monocytogenes, L. ivonovi, Bacillus cereus, B. subtilis ve
B. treungesis ssp. plasteni, L. plantarum, Enterococcus faecium, E. feacalis,
Leuconostoc mesentereoides, Leu. cremoris ile Gram negatif bakterilerden Enterobacter
cloaceae, E. coli, Rhodococcus equi, Salmonella spp., Salmonella Enteretidis, Yersinia
enterocolitica O:9 ve Citrobacter freundii’ye karsi inhibitor aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Sahingil vd., 2011).
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BOLUM 11
KAYNAK OZETLERI

Yiiksek besin iceriginden dolay1 sigir eti, insan beslenmesinde énemli bir gida maddesi
olarak rol oynamaktadir. Ancak, yiiksek besin igerigi mikrobiyal gelisimi de tesvik
ettiginden gida kaynakli bozulma ve patojen mikroorganizmalarin gelismesi igin
miikemmel bir ortam olusturmaktadir. Ette mikrobiyal bozulma mikroorganizmalarin
gelismesine bagl olarak gergeklesen biyokimyasal degisimler sonucunda olusmaktadir.
Istenmeyen mikroorganizmalarin  biyokimyasal aktiviteleri sonucunda gidanin
goriiniisli, rengi, yapisi, tadi ve kokusu istenmeyen yonde degisebilmektedir. Bozulma
etmeni mikroorganizmalarin gidalarin organoleptik 6zelliklerinde yaptig1 bu degisimler
tilkketiciyi gidanin giivenli olmadig1 seklinde uyarmasina karsin birgok gida kaynakli
patojen mikroorganizmalar boyle bir organoleptik belirti gostermediklerinden gida
kaynakli enfeksiyonlara neden olabilmektedirler (Nychas vd., 2008; Fung, 2010;
Amin, 2012).

Gliniimiizde modern teknikler gelistirilmesine karsin gidalarda bozulma etmeni ve
patojen mikroorganizmalarin gelismelerini 6nlemek veya kontrol altina almak amacina
yonelik yeni muhafaza teknikleri gelistirmek veya mevcut teknikleri iyilestirmek igin
calismalar yogun bir sekilde devam etmektedir. Son zamanlarda bilim insanlar
biyolojik antimikrobiyal sistemlerin gida muhafazasinda uygulanmasi iizerinde
durmakta ve bu konuda yogun c¢alismalar yapilmaktadir. Gidalarin kalitesi, raf omrii ve
giivenliginin iyilestirilmesi amaciyla biyolojik antimikrobiyal sistemlerin kullanilmasi
teknigine biyokoruma denilmektedir. Diger bir ifade ile gidalarda istenmeyen patojen ve
bozulma etmeni mikroorganizmalart imha etmek ya da gelisimlerini durdurmak
amactyla antagonistik mikroorganizmalarin koruyucu kiiltiir veya bunlarin irettigi
antimikrobiyal metabolitlerin dogal koruyucu madde olarak kullanilmasina biyokoruma
yontemi denilmektedir. Biyokoruma dogal bir yontem oldugundan ¢ok kabul gbren bir
muhafaza teknigidir. Biyokoruma amaciyla en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar laktik

asit bakterileri ve metabolitleridir (Dortu ve Thonart, 2009; Liu vd., 2010).
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2.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB) Gram-pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan, ¢ubuk ve kok
seklinde, katalaz negatif, mikroaerofilik veya fakiiltatif anaerobik, aside dayanikli,
nitratt indirgemeyen, kuvvetli fermantatif olup karbonhidratlar1 ve yliksek alkolleri
fermente ederek baslica son iiriin olarak laktik asit iireten bir bakteri grubudur. LAB
terimi  Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Oenococcus
ve Weissella cinslerini igeren genis bir bakteri grubunu ifade etmektedir. Genellikle
mezofilik olan bu bakteri grubu 5°C’de de gelisme gosterebilmektedir. LAB’leri dogada
olduk¢a yaygin olup toprak, su, bitki, insan ve hayvanlarin bagirsak ve solunum
sistemlerinde, siit ve et iriinlerinde, meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunurlar

(Thevenot vd., 2006; Holzapfel vd., 2001).

LAB’leri pek cok gidada dogal olarak bulunduklarindan, yiiz yillardir fermente
gidalarda arzu edilen tat, aroma ve tekstiiriin olusmasi icin starter kiiltiir olarak
kullanildiklarindan ve cogu “GRAS” (genellikle giivenli kabul edilen) statiisiinde
olduklar1 i¢in biyokoruyucu olarak kullanima uygundur (Castellano vd., 2008). Ayrica
son yillarda LAB’lerin probiyotik kiiltiir, yardimci kiiltiir, koruyucu kiiltiir veya
fonksiyonel Kkiiltiir olarak kullanimlar1 da yaygmlasmistir (Cintas vd., 2001).
LAB’lerinin koruyucu kiiltlir veya biyokoruyucu olarak kulanilmalarinin temel nedeni
gostermis  olduklar1  gilicli antagonistik veya antimikrobiyal aktivitelerinden
kaynaklanmaktadir. LAB’leri antimikrobiyal aktivitelerini, ortamda besin maddeleri
icin rekabet ederek ya da ortama salgiladiklar1 laktik ve asetik asit gibi organik asitler,
hidrojen peroksit, karbondioksit, diasetil, asetaldehit, yag asitleri, etanol, enzimler,
reuterin ve bakteriyosinler gibi metabolitleriyle saglamaktadirlar (Soomro vd., 2002).
LAB’lerinin sentezledikleri bakteriyosin ve reuterin gibi antimikrobiyal metabolitlerin
gidalarda kullanimlar1 yasal diizenlemeler gerektirdiginden LAB’lerinin direkt olarak

koruyucu kiiltiir olarak kullanilmalar1 daha ¢ok tercih edilmektedir.
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2.2. Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Bakteriyosinlerin Genel
Ozellikleri

LAB’leri tarafindan salgilanan Dbakteriyosinler, ribozomal olarak sentezlenen,
ekstraseliiler, katyonik, hidrofobik ve/veya amfifilik karakterli, bakteriyosidal veya
bakteriyostatik mekanizma ile yakin tiir veya suslara, gida kaynakli patojen ve bozulma
etmeni mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite gosteren proteinlerdir. LAB
grubu icerisinde yer alan Pediococcus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc ve Carnobacterium cinslerinin bakteriyosin iiretme

yetenegine sahip oldugu bildirilmektedir (Cleveland vd., 2001; Rodriguez vd., 2003).

LAB’leri tarafindan iiretilen bakteriyosinler yapisal, fizikokimyasal ve molekiiler
ozellikleri temel alinarak yapilan siniflandirmada baslica 4 ana grup altinda
toplanmaktadirlar.  Simif 1  bakteriyosinleri veya lantibiyotikler —ribozomda
sentezlendikten sonra sitoplazmada dehidrasyon gibi modifikasyon reaksiyonlarina
ugrarlar ve bunun sonucunda lanthionin, metil-lanthionin gibi anormal amino asitleri
icerirler. Molekiil agirliklart diistiktiir (5 kDa’dan kiigiik) ve 1siya dayaniklidirlar. Bu
gruba Ornek olarak nisin verilebilir. Sinif II bakteriyosinleri sinif I bakteriyosinleri gibi
diisiik molekiiler agirliga sahip ve 1siya dayanikli olmalarina kargin anormal amino
asitleri igermemektedirler. Bu smifa 6rnek olarak da pediosin AcH verilebilir. Sinif IIT
bakteriyosinleri biiyiilk molekiilli olup 1siya karst dayamikliliklart degisken olup
genellikle duyarhdirlar. Siif IV bakteriyosinleri proteine ilave olarak esansiyel lipit ve
karbonhidrat icerirler ve dolayisiyla kompleks ve halkali peptitlerdir (Klaenhammer,

1993; Cotter vd., 2005).

LAB’leri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin biiyiik bir kismi1 duyarli bakterilerin hiicre
membraninda gézenekler olusturarak ATP, amino asit, potasyum ve inorganik fosfat
sizmasina ve buna paralel olarak membran iyonik dengesinin bozulmasina ve proton
itici giiclin yok olmasina neden olarak antimikrobiyal aktivitelerini gostermektedirler.
Proton itici giiciin ortadan kalkmas1 veya bozulmasi direkt olarak hiicrenin lize olmasina
neden olmaktadir (McAuliffe vd., 2001; Papagianni, 2003; Chen ve Hoover, 2003).
Hiicre membraninda go6zenekler olusturarak antimikrobiyal aktivite g0Osteren
bakteriyosinlere ornek olarak simif I (nisin) ve smif II bakteriyosinleri (pediosin)

verilebilir. Bu mekanizmaya ilave olarak bazi bakteriyosinler (simif I) hiicre duvari
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(peptidoglukan) sentezini Onleyerek, bazilar1 (smif III bakteriyosinleri) ise hiicre
duvarin1  pargalayarak antimikrobiyal etkilerini = gostermektedirler. Smif I
bakteriyosinlerinden biri olan nisin antibakteriyal etki mekanizmasini hem hiicre duvari
(peptidoglukan) sentezini Onleyerek hem de membran da goézenekler olusturarak

sergileyebilmektedir (Sekil 2.1) (Cotter vd., 2005; Lopez ve Belloso, 2008).

LAB’leri tarafindan iiretilen bakteriyosinler genellikle Listeria, Staphylococcus,
Clostridium, Enterococcus, Bacillus, Micrococcus, Leuconostoc, Lactobacillus gibi
Gram-pozitif bakteriler iizerinde inhibitdr aktiviteye sahiptirler. Ancak, son yillarda
Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus ve Leuconostoc suslari tarafindan iiretilen
bazi bakteriyosinlerin Gram-pozitif bakterilerin yani sira Gram-negatif bakterilere kars1
da antibakteriyal aktivite gosterdikleri bir ¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir
(Ilvanova vd., 2000; Lee ve Paik, 2001; de Kwaadsteniet vd., 2005; Todorov ve Dicks,
2006; von Mollendorff vd., 2006; Todorov vd., 2007; Sahingil vd., 2011).

Dogal kaynakli olmalari, toksik olmamalari, protein yapilarindan dolayir insan ve
hayvan bagirsak sisteminde kolayca parcalanmalari ve korunacak gidalarin
fizikokimyasal yapilarinda herhangi bir degisime neden olmaksizin bozulma ve hastalik
etmeni mikroorganizmalar1 imha etme Ozelliklerinden dolayr bakteriyosinler ve
dolayisiyla bakteriyosin iiretici LAB’leri en ¢ok ilgi gdren ve arastirma yapilan

konulardan birisidir (Drider vd., 2006).

2.3. Lactococcus lactis spp. lactis BZ ve laktokoksin BZ

Streptococcaceae familyasi iginde yer alan Lactococcus cinsi Lc. garvieae, Lc. piscium,
Lc. plantarum, Lc. raffinolactis ve Lc. lactis olmak tizere 5 farkli tiir igermektedir. Lc.
lactis tiiriiniin altinda ise Lc. lactis spp. cremoris, Lc. lactis spp. hordniae, Lc. lactis
spp. lactis ile Lc. lactis spp. lactis biovar. diacetylactis suslar1 yer almaktadir. L. lactis
spp. lactis sadece bitki materyalleri ve sebzelerden izole edilmistir. Lc. lactis spp.
cremoris, Lc. lactis spp. lactis biovar. diacetylactis ve Lc. lactis spp. lactis suslar siit
endiistrisinde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Sakala vd., 2002). Ayrica Lc. lactis
spp. lactis et dahil birgok gidada koruyucu kiiltiir olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 2.1. Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen bakteriyosinlerin antibakteriyal etki
mekanizmalar1 (Cotter vd., 2005).

Lactococcus cinsi i¢inde yer alan bakterilerin bakteriyosin iiretme yetenegine sahip
oldugu ve trettikleri bakteriyosinlerin genellikle sinif I ve sinif II bakteriyosinleri i¢inde
yer aldig1 arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur. Lc. lactis spp. lactis tarafindan
lactococcin 140, 972, R and MMFII,

lacticin 481 and 3147; L. lactis spp. cremoris tarafindan salgilanan bakteriyosinlere

tiretilen bakteriyosinlere 6rnek olarak nisin,

ornek olarak da diplococcin, lactococcin A, B, G ve M verilebilir (Hurst, 1981; Piard
vd., 1992; Yildirim ve Johnson 1998; Hill vd., 1999; Ghrairi vd., 2005). Laktokoklar
tarafindan iretilen bakteriyosinler i¢inde en iyi tanimlanmis ve en yaygin kullanim
alanma sahip olan1 L. lactis spp. lactis’in bazi suslari tarafindan tretilen nisindir.
Nisinin antimikrobiyal spektrumu oldukc¢a genis olup Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Micrococcus, Staphylococcus, Clostridium
ve Listeria cinslerinin birgok tiirii ve susu lizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve
tilkemiz de dahil olmak {izere 50’den fazla iilkede yasal olarak kullanimina izin verilen

bir bakteriyosindir (Chen ve Hoover, 2003; Amenu, 2013).

Tarafimizca Tokat piyasasinda satisa sunulan bozadan izole edilen L. lactis spp. Lactis
BZ’nin tek, ikili ve kisa zincirler halinde kok seklinde ve hareketsiz oldugu, pigment ve
spor olusturmadigi, hemoliz, katalaz, jelatin, indol ve Voges-Proskauer negatif oldugu,
%3,0-4,0 tuz, 4,4-9,6 pH ve 10-45°C sicaklik araliginda gelisebildigi, laktoz, glukoz,

fruktoz, maltoz, mannitol gibi sekerleri fermente ettigi belirlenmistir (Sahingil vd.,
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2011). L. lactis spp. lactis’in iirettigi laktokoksin BZ bakteriyosinin pepsin, tripsin,
papain enzimlerine ve B-merkaptoetanole karsi duyarli, ancak katalaz, amilaz ve lipaz
enzimlerine, organik ¢oziiciilerden etanol, metanol, hekzan, kloroform, aseton, etil eter,
isopropil alkol ve formaldehit, deterjanlardan sodyumdodesil siilfat, tire, tween 80 ile
triton X-100 ve EDTA’ya karsi dayanikli oldugu bildirilmistir. Laktokoksin BZ’nin
yiiksek 1s1l igleme (90°C’de 30 dk), asidik ve nétral pH’lara (pH 2,0-9,0) kars1 dayanikl
olup biyolojik aktivitesini korudugu belirtilmistir. Laktokoksin BZ’nin Gram-pozitif
bakterilerden Lactobacillus, Enterococcus, Leuconostoc, Listeria ile Bacillus; Gram-
negatif bakterilerden Enterobacter, Esherichia, Rhodococcus, Salmonella, Yersinia,
Camphylobacter ve Citrobacter’inin bazi suslarina karsi inhibitor aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Laktokoksin BZ’nin molekiil agirliginin yaklasik 5500 Da oldugu
ve besiyeri olarak MRS, inokiiliim miktar1 % 0,1, besiyeri baslangic pH’s1 6,0-7,0 ve
inkiibasyon sicakligi 25°C oldugu zaman L. lactis spp. lactis BZ tarafindan maksimum
diizeyde dretildigi belirlenmistir. L. lactis spp. lactis BZ’nin laktokoksin BZ’yi
logaritmik gelisme fazinda iiretmeye basladig1 ve durgun fazin basinda ise maksimum
diizeyde trettigi saptanmustir (Sahingil vd., 2011). Gida sistemlerinde yapilan
calismalarda L. lactis spp. lactis BZ’nin yagsiz siitte geliserek laktokoksin BZ {irettigi
belirlenmistir. Ayrica laktokoksin BZ’nin (400-2500 AU/mL) 102-10° kob/mL
diizeyinde Listeria monocytogenes ve E. coli O157:H7 ile inokule edilen ve 4 ile
20°C’de bekletilen yagsiz, yarim ve tam yagli UHT siitlerde her iki patojen bakteriyi
cok etkili bir sekilde inhibe ettigi belirlenmistir (Onciil, 2010). Yapilan baska bir
calisgmada da laktokoksin BZ’nin taze sigir etinin mikrobiyolojik kalitesini toplam
mezofilik aerobik bakteri, toplam psikrotrof aerobik bakteri, toplam koliform, fekal
koliform ve laktik asit bakteri sayilarinda azalmaya neden olarak iyilestirdigi
saptanmugtir. Ayrica taze si@ir et ornekleri L. monocytogenes ile 4,71 veya 7,92 log
kob/g diizeyinde inokiile edilip ete tutunmasi saglandiktan sonra laktokoksin BZ (200-
2500 AU/g) ile muamele edildiginde uygulamanin ilk 5 dakikas1 igerisinde
konsantrasyona bagli olarak, tutunmus listeria sayisinda sirasiyla 1,11-4,71 ve 0,90-7,92
log kob/g diizeyinde azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Et ornekleri L.
monocytogenes ve laktokoksin BZ ile aym1 anda muamele edildiklerinde,
konsantrasyona bagimli bir sekilde, laktokoksin BZ’nin diisiik tutunmamis listeria

igerikli (5,00 log kob/g) et orneklerin ilk 10 dakikasi igerisinde 1,93-5,00 log kob/g,
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yiiksek listeria icerikli (7,99 log kob/g) 6rneklerde ise 1,35-7,99 log kob/g seviyesinde
bir azalmaya neden oldugu belirtilmistir (Battal, 2012).

2.4. Et Endiistrisinde Laktik Asit Bakterilerin Onemi

LAB’leri et ve et iiriinlerinde bozulmaya neden olduklar1 gibi fermente et {irlinlerinde
starter, probiyotik ve koruyucu kiiltlir olarak kullanildiklarindan son iiriiniin duyusal
Ozelliklerini ve gilivenirligini iyilestirmede 6nemli rol oynamaktadirlar. LAB’leri
fermente et iirlinlerinde olgunlagsma siiresini kisaltmak, raf dmriinii arttirmak ve duyusal
ozelliklerini iyilestirmek amaciyla kullanilmaktadirlar. Ticari et starter kiiltlirlerinde yer
alan LAB tiirleri; Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus pentosus, Lactobacillus casei, Pediococcus pentosaceus ve Pediococcus
acidilactici'dir. Fermente et triinleri iiretiminde fermantasyon islemi sonucunda olusan
asitlik ve diger antimikrobiyal bilesenler patojen ve bozulma etmeni mikrofloranin
gelisimini Onleyici etkiye sahiptir. Ayrica gelisen asitlik rengin stabilizasyonunda
onemli rol oynadig1 gibi tekstiirii iyilestirici etkiye de sahiptir. LAB’leri fermantasyon
sirasinda olusturduklar1 organik asitler, ugucu (alkol, keton, aldehit ve furanlar) ve
ucucu olmayan bilesikler (amino asitler, peptitler) ile {irliniin lezzet, tat ve kokusu
tizerinde etkilidirler (Hugas ve Monfort, 1997; Liicke, 2000; Ammor ve Mayo, 2007,
Olaoye ve Onilude, 2009).

Buzdolabinda muhafaza edilen taze etler ile vakum ambalajlanmis etlerde bozulma
etmeni olarak karsimiza ¢ikan LAB’lerine 6rnek olarak Lactobacillus sakei, L. curvatus,
L. fuchuensis, Carnobacterium divergens, Carnobacterium maltaromaticum,
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae ve Leuconostoc

mesenteriodis verilebilir (Dave ve Ghaly, 2011; Doulgeraki vd., 2012).

2.5. Et ve Et Uriinlerinde Biyokoruyucu Olarak Laktik Asit Bakterileri
Kullamimuyla flgili Yapilan Calismalar

Sonradan olusan kontaminasyon {izerine etten izole edilen bakteriyosinojenik

LAB’lerinin etkisini belirlemek amaciyla gergeklestirilen bir calismada, pisirilmis

jambon steril kosullarda yaklasik 30 g’lik dilimler halinde kesildikten sonra 5 farkli
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laktik asit bakterisi ile ayr1 ayr1 (10* ve 10° kob/g) ve L. monocytogenes (10° kob/g)
veya E. coli O157:H7 NAS mutant susu (102-10° kob/g) ile inokule edildikten sonra
vakum ambalajlanip buzdolab1 sicakliginda 28 giin muhafaza edilmistir (Bredholt vd.,
1999). Deneme sonucunda LAB’lerinin jambonda depolama siiresince gelisti§i ve
depolamanin sonunda sayilarmimn 10* kob/g’dan 108-10° kob/g’a, 108 kob/g’dan 10%-10°
kob/g’a yiikseldigi ve L. monocytogenes ve E. coli’nin gelisimini inhibe ettigi
belirlenmistir. Sadece L. monocytogenes igeren jambon oOrneklerinde ise listeria
sayisinin 108-10° kob/g’a ulastig1 belirlenmistir. LAB ve patojen bakteri uygulanmayan
jambon Orneklerinde LAB sayisinin baglangicta belirlenemeyecek seviyenin altinda
oldugu, ancak depolamanin sonunda sayisinin 108-10° kob/g’a yiikseldigi belirlenmistir.
Sadece E. coli O157:H7 igeren jambon Orneklerinde ise depolamanin sonunda E. coli
sayisinin 10°-10° kob/g’a ¢iktig1 belirlenmistir. izole edilen LAB’lerinin Lactobacillus

sakei oldugu belirlenmistir.

Aynmi1 arastirmacilar Lactobacillus sakei’yi pisirilmis, dilimlenmis ve vakum
ambalajlanmis et {irlinlerin (jambon ve sosis) fabrika diizeyinde iiretimi sirasinda
koruyucu bakteri olarak L. monocytogenes’e karsi kullanmiglardir (Bredholt vd., 2001).
L. sakei 10°-10° kob/g diizeyinde dilimleme ve vakum paketleme islemlerinden 6nce 1sil
islem uygulanmis et {irlinlerine elle g¢alisan spreyleme sisesi ile uygulanmustir.
Rifampisine dayanikli ti¢ farkli L. monocytogenes (2230r92 serotip 1, 167 serotip 4b,
187 serotip 4b) suslarindan olusan kokteylden 102 kob/g diizeyinde dilimlenerek vakum
paketlenen iiriinlere enjekte edilmis ve yeniden paketlenerek 4 ve 8°C’de 28 giin
muhafaza edilmislerdir. Arastirma sonucunda L. sakei’nin bakteriyostatik etki ile L.
monocytogenes suslarinin gelisimini her iki depolama kosullarinda kontrol altina aldig1
belirlenmistir. L. sakei icermeyen kontrol drneklerinde L. monocytogenes’in gelistigi ve
sayisinin 8§°C’de depolanan 6rnekte 5,8 log kob/g, 4°C’de tutulan 6rnekte 4 log kob/g’a
ulastigi saptanmigtir. Lactobacillus sakei’nin de et iriinlerinde depolama siiresince
gelistigi ve sayisinin 9 log kob/g’a ¢iktig1 gozlenmistir. Ayrica L. sakei igeren sosis
orneklerinde pH degerinin 6,3’ten 5,0’e diistiigli, kontrol orneklerinde ise depolama
stiresince pH degerlerinin degismedigi gozlenmistir. Arastirmacilar Lactobacillus
sakei’nin bakteriyosin {ireticisi olmadigi, inhibitor aktivitesinin hizli gelismesi ve buna
paralel olarak besin maddelerine karsi rekabetinin yiiksek olmasi, pH degerini

diistirmesi ve dissosiye olmamis laktik asitten kaynaklandigini belirtmislerdir.
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L. monocytogenes (yaklasik 102 kob/g) ile kontamine edilmis dilimlenmis tavuk et
ornekleri, Lactobacillus sakei Lb790 (yaklasik 10* cfu/g) ve bakteriyosini olan sakasin
P (3,5 ng/g, 0,6 ug/g, 12 ng/g) ile muamele edilip 10°C’de 28 giin muhafaza edildiginde
depolama siiresince L. monocytogenes gelisimini onledikleri belirlenmistir (Katla vd.,
2002). Lactobacillus sakei Lb790 ve sakasin P birlikte uygulandiginda L.
monocytogenes  gelisiminin  tamamen Onlendigi  gozlenmistir.  Arastirmacilar
Lactobacillus sakei Lb790 et ortaminda 10°C’de ¢ok iyi bir sekilde gelistigini, hiicre
sayisinda 4 log’luk bir artisin oldugunu ve ayrica depolama siiresince sakasin P’yi

irettigini de saptamislardir.

Yapilan bir bagka calismada domuz etinden iiretilen sosisler dilimlendikten sonra
bakteriyosin iireticisi Leuconostoc carnusum 4010 ile 1,2x10° ve 6,3x10° kob/g ve bes
farkli L. monocytogenes susunu esit oranda iceren kiiltiir karigimi (L. monocytogenes
DMRICC 4125, DMRICC 4124 DMRICC 4126, DMRICC 4127 ve DMRICC 4128) ile
10* kob/g diizeyinde inokiile edilmislerdir (Budde vd., 2003). Sosis &rnekleri vakum
paketlendikten sonra 5°C’de 28 giin depolanmislardir. Arastirma sonucunda, 1,2x10°
kob/g diizeyinde koruyucu kiiltiir i¢eren sosis drneklerinde depolamanin 1 haftasinda L.
monocytogenes’e karst inhibitdr etki gostermedigi, ancak depolama siiresinin
uzamastyla birlikte listeria sayisinin azaldig1 ve depolamanin sonunda 10 kob/g’1n altina
diistiigii belirlenmistir. Kontrol 6rneginde ise L. monocytogenes sayisiin 108 kob/g’a
yiikseldigi bildirilmistir. Yiiksek konsantrasyonda Leuconostoc carnusum (6,3x10°
kob/g) iceren sosis Orneklerinde L. monocytogenes sayisinin depolamanin basinda

hemen azaldig1 ve depolamanin 21. giiniinde 10 kob/g’1n altina diistiigii belirtilmistir.

Domuz etinden iiretilen yagsiz sosis dilimleri tretiminde biyokoruyucu olarak
Leuconostoc carnosum 4010 ve bakteriyosini olan leukosinin L. monocytogenes
gelisimi {izerine inhibitdr etkisini belirlemek {izere yapilan ¢alismada, koruyucu kiiltiir
ve leukosin fermantasyon asamasinda, 1sil islem Oncesi ve sonrasi ilave edilmis ve
listeria hiicreleri iizerine inhibitér etkisi saptanmistir. Sosis iiretimi sirasinda
Leuconostoc carnosum 4010 yaklasik 10° kob/g, kismen saflastirilmis leukosin ise 20
mL/kg diizeyinde katilmistir. Uretim sonras1 denemede sosis dilimlerine (her bir dilim

20 g) 108 kob/mL canli1 bakteri igeren Leuconostoc carnosum 4010 kiiltiiriinden 100 pL,
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leukosinden ise 200 pg/20 g diizeyinde uygulanmigtir. Sosis dilimlerinin her bir
yiizeyine 89+37 kob/g diizeyinde 5 farkli L. monocytogenes susu iceren kokteylden
uygulanmistir. Arastirma sonucunda 15 veya 20°C’de 18 saat gerceklestirilen
fermantasyon islemi siiresince Leuconostoc carnosum 4010’un sosis hamurunda
geliserek leukosin iirettigi ve Leuconostoc carnosum 4010’un kendi bakteriyosinine

gore daha yiiksek antilisterial aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Jacobsen vd., 2003).

Bakteriyosinojenik Lactobacillus casei CRL705’in parcalanarak kiyma haline getirilmis
ette koruyucu kiiltiir olarak kullanim olanagini belirlemek amaciyla gergeklestirilen bir
calismada, et 6rnekleri Lactobacillus casei CRL705 (1,8x10° kob/g), Listeria innocua 7
(1,0x10° kob/g) ve Lactobacillus sakei CRL1424 (5,5x10° kob/g) ile ayr1 ayr1 ve birlikte
inokule edilmis ve 4°C’de 21 giin depolanmistir (Castellano vd., 2004). Lactobacillus
casei CRL705’in depolama siiresince et drneklerinde gelistigi, sayisinin 12 log kob/g’a
ulastig1 ve ayrica depolama siiresince bakteriyosin irettigi gézlenmistir. Lactobacillus
casei CRL705’in ette Listeria innocua’nin gelisimini bakteriyostatik mekanizmayla
durdurdugu, Lactobacillus sakei’nin gelisimini ise bakterisidal etki géstererek sayisinda
yaklagik 1,5 log kob/g azalmaya neden oldugu belirtilmistir. Bunlara ilaveten koruyucu
kiiltir olarak katilan Lactobacillus casei CRL705’in et 6rneklerin pH degerinde 6nemli
bir degisime neden olmadig: da tespit edilmistir. Koruyucu kiiltiir igeren et drneginde
pH degerinin depolamanin sonunda 5,45’den 5,06’ya, kontrol 6rneginde ise 5,39’dan

5,25’e diistiigiinii belirlemislerdir.

Djenane vd., 2005, dana biftekte bakteriyosin tireticisi Lactobacillus sakei CTC 372 ve
karakterize edilmeyen Lactobacillus CTC 711’in koruyucu kiiltiir olarak kullanim
olanaklarin1 ortaya koymak amaciyla bir calisma gergeklestirmislerdir. Koruyucu
bakteriler etin yiizeyine 4-5 log kob/cm? diizeyinde spreyleme yontemi ile inokiile
edilmislerdir. Arastirmanin sonucunda, Lactobacillus sakei CTC 372 ve Lactobacillus
CTC 711 ile inokule edilen dana biftek 6rneklerinde bozulma etmeni bakterilerden
Pseudomonas spp. ve Brochothrix thermosphacta’nin gelisimlerinin sirasiyla 10 ve 9
glin geciktigi ve kontrol 6rnegi ile kiyaslandiginda bu orneklerde her iki bakterinin
gelisimlerinin kontrol altina alindigi belirlenmistir. Depolamanin sonunda (28 giin)
kontrol, Lactobacillus sakei CTC 372 ve Lactobacillus CTC 711 igeren et 6rneklerinde

Pseudomonas spp. sayisimn sirastyla 2.8, 1,2, 2.2 log kob/cm? Brochothrix
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thermosphacta sayisinim ise 4,6, 2,0 ve 2,5 log kob/cm? oldugu tespit edilmistir. Ayrica
arastirmacilar bakteriyosinojenik bakteriler modifiye atmosferde paketleme ile birlikte
kullanildiginda depolama isleminin sonunda Brochothrix thermosphacta sayisinin

belirlenemeyecek seviyenin altina diistiigiinii belirtmislerdir.

Laktik asit ve laktik asit bakterilerinin vakum paketlenmis sigir etinde bozulma etmeni
mikroorganizmalar {izerine etkilerini belirlemek amaciyla gergeklestirilen bir calismada,
biyokoruyucu olarak Lactobacillus carnis MXVK76, Lactobacillus pentosus LP1-
31035 ve Staphylococcus carnosus MC1-02055 starter bakteriler kullanilmigtir
(Signorini vd., 2006). Koruyucu bakteriler ayr1 ayr1 10° kob/g, laktik asit 200 mg/100 g,
bozulma etmeni Pseudomonas fluorescens B52 ile Brochothrix thermosphacta NCIB-
10018 ise yaklasik 10%-10° kob/g diizeyinde ete uygulanmislardir. Caligmanin
sonucunda 20°C’de muhazafa edilen et 6rneklerinde koruyucu suglarin Pseudomonas
sayisinda 1-2 log, Brochothrix thermosphacta sayisinda ise 1,5-2,0’luk azalmaya neden
oldugu bulunmustur. Laktik starterlerin uygulandig1 et 6rneklerinde depolamanin ilk 2
giiniinde pH degerinde 0,6 iinitelik azalma, bundan sonraki giinlerde ise pH’da artis
oldugu saptanmistir. Laktik asit uygulanan ve 20°C’de muhafaza edilen et 6rneklerinde
toplam aerobik bakteri, enterobakteri, LAB ve Pseudomonas sayisinin kontrol ve
biyokoruyucu olarak starter kiiltiir kullanilan 6rneklere gore daha diisikk oldugu

belirtilmistir.

Bagka bir ¢aligmada bakteriyosin tireticisi Enterococcus faecium PCD71 (7,3 log kob/g)
ve Lactobacillus fermentum ACA-DC179 (6,9 log kob/g), ¢ig tavuk etinde Listeria
monocytogenes (5,0 log cfu/g) ve Salmonella enteritidis’e (5,0 log cfu/g) kars1 koruyucu
kiiltiir olarak kullanilmistir (Maragkoudakis vd., 2009). Buzdolabinda 7 giinliik
depolama siiresince her iki koruyucu kiiltiiriin Enterococcus faecium PCD71 (7,2+0,20
log kob/g) ve Lactobacillus fermentum ACA-DC179 (7,2+0,31 log kob/g) sayisinin
tavuk etinde degismeden kaldigr bulunmustur. Ayrica koruyucu Kkiiltlirlerin sayisinin
ortama katilan patojen bakteri varligindan da etkilenmedigi belirlenmistir. Gida
kaynakli patojen bakterilerin ette gelisimlerinin koruyucu kiiltiir varliginda olumsuz
yonde etkilendigi belirtilmistir. Enterococcus faecium PCD71’in 7 giinlik depolama
sonunda L. monocytogenes sayisinda 0,7 log kob/g (P<0,001), Lactobacillus fermentum

ACA-DC179’un depolamanin 2, 4 ve 7. giinlerinde Salmonella Enteritidis sayisinda
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sirastyla 0,5, 1,3 ve 1,2 log kob/g (P<0,0001)’lik azalmaya neden oldugu tespit
edilmistir. Ayrica koruyucu kiiltiirlerin etin biyokimyasal 6zelliklerinden protein igerigi,
antioksidan kapasite ve pH degerinde onemli bir degisime neden olmadiklar1 da

belirlenmistir.

Castellano vd. (2010), taze ete 10° kob/g diizeyinde biyokoruyucu olarak laktosin 705
ve laktosin AL705 bakteriyosinlerini tiireten Lactobacillus curvatus CRL705’i
uyguladiktan sonra vakum ambalajlayip 2°C’de 60 giin depolamislardir. Arastirma
sonucunda 60 giinliik depolama sirasinda Lactobacillus curvatus CRL705’in baskin
floray1 olusturdugunu ve canli hiicre sayisinin 7,40 log kob/g’a ulastigini
belirlemiglerdir.  Lactobacillus curvatus CRL705’un koliform bakteriler ile
Pseudomonas’lar iizerinde onemli bir inhibitor etkiye sahip olmadigi, dolayisiyla
kontrol ve koruyucu kiiltiir iceren et Orneklerinin koliform bakteri ile Pseudomonas
sayilar1 arasinda onemli bir farkin olmadigini bildirmislerdir. Depolama isleminin
sonunda (60 giin) kontrol ve Lactobacillus curvatus CRL705 igeren et orneklerinde
koliform bakteri sayisinin 4,68 ile 4,50 log kob/g; Pseudomonas sayisinin ise her iki
ornekte yaklasik 3,30 log kob/g oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar Lactobacillus
curvatus CRL705’in ette bozulma etmeni Brochothrix thermosphacta’nin gelisimini
onledigini belirlemiglerdir. Depolama siiresince kontrol 6rneginde Brochothrix
thermosphacta sayisinin 2,5’log’luk artmasina karsin koruyucu Kkiiltiir igeren et
orneginde artmadigi ve gelisiminin Onlendigi belirlenmistir. Lactobacillus curvatus
CRL705 uygulanan et orneklerinin pH degerinin depolama siirecinde 5,55’ten 5,45’e
diistligii, kontrol 6rneginin pH degerinin ise 5,55’ten 5,60’a yiikseldigi saptanmistir.
Koruyucu Kkiiltiir igeren et Orneginde pH degerinde goriilen azalmanin nedeni
Lactobacillus curvatus CRL705’in gelisimine paralel olarak metabolik aktivitesi
sonucunda olusan asitlikten kaynaklandigi belirtilmistir. Kontrol &rnegine gore
koruyucu kiiltiir igeren et 6rneginde doku par¢alanmasinin 10 giin geciktigi, hafif asitlik
disinda etin duyusal ve yapisal 6zelliklerini olumsuz yonde etkilemedigi ve kotii koku

olusumuna neden olmadig1 ortaya konmustur.

Ayni arastirmacilar baska bir calismada bakteriyosin tireticisi Lactobacillus curvatus
CRL705 ve Lactococcus lactis CRL1109°un Na2EDTA (selatlayict madde) ile birlikte
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kullanimimin dondurulmus sigir eti koftesinde E. coli O157:H7’nin gelisimi {izerine
inhibitor aktivitesini 5°C’de 9 giin incelemiglerdir (Castellano vd., 2011). Calismanin
sonucunda, koruyucu kiiltiirler (yaklasik 107 kob/g) ve Na;EDTA (48 mM) birlikte
kullanildiklar1 zaman E. coli O157:H7 ve ette bulanan koliform bakteri sayisinda
depolamanin 0’inc1 giiniinde 1 log kob/g azalmaya neden oldugunu bulmuslardir.
Koruyucu Kkiiltiirler ve selatlayict madde tek baslarma kullanildiklarinda E. coli
O157:H7 ve koliform bakteri sayisinda onemli bir azalmaya neden olmadigin
bildirmislerdir. Ayrica bakteriyosinojenik bakterilerin koftede canliliklarimi koruyup
gelisebildikleri, depolamanin 48’inci saatinden sonra bakteriyosin iiretmeye basladiklar
ve bakteriyosin iiretiminin depolama isleminin sonuna kadar devam ettigini de
belirlemiglerdir. NaEDTA igeren et Orneklerinde rengin koyulastigi, ancak
biyokoruyucu Kkiiltiirleri igeren et 6rneklerinin L*, a* ve b* degerlerinde depolamanin
6’mnc1 gilinline kadar énemli bir degisimin olmadigi, ancak depolamanin 6 ile 9’uncu
giinlerinde biitiin 6rneklerin renk degerleri arasinda 6nemli bir farkin olmadigini tespit

etmislerdir.

Kouakou vd. (2010), sakasin P iireticisi Lactobacillus curvatus CWBI-B28wt ile
pediosin AcH iireticisi Pediococcus acidilactici H’nin L. monocytogenes ile 10 kob/g
diizeyinde kontamine edilmis ¢ig domuz etinde koruyucu kiiltiir olarak tek baslarina ve
birlikte kullanim potansiyellerini ortaya koymak amaciyla bir aragtirma
gerceklestirmislerdir. L. monocytogenes ve koruyucu bakteriler ayn1 anda ete inokule
edilmistir. Lactobacillus curvatus ve Pediococcus acidilactici tek baslarina ve kombine
uygulamalarda 10° kob/g diizeyinde kullanilmislartir. Sadece Pediococcus acidilactici
veya Lactobacillus curvatus ile inokule edilen et drneklerinde listeria sayisinin sirasiyla
4°C’de yapilan depolama isleminin 1’inci ve 2’nci haftasindan sonra belirlenemeyecek
seviyenin altina distiigii, daha sonra ise listeria sayisinin arttig1 ve 6 haftalik depolama
isleminin sonunda 3 ve 2 log kob/g’a yiikseldigi belirtilmistir. Her iki bakterinin
kombine kullanildigr et orneginde listeria sayisinin depolamanin 1’inci haftasinda
belirlenemeyecek diizeye diistiigii ve 4 hafta depolama siiresince bu diizeyde kaldigi,
ancak depolamanin 6’inc1 haftasinin sonunda listeria sayisinin ¢ok diisiikte (10
kob/g’dan az) olsa yeniden artmaya basladigi saptanmistir. Bakteriyosinojenik
bakterileri tek baslarina ve Ozellikle kombine olarak iceren et Orneklerinin pH

degerlerinin depolamanin 3’ncii haftasina kadar azaldig1 ve daha sonra yeniden arttig1
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belirlenmistir. Depolamanin sonunda sadece Lactobacillus curvatus veya Pediococcus
acidilactici veya her iki bakteriyi igeren et drneklerinde pH degerinin sirasiyla 6,1, 5,9
ve 5,7’ye ulastigi bildirilmistir. Pediococcus acidilactici, Lactobacillus curvatus ve
Pediococcus acidilactici+Lactobacillus curvatus iceren et 6rneklerinde bakteriyosin
tiretiminin depolamanin 2’nci haftasinin sonunda maksimum seviyeye, sirasiyla 1066,
2133 ve 4266 AU/g ulastigit bulunmustur. Sadece Lactobacillus curvatus ve
Pediococcus acidilactici’yi  igeren et oOrneklerinde bakteriyosin  aktivitesinin
depolamanin 2’nci haftasindan sonra ¢ok keskin bir sekilde azaldigi ve depolamanin
isleminin sonunda bakteriyosin aktivitesinin sirastyla 500 ve 200 AU/g’n altina indigi
belirlenmistir. Her iki bakteriyi birlikte iceren oOrnekte bakteriyosin aktivitesinin
depolama isleminin 4’ncii haftasinin sonuna kadar stabil kaldigi, ancak depolamanin

6’1nc1 haftasinda 500 AU/g’a diistiigli saptanmuigtir.

Nisin (200 ppm nisaplin) ve Lactobacillus acidophilus (10" kob/g) ayr1 ayr1 ve birlikte
taze si8ir etine uygulanarak etin duyusal, kimyasal ve bakteriyolojik kalitesi (toplam
canli bakteri, Enterobacteriaceae ve toplam koliform) ile patojen bakterilerden
Staphylococcus aureus iizerine inhibitdr etkisi lizerine (Amin, 2012) bir g¢alisma
gerceklestirilmistir. Hazirlanan et ornekleri 4°C’de muhafaza edilmislerdir. Arastirma
sonucunda nisin ve Lactobacillus acidophilus’un ayr1 ayr1 uygulandiklari et 6rneklerinin
pH, toplam ugucu nitrojenli bilesikler ve tiyobarbiitirik asit (TBA) degerlerinin, toplam
canli bakteri, Enterobacteriaceae ve koliform sayilarinin depolama siiresince azaldigi,
ancak nisin ve Lactobacillus acidophilus birlikte uygulandiklarinda inhibitdr etkinin
daha ¢ok arttig1 belirlenmistir. Nisin, Lactobacillus acidophilus ve nisin+Lactobacillus
acidophilus ile muamele edilen et 6rneklerinin raf dmiirlerinin kontrol &rnegine gore
sirasiyla 6, 3 ve 5 giin arttig1 bulunmustur. Kontrol 6rneginin raf émrii 2 giin olarak
belirlenmistir. Staphylococcus aureus baslangig sayis1 8,54 log kob/g olan et
orneklerinde nisin depolamanin 3. giiniinde 3,69 log kob/g (43,21%), Lactobacillus
acidophilus depolamanin 2. giiniinde 4,87 log kob/g (57,03%), nisin+Lactobacillus
acidophilus kombinasyonunun ise depolamanin 1. giiniinde 3,87 log kob/g’lik azalmaya
neden oldugu saptanmustir. Nisin, Lactobacillus acidophilus ve nisin+Lactobacillus
acidophilus uygulanan et Orneklerinde Staphylococcus aureus sayisinin sirasiyla
depolamanin 4., 3. ve 2. giinilinde belirlenemeyecek seviyenin altina diistigi

belirlenmigtir.  Arastirmacilar etin raf Omriiniin iyilesmesi iizerine nisinin,
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Staphylococcus aureus’un gelisiminin inhibisyonu iizerine nisin+Lactobacillus
acidophilus kombinasyonunun daha etkili oldugunu vurgulamiglardir. Et 6rneklerinin
pH degerinin depolama siiresince arttigi, ancak nisin, Lactobacillus acidophilus ve
nisin+Lactobacillus acidophilus igeren et drneklerinde pH degerinde olan artisin daha
yavas oldugu belirlenmistir. Kontrol 6érneginin pH degerinin 5,82’den depolamanin 2.
giiniinde 6,92’ye, nisin igeren O0rnekte depolamanin 7. giiniinde 6,74’e, Lactobacillus
acidophilus’lu 6rnekte depolamanin 3. giiniinde 7,01’e, nisin+Lactobacillus acidophilus
iceren Ornekte ise depolamanin 5. giiniinde 6,94 ¢ ulastig1 belirtilmistir. Toplam bakteri
ve koliform bakteri sayisinin nisin igeren ornekte depolamanin 6. giiniinde 11,73 ve
7,32 log kob/g, Lactobacillus acidophilus’lu 6rnekte ise depolamanin 3. giiniinde 9,67
ve 7,33 log kob/g’a ulastigi belirlenmistir. Kontrol 6rneginde ise depolamanin 2.
giiniinde s6z konusu bakterilerin sayisimin sirastyla 11,67 ile 7,33’e yiikseldigi

bildirilmigtir.

Sparo vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada bakteriyosin {ireticisi Enterococcus faecalis
CECT7121’nin gida patojenlerinden E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens ve L. monocytogenes’e karsi inhibitor etkisini incelemislerdir.
E. faecalis CECT7121 10* kob/g, E. coli O157:H7, S. aureus, C. perfringens ve L.
monocytogenes ise 10° kob/g diizeyinde kullanilmistir. Arastirma sonucunda, E. faecalis
CECT7121 (10* kob/g) ve E. coli O157:H7 (10° kob/g) ayn: anda ete ilave
edildiklerinde depolamanin 72. saatinden sonra E. coli O157:H7 sayisinin
belirlenemeyecek seviyenin altina diistiiglinii saptamislardir. Enterococcus faecalis
CECT7121 inokiilasyonundan 24 saat o6nce veya sonra E. coli O157:H7 katilan et
orneklerinde patojen bakteri sayisinin depolamanin 24. ve 48. saatlerinde tespit
edilemeyecek diizeye indigini belirlemislerdir. Enterococcus faecalis CECT7121’in
biitiin et orneklerinde S. aureus ve C. perfringens sayisini depolamanin 48. saatinde
belirlenemeyecek diizeye diislirdiigii bulunmustur. Arastirmada ayrica Enterococcus
faecalis CECT7121 ¢ kars1 en duyarl patojen bakterinin L. monocytogenes oldugu ifade
edilmigtir. Biitiin et orneklerinde L. monocytogenes sayisinin depolama isleminin 24.

saatinden itibaren belirlenemeyecek seviyeye indigi belirlenmistir.
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BOLUM 111
MATERYAL ve METOT

3.1. Bakteri Suslan ve Kiiltiir Kosullar:

Daha 6nceki ¢alismamizda bakteriyosin (laktokoksin BZ) iireticisi olarak bozadan izole
edilen (Sahingil vd., 2011) Lactococcus lactis spp. lactis BZ koruyucu kiiltiir olarak
kullanilmistir.  Koruyucu  kiiltiiriin ~ antibakteriyal aktivitesinin  belirlenmesinde
Lactobacillus plantarum DSM 2601, L. monocytogenes ve E. coli O157:H7 de test
bakterisi olarak kullanilmistir. L. lactis spp. lactis BZ ve Lactobacillus plantarum %20
gliserol iceren de Mann Rogosa and Sharpe (MRS) besiyerinde, L. monocytogenes ve
E. coli O157:H7 %20 gliserol igeren Brain Hearth Infusion (BHI) besiyerinde -80°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2. Taze Sigir Etinin Hazirlanmasi

Hijyenik kosullarda ¢alisan bir kasaptan alinan yeni kesilmis taze sigir eti aseptik
kosullarda Gida Miihendisligi Bolim laboratuvarina  getirilmistir.  Yiizeysel
kontaminasyonu minimum diizeye indirmek igin et 6rneklerinin biitlin yiizeyleri 2 cm
kalinliginda kesilip atilmistir. Geriye kalan etler aseptik kosullar altinda 5 gram olarak
kesilip polietilen stomacher plastik posetlere konulmus ve -80°C’de muhafaza
edilmiglerdir. Denemeler sirasinda et Ornekleri wultra dondurucudan alinip
coziindiirildiikten  sonra  kullanilmistir.  Taze  etlerde  baslangic  toplam
psikrofil/psikrotrof aerobik bakteri sayimi 5-8°C’de Plate Count Agar, toplam koliform
bakteri sayilari ise 35-37°C’de Violet Red Bile Agar kullanilarak belirlenmistir.

3.3. Sigir Etlerinin Koruyucu Kiiltiir ve Test Bakterileri ile inokulasyonu

Taze s181r etlerinden (5 g) rastgele drnekler alinip ti¢ gruba boliinmiistiir. Birinci grup et
orneklerinden birisi ayn1 anda L. lactis spp. lactis BZ (107 kob/g) ve L. monocytogenes
(10* kob/g), digeri ise L. lactis spp. lactis BZ (10’ kob/g) ve E. coli O157:H7 (10*
kob/g) ile inokule edilmistir. Ikinci grup et drneklerinin her ikisi de L. lactis spp. lactis
BZ (107 kob/g) ile inokule edilip buzdolabinda 24 saat bekletilmis ve bu siirenin
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sonunda et &rneklerinden birisi L. monocytogenes (10* kob/g), digeri ise E. coli
0157:H7 (10* kob/g) inokiile edilmistir. Uciincii grup et &rneklerinden biri L.
monocytogenes (10* kob/g), digeri E. coli O157:H7 (10* kob/g) ile kontamine edilip
buzdolabinda 24 saat bekletilmistir. Daha sonra her bir et 6rnegine L. lactis spp. lactis
BZ (10" kob/g) ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan et ornekleri buzdolab
kosullarinda (4-6°C’de) 12 giin muhafaza edilmislerdir. Ayrica sigir etlerinden 6rnekler
almarak pozitif ve negatif kontrol olarak kullanilmiglardir. Negatif kontrol olarak
bakteri inokiile edilmemis et 6rnegi, pozitif kontrol drnegi olarak sadece L. lactis spp.
lactis BZ (107 kob/g), L. monocytogenes (10* kob/g) ve E. coli O157:H7 (10* kob/g)

iceren et drnekleri kullanilmistir.

3.4. Mikrobiyolojik Analizler

Buzdolab1 kosullarinda muhafaza edilen et 6rneklerinden depolamanin 0., 1., 3., 7., 9.
ve 12. giinlerinde rastgele 6rnekler alinip mikrobiyolojik analizlere tabi tutulmustur. Et
ornekleri 1:5 oraninda steril peptonlu su (%0,1) ile seyreltilip stomacher’da 4-5 dakika
homojenize edilmis ve diliisyonlar hazirlanmistir. L. lactis spp. lactis BZ sayimi
30°C’de 24-48 saat M17 agar, L. monocytogenes 35-37°C’de 24-48 saat Listeria
supplement igeren Oxford agar, E. coli O157:H7 35-37°C’de 24-48 saat Sorbitol
MacConkey (SMAC) agar kullanilarak yapilmistir. Bakteri ilave edilmemis taze et
ornegi ile L. lactis spp. lactis BZ (107 kob/g) iceren et drneklerinde depolama siiresince
toplam psikrofil/psikrotrof aerobik bakteri ile toplam koliform bakteri sayimlar1 da
yapilmistir. Toplam psikrofil/psikrotrof aerobik bakteri sayimi 5-8°C’de Plate Count
Agar, toplam koliform bakteri sayimi ise 35-37°C’de Violet Bile Red Agar kullanilarak

belirlenmistir.

3.5. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite testi sadece bakteri inokule edilmeyen et 6rnegi (kontrol) ile L.
lactis spp. lactis BZ igeren et orneklerinde yapilmistir. Buzdolabi kosullarinda
muhafaza edilen taze et 6rneklerinden depolamanin 0., 1., 3., 7. ve 9. giinlerinde alinan
et ornekleri 1:1 oraninda steril peptonlu su (%0,1) ile seyreltilip stomacher’da 4-5
dakika homojenize edilmistir. Bu islemi takiben et 6rnekleri 4000 g’de 20 dakika

santrifiij islemine tabi tutulmustur. Ust kism1 steril siringa membran filtreden (0,45 pm
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gozenekli) gecirilerek steril edildikten sonra antimikrobiyal aktivite testinde
kullanilmistir. Steril antimikrobiyal diskler hazirlanan sivinin igene daldirilip 15 dakika
bekletildikten sonra indikatér olarak L. monocytogenes igeren BHI yumusak agarin
{izerine konulmustur. Inkiibasyon isleminden (30°C’de 24 saat) sonra disk etrafinda

inhibisyon alan1 olusup olusmadig1 kontrol edilmistir.

3.6. Et Orneklerinin pH Degerlerinin Belirlenmesi

Depolamanin 0., 1., 3., 7. ve 9. giinlerinde et 6rneklerinin pH degerleri de Hanna Marka
pH metre kullanilarak belirlenmistir (AOAC, 2002).

3.7. Et orneklerinin Renk Degerlerinin Belirlenmesi

Renk analizi sadece bakteri inokule edilmeyen et 6rnegi (kontrol) ile L. lactis spp. lactis
BZ igeren et 6rnegi iizerinde en az 3 farkli noktadan Konica Minolta Chrometer CR400
(Japonya) kullanilarak dl¢iilmiistiir. Olgiimler CIE renk sistemine gore L*, a* ve b*
degerleri tespit edilerek gerceklestirilmistir. CIE renk sisteminde L* parlaklig1 ifade
etmekte olup degeri 0 (siyah) ile 100 (beyaz) arasindadir. a* degeri kirmizi-yesil, b*
degeri ise sari-mavi renk degerlerini ifade etmektedir (Luo, 2005). Olgiimler dncesi

cihaz kendi standardi olan beyaz renk plakasi kullanilarak kalibre edilmistir.

3.8. istatiksel Analiz

Deneme ii¢ tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir. Arastirma sonucunda elde edilen tiim
veriler SPSS 10 (Anonim, 1999) paket programi kullanilarak analiz edilmistir.

Ortalamalarin karsilastirilmasi i¢in Duncan testi kullanilmistir.
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BOLUM IV
BULGULAR ve TARTISMA

4.1. L. lactis spp. lactis BZ’nin Buzdolabi Sicakhiginda Taze Sigir Etinde Gelisimi
ve Bakteriyosin Uretimi

L. lactis spp. lactis BZ ile 8,01 log kob/g diizeyinde inokule edilen et 6rnekleri 12 giin
buzdolab: sicakliginda muhafaza edilmislerdir. Analiz sonucunda L. lactis spp. lactis
BZ’nin depolama siiresince et drneklerinde istatiksel olarak énemli olmasa da (P>0,05)
gelistigi belirlenmistir (Sekil 4.1). Depolama isleminin sonunda L. lactis spp. lactis BZ
sayisinin 8,73 log kob/g’a ulastig1 belirlenmistir. L. lactis spp. lactis BZ’nin gelisimi
sirasinda  bakteriyosini  olan laktokoksin BZ’yi iretip {retmedigi Listeria
monocytogenes’e karsi test edilerek belirlenmistir. Yapilan aktivite testi sonucunda
depolama siiresi boyunca L. lactis spp. lactis BZ’nin bakteriyosin tirettigi belirlenmistir.
Depolamanin 1, 3, 5, 7, 9 ve 12’inci giinlerinde Listeria monocytogenes’e karsi
gosterdigi inhibitdr zonun biliylikligi sirasiyla 8, 10, 16, 17, 18, 18 ve 20 cm oldugu
belirlenmigstir (Sekil 4.2). Gida kaynakli patojen bakterilerden L. monocytogenes ve E.
coli O157:H7 varliginda L. lactis spp. lactis BZ’ nin gelisiminin ve bakteriyosin iiretme

yeteneginin olumsuz yonde etkilenmedigi gdzlenmistir.

Bakteriyosin {iiretici Lactobacillus sakei (Bredholt vd.,1999 ve 2001), Lactobacillus
sakei Lb790 (Katla vd., 2002), Leuconostoc carnosum 4010 (Jacobsen vd., 2003),
Lactobacillus casei CRL705 (Castellano ve ark., 2004), Lactobacillus curvatus CRL705
(Castellano vd., 2010), Lactobacillus curvatus CWBI-B28wt ile Pediococcus
acidilactici H (Kouakou vd., 2010)’nin depolama siiresince et Orneklerinde geliserek
sayilarinin artti1 ve bakteriyosin {iirettikleri belirtilmistir. Tavuk etine koruyucu kiiltiir
olarak uygulanan Enterococcus faecium PCD71 ve Lactobacillus fermentum ACA-
DC179’un buzdolabinda 7 giinliik depolama siiresince sayislarinin degismeden kaldig:

ifade edilmistir (Maragkoudakis vd., 2009).
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Sekil 4.1. L. lactis spp. lactis BZ nin buzdolabi kosullarinda taze ette gelisim profili

Sekil 4.2. Buzdolab1 kosullarinda muhafaza edilen ette gelisen L. lactis spp. lactis
BZ’nin Listeria monocytogenes’e karsi inhibitor aktivitesi (depolamanin 12’nci giinil).

4.2. Taze Etin Toplam Psikrofil Aerobik Bakteri I¢erigi Uzerine L. lactis spp. lactis
BZ’nin Etkisi

Taze etin baslangi¢ toplam psikrofil aerobik bakteri (TPAB) igerigi 3,14 log kob/g

bulunmustur (Sekil 4.3). Depolama siiresi boyunca koruyucu kiiltiir uygulanmayan
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Sekil 4.3. L. lactis spp. lactis BZ’nin taze etin toplam psikrotrof aerobik bakteri igerigi
tizerine etkisi. Lc, L. lactis spp. lactis BZ.

kontrol et 6rneginde TPAB sayisinin arttigi ve depolamanin sonunda 9,33 log kob/g’a
ulastig1 tespit edilmistir. Depolamanin 1. giinlinden itibaren kontrol 6rneklerin TPAB
sayisinda goriilen artiglarin istatiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur (P<0,05). L.
lactis spp. lactis BZ ile muamele edilen et 6rneklerinde depolamanin 0’inc1 ve 1’inci
giinlerinde belirlenemeyecek (<10 kob/g) diizeyde oldugu, ancak depolamanin 3’{incii
giinlinde 2,07 log kob/g, 12°nci giiniinde ise 4,87 log kob/g’a ¢iktig1 saptanmistir.
Depolamanin 5 ile 7’inci haftalar1 ve 7 ile 9’uncu haftalar1 arasinda TPAB sayisinda
goriilen artigin istatiksel olarak onemsiz (P>0,05), diger haftalar aras1 goriilen artigin
onemli (P<0,05) oldugu bulunmustur. Kontrol 6rnegi ile karsilastirildiginda L. lactis
spp. lactis BZ koruyucu kiiltiir olarak kullanildiginda TPAB gelisimini kontrol altina
aldig1 ve raf omriinii iyilestirdigi belirlenmistir. Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik
Kriterler Tebligine gore taze ette her 5 drnekten 2’inde en fazla izin verilen toplam
aerobik bakteri sayisiin 5x10° kob/g oldugu dikkate alinirsa, L. lactis spp. lactis BZ
iceren taze et Orneginin bakteriyolojik kalitesinin buzdolabinda gerceklestirilen 12
glinliik depolamanin sonunda halen 1iyi ve kabul edilebilir seviyede oldugu

goriilmektedir.
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Battal (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, L. lactis spp. lactis BZ tarafindan iiretilen
laktokoksin BZ 400-800 AU/g taze sigir etine uygulandiginda TPAB sayisin1 (etin
baslangic TPAB sayis1 6,12 log kob/g) depolamanin 8’inci giinline kadar azalttigi,
bundan sonraki siirecte ise et Orneklerinin TPAB sayisinin diisiik diizeyde de olsa
arttigin1  bildirmistir. Laktokoksin BZ yiiksek konsantrasyonda (1600-2500 AU/g)
kullanildiginda depolama siiresince TPAB sayisinda azalmaya neden oldugu, TPAB

sayisini 6,12 log kob/g’dan 2,62 log kob/g’a diistirdiigiinii bildirmislerdir.

Lactobacillus sakei CTC 372 ile Lactobacillus CTC 711 (Djenane vd. (2005),
Lactobacillus carnis MXVK76 ile Lactobacillus pentosus LP1-31035 (Signorini vd.,
2006), Lactobacillus curvatus CRL705 (Castellano vd., 2010) taze etlerde psikrofil
bozulma etmeni Pseudomonas spp. ve Brochothrix thermosphacta’nin gelisimini
geciktirdigi ve kontrol 6rnegi ile kiyaslandiginda bu orneklerde her iki bakterinin
gelisimlerini kontrol altina alidig1 belirlenmistir. Ayrica Lactobacillus carnis MXVK?76
ile Lactobacillus pentosus LP1-31035’in toplam aerobik bakteri gelisimini de kontrol
altina aldig1 bildirilmistir (Signorini vd., 2006). Lactobacillus acidophilus koruyucu
kiiltiir olarak kullanildiginda et 6rneklerin toplam canli bakteri sayisinda azalmaya ve
etin raf Omriini kontrol Ornegine 3 giin iyilestirdigi belirtilmistir (Amin, 2012).
Lactobacillus acidophilus igeren et Orneklerinde toplam aerobik bakteri sayisinin

depolamanin 3’{incii giiniinde 9,67 log kob/g’a ulastig1 saptanmustir.

4.3. Taze Etin Toplam Koliform Bakteri icerigi Uzerine L. lactis spp. lactis BZ’nin
Etkisi

Arastirmada kullanilan taze etin toplam koliform bakteri igeriginin depolamanin 0’nc1
giini <10 kob/g’in altinda oldugu goézlenmistir (Sekil 4.4.). Depolamanin 1’inci
giiniinden itibaren kontrol oOrneginde toplam koliform sayisinin belirlenebilecek
seviyeye ¢iktigt (2,53 log kob/g) ve depolama siiresince de sayisinin arttigi
belirlenmistir. Depolamanin 12°nci gilinlinde sayisinin 8,62 log kob/g’a ulastigi
bulunmustur. Buzdolabinda depolamanin 1’inci giliniinden itibaren kontrol drneginin
toplam koliform sayisinda goriilen artiglari istatiksel olarak dnemli oldugu belirlenmistir
(P<0,05). Sadece depolamanin 4’{incii ile 5’inci haftalar arasinda gergeklesen artisin
istatiksel olarak dnemli olmadigi belirlenmistir (P>0,05). L. lactis spp. lactis BZ katilan

et orneklerinde depolamanin 0’inc1 ile 7’inci giinleri arasinda belirlenemeyecek (<10
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kob/g) seviyede oldugu, ancak depolamanin 9’iincii giiniinde 2,42 log kob/g, 12’nci
giintinde ise 2,73 log kob/g’a ¢iktig1 tespit edilmistir (Sekil 4.4.). Depolamanin 9 ile
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Sekil 4.4. L. lactis spp. lactis BZ’nin taze etin toplam koliform bakteri igerigi tizerine
etkisi. K, kontrol; Lc, L. lactis spp. lactis BZ

12°nci haftalar1 arasinda koruyucu kiiltiir igeren et Orneklerinde toplam koliform
sayisinda goriilen artisin istatiksel olarak 6nemli (P<0,05) oldugu bulunmustur. Kontrol
ornegi ile L. lactis spp. lactis BZ iceren et ornekleri karsilastirildiginda L. lactis spp.
lactis BZ’nin taze et orneklerinde toplam koliform bakteri gelisimini ¢ok etkili bir
sekilde kontrol altina aldigi ve boylece etin giivenligi ile raf Omriinii iyilestirdigi

belirlenmistir.

Battal (2012) L. lactis spp. lactis BZ tarafindan tiretilen laktokoksin BZ baslangig
toplam koliform sayis1 1,90x10* kob/g olan taze sigir etine 200-2500 AU/g
uygulandiginda koliform bakteri igeriginde depolama siiresince ©onemli diizeyde
azalmaya neden oldugunu bildirmistir. Laktokoksin BZ yiiksek diizeyde (800, 1600 ve
2500 AU/g) ete uygulandiginda konsantrasyona bagli olarak depolamanin 8’inci ve

4’1inct giliniinde belirlenemeyecek seviyenin altina diislirdiigiinii bulmuslardir.
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Castellano vd. (2010) taze ete 10° kob/g diizeyinde biyokoruyucu olarak bakteriyosin
tireten Lactobacillus curvatus CRL705 kullanildiginda etin toplam koliform bakteri
igerigi lizerine Onemli bir inhibitér etki goOstermedigini bildirmislerdir. Depolama
isleminin sonunda (60 giin) kontrol ve Lactobacillus curvatus CRL705 igeren et
orneklerinde koliform bakteri sayisinin sirasiyla 4,68 ile 4,50 log kob/g oldugunu rapor

etmislerdir.

Lactobacillus  acidophilus (10’ kob/g) taze sigir etine uygulandiginda
Enterobacteriaceae ve toplam koliform bakteri i¢erigi iizerine inhibitdr etki yarattigi ve
dolayisiyla et 6rneklerinin Enterobacteriaceae ve toplam koliform sayilarinin depolama

sliresince azaldigi belirtilmistir (Amin, 2012).

4.4. L. lactis spp. lactis BZ’nin Taze Ette Gida Kaynakh Patojen Bakterilerin
Gelisimi Uzerine Etkisi

Calismada sigir eti endiistrisinde en c¢ok sorun teskil eden patojen bakterilerden L.
monocytogenes ile E. coli O157:H7 kullanilmistir. Taze sigir etinde L. monocytogenes
veya E. coli O157:H7’in gelisimi ve/veya canlilig1 lizerine L. lactis spp. lactis BZ nin
inhibitor etkisini ortaya koymak icin 3 farkli deneme plani kurulmustur. Kontaminasyon
esnasinda, kontaminasyondan Once ve kontaminasyondan sonra inhibitor etkisini
belirlemek i¢in 1’inci grup et ornekleri L. lactis spp. lactis BZ ve Listeria
monocytogenes veya E. coli O157:H7 ile ayni anda, 2’nci grup et 6rnekleri L. lactis spp.
lactis BZ ile inokule edilip buzdolabinda 24 saat bekletildikten sonra L. monocytogenes
veya E. coli O157:H7, 3’ncii grup et drnekleri L. monocytogenes veya E. coli 0157:H7
(10 kob/g) ile kontamine edilip buzdolabinda 24 saat bekletildikten sonra L. lactis spp.

lactis BZ ile muamele edilmistir.

4.4.1. L. lactis spp. lactis BZ’nin Taze Ette L. monocytogenes’in Gelisimi Uzerine
Etkisi

Yapilan ¢alisma sonucunda L. lactis spp. lactis BZ ayni1 anda L. monocytogenes veya
kontaminasyondan Once ete inokiile edildigi zaman kontaminasyondan sonra ilave
edilmesine gore inhibitor etkisinin daha iyi oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5). L. lactis
spp. lactis BZ ayni1 anda L. monocytogenes veya L. monocytogenes katimindan 24 saat
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once ete uygulandiginda listeria sayisini sirastyla depolamanin 0’1nc1 giiniinde 5,08 log
kob/g’dan 4,92 (0,16 log’luk azalma) ve 4,84 (0,24 log’luk azalma) log kob/g’a, 1’inci
giliniinde ise 2,99 (2,18 log’luk azalma) ve 2,54 (2,54 log’luk azalma) log kob/g’a
diisiirdiigii belirlenmistir. L. lactis spp. lactis BZ, L. monocytogenes katimindan 24 saat

sonra ete uygulandiginda depolamanin 0 ve 1’inci giinlerinde listeria sayisinin sirasiyla
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Sekil 4.5. L. lactis spp. lactis BZ’nin taze ette L. monocytogenes gelisimi {izerine etkisi.
K, kontrol; Lc, L. lactis spp. lactis BZ. K: Kontrol; Lc: L. lactis spp. lactis BZ; Lm: L.
monocytogenes; EcLc-I: L. lactis spp. lactis BZ ve L. monocytogenes ‘in ayni anda ilave
edildigi et ornegi; EcLc-Il: L. lactis spp. lactis BZ inokulasyonundan 24 saat sonra L.
monocytogenes’in ilave edilen et Ornegi; EcLc-llIl: L. lactis spp. lactis BZ
inokulasyonundan 24 saat 6nce L. monocytogenes’in ilave edilen et 6rnegi.

5,06 (0,02 log’luk azalma) ve 3,11 (1,97 log’luk azalma) log kob/g’a azaldigi
saptanmustir (Sekil 4.5). Her ii¢ uygulamada da listeria sayisinin depolamanin 3’ncii
giinlinden itibaren sayillamayacak seviyenin altina diistiigli ve bu durumun depolama
isleminin sonuna kadar devam ettigi tespit edilmistir. Depolamanin 0’inc1 giinlerinde
listeria sayisinda gozlenen azalmanin istatiksel olarak Onemli olmadigr (P>0,05),
depolamanin 1 ve 3’iincii giinlerinde gdzlenen azalmanin 6nemli oldugu bulunmustur
(P<0,05). Kontrol et 6rneklerinde ise depolama siiresince L. monocytogenes sayisinin

arttig1 ve canli listeria hiicre sayisinda gozlenen bu artislarin istatiksel olarak 6nemli
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oldugu bulunmustur (P<0,05). Kontrol et 6rneginde 12 giinliikk depolama isleminin
sonunda L. monocytogenes sayisinin 5,10 log kob/g’dan 9,15 log kob/g’a ulastigi

belirlenmistir.

Battal (2012) L. lactis spp. lactis BZ tarafindan sentezlenen laktokoksin BZ (400-3200
AU/g), L. monocytogenes ile kontamine edilmis (4,71 ve 7,92 log kob/g) taze sigir
etine uygulandiginda ete tutunmus ve tutunma asamasinda olan listeria hiicre sayisinda
onemli bir azalmaya neden oldugunu bulmustur. Laktokoksin BZ 4,71 ve 7,92 log
kob/g diizeyinde L. monocytogenes ile kontamine edilmis et 6rneklerine 1600 AU/g
konsantrasyonda ilave edildiginde uygulamanin ilk 30 dakikas: igerisinde listeria
sayisinda sirasiyla 4,71 ve 4,39 log azalmaya neden oldugunu belirlemistir. Tutunma
asamasinda olan listeria sayisinda ise ayni konsantrasyonda L. monocytogenes’i 5,0 log
kob/g igeren et Orneklerinde uygulamanin 10’uncu dakikasinda belirlenemeyecek
seviyeye indirdigi, 7,99 log kob/g igeren ornekte ise 4,96 log’luk azalmaya neden
oldugunu saptamistir. Ayrica laktokoksin BZ’nin yagsiz, yarim yagli ve tam yagli UHT
siitlerde L. monocytogenes’e karst kuvvetli antilisterial aktivite gosterdigi de
belirlenmistir (Onciil, 2010)

Bakteriyosin ireticisi olmayan Lactobacillus sakei, L. monocytogenes ile kontamine
edilmis dilimlenmis jambon ve sosise uygulandiginda s6z konusu patojen bakterinin
gelisimini kontrol altina aldigi bildirilmistir (Bredholt vd., 1999; 2001). Bakteriyosin
(sakasin P) iireticisi Lactobacillus sakei Lb790 (yaklasik 10* kob/g) L. monocytogenes
(yaklasik 10? kob/g) ile kontamine edilmis ete uygulandiginda patojen bakterinin
gelisimini  durdurdugu belirlenmistir (Katla vd., 2002). Baska bir c¢aligmada
biyokoruyucu olarak Leuconostoc carnusum (6,3x10® kob/g), L. monocytogenes (10
kob/g) ile kontamine edilmis sosis oOrneklerine uygulandiginda listeria sayisinin
depolamanin basinda azalmaya basladig1 ve depolamanin 21. giiniinde 10 kob/g’in
altina diistiigli belirtilmistir (Budde vd., 2003). Sosisle yapilan bagka bir arastirmada
Leuconostoc carnosum 4010’un sosis hamurunda geliserek leukosin iirettigi ve buna
bagh olarak L. monocytogenes (10* kob/g)’in gelisimini etkili bir sekilde onledigi
belirtilmistir (Jacobsen vd., 2003). Castellano vd. (2004), Lactobacillus casei
CRL705’in depolama siiresince bakteriyosin iirettigi ve Listeria innocua’nin gelisimini

bakteriyostatik etki gostererek durdurdugunu saptamislardir. Enterococcus faecium
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PCD71 (7,3 log kob/g) ve Lactobacillus fermentum ACA-DC179 (6,9 log kob/g)’un ¢ig
tavuk etinde L. monocytogenes (5,0 log cfu/g) ve Salmonella Enteritidis (5,0 log
cfu/g)’in gelisimini etkili bir sekilde 6nledigi bulunmustur (Maragkoudakis vd., 2009).
Sparo vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada bakteriyosin {ireticisi Enterococcus faecalis
CECT7121 (10* kob/g)’in L. monocytogenes (10° kob/g)’e kars1 kuvvetli antilisterial
aktivite  gosterdigini  belirlemislerdir. ~ Arastirmacilar ~ Enterococcus faecalis
CECT7121’in L. monocytogenes ile ayni anda veya 24 saat Once veya sonra ilave
edilmesi durumlarinda listeria sayisini depolamanin 24’iincii saatinden itibaren

belirlenemeyecek seviyeye indigini belirlenmislerdir.

Sakasin P iireticisi Lactobacillus curvatus CWBI-B28wt (10° kob/g) ile pediosin AcH
iireticisi Pediococcus acidilactici H (102 kob/g)’nin ¢ig domuz etinde L. monocytogenes
(102 kob/g) sayisin1 depolamanin 1’inci ve 2’nci haftasinda belirlenemeyecek seviyenin
altina diislirdiigli, ancak depolamanin 6’nc1 haftasindan itibaren listeria sayisinin ¢ok

yavas da olsa artmaya basladig1 ifade edilmistir (Kouakou vd., 2010).

4.4.2. L. lactis spp. lactis BZ’nin Taze Ette E. coli 0157:H7’nin Gelisimi Uzerine
Etkisi

L. lactis spp. lactis BZ aym anda E. coli O157:H7 veya patojen bakteri
kontaminasyonundan once ete inokiile edildigi zaman kontaminasyondan sonra ilave
edilmesine gore antibakteriyal aktivitesinin biraz daha iyi oldugu goézlenmistir (Sekil
4.6). L. lactis spp. lactis BZ, E. coli O157:H7 ile birlikte veya E. coli O157:H7
katimindan 24 saat once ete uygulandiginda E. coli O157:H7 sayisin1 depolamanin
I’inci giiniinde sirasiyla 5,17 log kob/g’dan 3,78 (1,39 log’luk azalma) ve 3,03 (2,14
log’luk azalma) log kob/g’a, 3’{lincii giiniinde ise 2,72 log kob/g (2,45 log’luk azalma)
ve sayllamayacak seviyenin altina (yaklasik 5 log’luk azalma) diislirdiigii belirlenmistir.
L. lactis spp. lactis BZ, E. coli O157:H7 ilavesinden 24 saat sonra ete uygulandiginda
depolamanin 1 ve 3’iincii giinlerinde bakteri sayisinin sirasiyla 4,08 (1,09 log’luk
azalma) ve 2,99 (2,18 log’luk azalma) log kob/g’a azaldig1 saptanmustir. L. lactis spp.
lactis BZ, E. coli O157:H7 kontaminasyonundan once ete inokule edildiginde depolama
isleminin 3’lincii, ayn1 anda veya kontaminasyondan sonra katilan et orneklerinde ise
depolamanin 5’inci giinlinden itibaren E. coli sayisini tespit edilemeyecek seviyenin

altina diislirdiigli ve bu durumun depolama isleminin sonuna kadar devam ettigi tespit
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edilmistir. Depolamanin 0’inc1 giinlerinde E. coli O157:H7 sayisinda gozlenen
azalmanin istatiksel olarak Onemli olmadigi (P>0,05), depolamanin 1 ve 3’iincii
giinlerinde gozlenen azalmanin 6nemli oldugu bulunmustur (P<0,05). L. lactis spp.
lactis BZ igermeyen kontrol et orneklerinde buzdolabi kosullarinda gergeklestirilen
depolama periyodunca E. coli O157:H7 sayisinin arttig1 ve hiicre sayisinda gézlenen bu

artiglarin istatiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur (P<0,05). Kontrol et 6rneginde 12
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Sekil 4.6. L. lactis spp. lactis BZ’nin taze ette E. coli O157:H7’nin gelisimi {izerine
etkisi. K: Kontrol; Lc: L. lactis spp. lactis BZ; Ec: E. coli O157:H7; EcLc-I: L. lactis
spp. lactis BZ ve E. coli O157:H7’nin ayn1 anda ilave edildigi et 6rnegi; EcLc-Il: L.
lactis spp. lactis BZ inokulasyonundan 24 saat sonra E. coli O157:H7’nin ilave edilen et
ornegi; EcLc-1ll: L. lactis spp. lactis BZ inokulasyonundan 24 saat once E. coli
O157:H7’nin ilave edilen et 6rnegi.

giinliik depolama isleminin sonunda E. coli O157:H7 sayisinin 5,17 log kob/g’dan 9,61
log kob/g’a ulastig1 belirlenmistir (Sekil 4.6).

Bredholt vd., (1999) bakteriyosin iiretmeyen Lactobacillus sakei jambon ve sosis
tiretiminde koruyucu kiiltiir olarak kullanildiginda E. coli O157:H7’nin gelisimini
inhibe ettigini belirlemislerdir. Yapilan bagka bir ¢alismada bakteriyosin iireticisi E.
faecalis CECT7121 (10* kob/g) ve E. coli O157:H7 (10° kob/g) ayn1 anda ete ilave

edildiklerinde depolamanin 72. saatinden sonra E. coli O157:H7 sayisinin
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belirlenemeyecek seviyenin altina diistigii bildirilmistir.  Enterococcus faecalis
CECT7121 inokiilasyonundan 24 saat 6nce veya sonra E. coli O157:H7 katilan et
orneklerinde patojen bakteri sayisinin depolamanin 24 ve 48’inci saatlerinde tespit
edilemeyecek diizeye indigi belirtilmistir (Sparo vd., 2013). Her iki calismada da
koruyucu Kkiiltiir igermeyen kontrol et orneklerinde buzdolabinda gergeklestirilen

depolama islemi siiresince E. coli O157:H7’nin gelistigi belirtilmistir.

4.5. L. lactis spp. lactis BZ’nin Taze Etin pH Degeri Uzerine Etkisi

pH degeri gidalarin raf omriinii belirleyen mikrobiyal gelisim iizerinde 6nemli rol
oynayan faktorlerden birisidir. Et orneklerinin pH degeri Cizelge 4.1°de verilmistir.
Tablodan da goriildiigli tizere kontrol 6rneginin pH degerinin 12 giinliik depolama
stiresince arti@1 belirlenmistir. Depolamanin 0 ile 3’iincii giinleri arasinda pH degerinde

gozlenen artigin istatiksel olarak dnemli olmadigi (P>0,05), 4 {lincii haftasindan itibaren

pH degerinde goriilen artisin istatiksel olarak onemli oldugu (P<0,05) belirlenmistir.
Koruyucu kiiltiir olarak L. lactis spp. lactis BZ’nin ette kullanilmasi durumunda et
orneklerinin pH degerlerinin ¢ok diisiik diizeyde arttig1, hatta sabit kaldig1 gézlenmistir
(P>0,05). Depolama igleminin sonunda kontrol 6rneginin pH degeri 5,70’den 6,25’e, L.
lactis spp. lactis BZ igeren et 6rneklerinde ise 5,63’ten 5,71’e ¢iktigi saptanmuistir.
Koruyucu kiiltiir igeren et 6rneklerinde pH degerinin sabit kalmasinin nedeni L. lactis
spp. lactis BZ ette bulunan bozulma etmeni ve patojen mikroorganizmalarin
gelisimlerini Odnlemesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica s6z konusu bu orneklerde pH
degerinin dismemesinin nedeni de L. lactis spp. lactis BZ’nin organik asit olusturma
yeteneginin zayif olmasindan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir. Sadece L.
monocytogenes ve E. coli O157:H7 igeren et 6rnekleri ile koruyucu kiiltiir ile patojen
bakterilerin ayni anda ve patojen kiiltiir ilavesinden 24 saat sonra koruyucu kiiltiir iceren
et orneklerinin kontrol 6rnegine benzer sekilde depolama siiresince pH degerlerinin
arttigi, L. lactis spp. lactis BZ ilavesinden 24 saat sonra patojen bakteri katilan et
orneklerinin pH degerlerinin ise sadece koruyucu kiiltiir i¢eren et 6rneklerine benzer bir
davranig sergiledigi belirlenmistir. Et iriinlerinde pH degerindeki artis, diistik

sicakliklarda gerceklesen biyokimyasal degisimler sonucu bazik karakterli ugucu azotlu
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bilesiklerin olugsmasina ve mikrobiyal yiike bagl olarak protein hidroliziyle agiga ¢ikan
alkil gruplarma atfedilmektedir (Ibrahim ve Desouky, 2009; Hathout-Amal ve Aly-
Soher, 2010; Amin, 2012).

Bakteriyosin treticisi Lactobacillus casei CRL705 ete koruyucu kiiltiir olarak
uygulandiginda et O6rneklerinin pH degerinde 6nemli bir degisime neden olmadigi
belirlenmistir. Koruyucu kiiltiir i¢ceren et 6rneginde pH degerinin depolamanin sonunda
5,45’den 5,06’ya, kontrol 6rnegin pH degerinin ise 5,39’dan 5,25°e distiigii ifade
edilmistir (Castellano vd., 2004).

Cizelge 4.1. Et 6rneklerinin pH degerleri

Ornekler Depolama Siiresi (Giin)
0 1 3 5 7 9 12

K 5,70+0,03 | 5,70+0,05 | 5,73+0,03 | 5,74+0,01 | 5,77+0,03 | 5,96+0,06 | 6,25+0,03
Lc 5,63+0,04 | 5,63+0,05 | 5,64+0,02 | 5,65+0,03 | 5,66+0,04 | 5,69+0,03 | 5,71+0,04
Lm 5,62+0,02 | 5,64+0,01 | 5,67+0,01 | 5,73+0,08 | 5,80+0,06 | 5,92+0,07 | 6,12+0,17
LmLc-I 5,61+0,02 | 5,62+0,01 | 5,65+0,02 | 5,67+0,02 | 5,71+0,04 | 5,76+0,07 | 5,87+0,08
LmLe-Il | 5,62+0,01 | 5,63+0,01 | 5,63+0,01 | 5,69+0,04 | 5,74+0,05 | 5,76+0,06 | 5,80+0,02
LmLc-Il | 5,61+£0,01 | 5,62+0,01 | 5,62+0,05 | 5,66+0,02 | 5,73+0,01 | 5,79+0,04 | 5,98+0,02
Ec 5,67+0,05 | 5,72+0,04 | 5,75+0,10 | 5,79+0,09 | 5,84+0,08 | 6,00+0,07 | 6,18+0,06
EcLc-I 5,61+0,01 | 5,62+0,01 | 5,66+0,01 | 5,71+0,02 | 5,74+0,01 | 5,85+0,01 | 6,16+0,03
EcLc-lI 5,62+0,02 | 5,62+0,06 | 5,63+0,01 | 5,65+0,05 | 5,66+0,03 | 5,68+0,04 | 5,73+0,09
EcLc-Ill | 5,62+0,02 | 5,65%0,03 | 5,69+0,02 | 5,76+0,04 | 5,82+0,01 | 5,95+0,07 | 6,21£0,05

K: Kontrol; Lc: L. lactis spp. lactis BZ; Lm: L. monocytogenes; Ec: E. coli O157:H7; I: L. lactis spp.
lactis BZ ve patojenlerin ayni anda ilave edildigi et 6rnegi; II: L. lactis spp. lactis BZ inokulasyonundan
24 saat sonra patojenlerin ilave edilen et ornegi; I1I: L. lactis spp. lactis BZ inokulasyonundan 24 saat
Once patojenlerin ilave edilen et 6rnegi.

Biyokoruyucu olarak Lactobacillus carnis MXVK76, Lactobacillus pentosus LP1-
31035 uygulanan vakum paketlenmis et orneklerinde depolamanin ilk 2 giiniinde pH
degerinde 0,6 iinitelik azalma, bundan sonraki giinlerde ise orneklerin pH’sinda artig
oldugu belirtilmistir (Signorini vd., 2006). Castellano vd. (2010) yaptiklart bir
calismada Dbakteriyosin ireticisi Lactobacillus curvatus CRL705 uygulanan et

orneklerinin pH degerilerinin depolama siirecinde 5,55’ten 5,45’e diistiigiinii, kontrol

orneginin pH degerinin ise 5,55’ten 5,60’a yiikseldigini saptamislardir.
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Nisin (200 ppm nisaplin) ve Lactobacillus acidophilus (10 kob/g) ayr1 ayr1 ve birlikte
taze sigir etine uygulandigi bir caligmada, biitiin et orneklerinin pH degerlerinin
depolama siiresince arttigir belirlenmistir (Amin, 2012). Ancak, nisin, Lactobacillus
acidophilus ve nisin+Lactobacillus acidophilus igeren et 6rneklerini pH degerlerinde
goriilen artisin daha diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir. Kontrol 6rneginin pH
degerinin 5,82’den depolamanin 2’nci giliniinde 6,92’ye, Lactobacillus acidophilus
igeren Ornekte depolamanin 3’lincii giiniinde 7,01’e, nisin+Lactobacillus acidophilus
igeren Ornekte ise depolamanin 5’inci giiniinde 6,94’¢ ulasti1 saptanmustir.

Bakteriyosinojenik Lactobacillus curvatus CWBI-B28wt ile Pediococcus acidilactici H
bakterilerini tek baglarna ve kombine sekilde biyokoruyucu olarak ete
uygulandiklarinda 6rneklerin pH degerlerinin depolamanin 3’ncii haftasina kadar
azaldig1 ve bundan sonraki siirecte yeniden arttig1 belirlenmistir. Depolamanin sonunda
sadece Lactobacillus curvatus veya Pediococcus acidilactici veya her iki bakteriyi
iceren et orneklerin pH degerlerinin 6,1, 5,9 ve 5,7 ye ulastig bildirilmistir (Kouakou

vd., 2010).

4.6. L. lactis spp. lactis BZ’nin Taze Etin Rengi Uzerine Etkisi

Etin rengi, etin albenisinde ve dolayisiyla tiiketici begenisinde 6nemli rol oynayan
kriterlerden birisidir. Et renginin yogunlugu miyoglobulin igerigine baglidir. Ette
gozlenen farkli renkler oksimiyoglobulin (agik kirmizi), miyoglobulin (koyu kirmizi) ve
metmiyoglobulinin (gri-kahverengi) bagil oranlariyla iligkilidir (Mancini ve Hunt,
2005).

L. lactis spp. lactis BZ igceren ve igermeyen et drneklerinin renk degerleri (L*, a* ve b*)
Sekil 4.7°de sunulmustur. Sekilde de goriildiigii tizere kontrol ve bakteriyosinojenik
bakteri igeren et Orneklerinin L* degerlerinin depolama siiresince azaldigir (P<0,05),
ancak bu azalmanin L. lactis spp. lactis BZ iceren et drneginde daha diisiik diizeyde
oldugu (P>0,05) g6zlenmistir. Depolama isleminin sonunda kontrol 6rneginin L* degeri
45,46’dan 36,08’e, L. lactis spp. lactis BZ iceren et orneginde ise 45,46’dan 40,96’ ya
diistiigii belirlenmistir. Ornekler a* ve b* degerleri agisindan incelendiginde, L*
degerinde oldugu gibi her iki 6rnekte depolama siiresince a* ve b* degerinin azaldigi

bulunmustur (Sekil 4.7). Fakat kontrol 6rnegine gore L. lactis spp. lactis BZ uygulanan
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et Orneginde gorillen azalmanin daha diisliik diizeyde oldugu saptanmistir. Kontrol
orneginin depolama periyodunun sonunda a* degeri 16,67’den 9,64’¢, L. lactis spp.
lactis BZ’li 6rnekte ise 16,45’den 12,50’ye diistiigli tespit edilmistir. Kontrol drneginin
0-1, 4-5 ve 6-7’nci giinleri arasinda goriilen farkin istatiksel olarak 6nemli oldugu
(P<0,05), 2-3, 3-4 ve 5-6’nc1 giinleri arasinda goriilen farkin 6nemli olmadig (P>0,05)
belirlenmistir. L. lactis spp. lactis BZ uygulanan orneklerin a* degerinde goriilen
azalmanin istatiksel olarak 6énemli olmadig1 saptanmistir. Orneklerin b* degerinin de 12
giinliik depolama islemi sonunda azaldig1 belirlenmistir. Kontrol 6rneginin b* degeri

12,82’den 7,02’ye, L. lactis spp. lactis BZ i¢eren ornekte ise 12,97’ den 9,49’a diistiigii
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Sekil 4.7. Et 6rneklerinin L*, a* ve b* degerleri. K, kontrol; Lc: L. lactis spp. lactis BZ.
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belirlenmistir (Sekil 4.7). Kontrol 6rneginin b* degerinde depolama siiresince goriilen
farkliligin istatiksel olarak 6nemli (P<0,05), L. lactis spp. lactis BZ ile muamele edilen

et orneklerinde ise 6nemsiz (P>0,05) oldugu bulunmustur.

Castellano vd. (2011) de biyokoruyucu olarak Lactobacillus curvatus CRL705 ve
Lactococcus lactis CRL1109 uygulanan kofte orneklerinin L*, a* ve b* degerlerinde
buzdolab1 sicakliginda depolamanin 6’inci1 giiniine 6énemli bir degisimin olmadigin

bildirmislerdir.
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BOLUM V
SONUCLAR

Bu c¢alismada L. lactis spp. lactis BZ’nin koruyucu kiiltiir olarak et endiistrisinde

kullanim olanagini ortaya koymak amaciyla taze sigir etinin mikrobiyolojik ve duyusal

kalitesi ile patojen bakterilerden L. monocytogenes ile E. coli O157:H7 iizerine

antagonistik etkileri incelenmistir. Arastirmada elde edilen sonuglar asagida

Ozetlenmistir.

a)

b)

d)

L. lactis spp. lactis BZ 8,01 log kob/g diizeyinde taze sigir etine inokiile
edildiginde buzdolab1 kosullarinda gelistigi ve bakteriyosini olan laktokoksin
BZ’yi depolama siiresince iirettigi belirlenmistir.

Baslangi¢ toplam psikrofil aerobik bakteri icerigi 3,14 log kob/g olan taze ete L.
lactis spp. lactis BZ uygulandiginda depolamanin 0’mct ve 1’inci giinlerinde
belirlenemeyecek (<10 kob/g) diizeye indirdigi, ancak depolamanin 3’lincii
giiniinde TPAB sayisinin artti§1 ve muhafazanin 12°nci giiniinde 4,87 log kob/g’a
ulagtigi bulunmustur. Kontrol 6rnegi ile karsilastirildiginda bu artisin diisiik
diizeyde oldugu goriilmistir. Kontrol o6rneginde TPAB sayisinin depolama
isleminin sonunda 9,33 log kob/g’a ulasgtig1 tespit edilmistir.

Koruyucu kiiltiir olarak L. lactis spp. lactis BZ ile muamele edilen et 6rneklerinde
toplam koliform sayisinin muhafazanin 0 ile 7’inci gilinleri arasinda
belirlenemeyecek (<10 kob/g) diizeyde oldugu, ancak depolamanin 9’uncu
giiniinden itibaren artmaya basladig1 ve depolamanin 12’nci giiniinde 2,73 log
kob/g’a ciktig1 tespit edilmistir. Buzdolabinda muhafaza sirasinda kontrol
orneginin toplam koliform sayisinin <1 log kob/g’dan 8,62 log kob/g’a arttig1
bulunmustur.

L. lactis spp. lactis BZ ayn1 anda Listeria monocytogenes veya listeria
kontaminasyonundan 24 saat once ete inokiile edildiginde antilisterial aktivitesinin
daha iyi oldugu belirlenmistir. L. lactis spp. lactis BZ aym anda, L.
monocytogenes veya L. monocytogenes katimindan 24 saat once veya sonra ete
uygulandiginda depolamanin 1’inci giiniinde sirasiyla 2,18, 2,54 ve 1,97 log’luk
azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Her ii¢c uygulamada da listeria sayisinin
muhafazanin 3’iincii glinlinden itibaren sayillamayacak diizeyin altina diistigii ve

bu durumun depolama igleminin sonuna kadar devam ettigi gézlenmistir.
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e) L. lactis spp. lactis BZ, E. coli O157:H7 ile birlikte veya E. coli O157:H7
kattimindan 24 saat Once veya sonra ete inokule edildiginde buzdolabinda
muhafazanin 1’inci giintinde E. coli sayisinda sirasiyla 1,39, 2,14 ve 1,09 log,
3’lincii giiniinde ise 2,45, 5,0 ve 2,18 log’luk azalmaya neden oldugu bulunmustur.
E. coli kontaminasyonundan once L. lactis spp. lactis BZ uygulanan et
orneklerinde E. coli sayis1 depolama isleminin 3’{incii giiniinden, ayni anda veya
kontaminasyondan sonra katilan et orneklerinde depolamanin 5’inci giiniinden
itibaren sayilamayacak seviyenin altina diistiigi ve bu durumun depolama
isleminin sonuna kadar devam ettigi tespit edilmistir.

f) Buzdolabinda 12 giinliik muhafaza islemi sirasinda L. lactis spp. lactis BZ ile
muamele edilen veya edilmeyen biitiin et drneklerinde pH degerinin arttig1, ancak
L. lactis spp. lactis BZ igeren et orneklerinde bu artisin daha diisiik diizeyde
oldugu belirlenmistir.

g) Bakteriyosinojenik L. lactis spp. lactis BZ ile muamele edilen et 6rnegi ile
muamele edilmeyen kontrol et 6rneginde L*, a* ve b* degerlerinin depolama
islemi siiresince azaldigi, ancak L. lactis spp. lactis BZ iceren et 6rneginde L*, a*
ve b* degerlerinde goriilen azalmanin biraz daha diisik diizeyde oldugu

saptanmigtir.

Genel bir degerlendirme yapildiginda, bakteriyosin tireticisi L. lactis spp. lactis BZ taze
sigir etine uygulandiginda taze etin mikrobiyolojik kalitesini iyilestirdigi ve depolama
Omriini arttirdig: belirlenmistir. Ayrica et endiistrisinde halk saglig1 agisindan en 6nemli
problem teskil eden patojen bakterilerden L. monocytogenes ve E. coli O157:H7’ye
kars1 et ortaminda kontaminasyon aninda, kontaminasyondan dnce ve sonra yliksek
diizeyde antibakteriyal aktivite sergiledigi tespit edilmistir. Sonug olarak, taze sigir etin
mikrobiyolojik kalitesi ve giivenligini iyilestirmek amaciyla L. lactis spp. lactis BZ

koruyucu kiiltiir olarak kullanim potansiyeline sahip oldugu sdylenebilir.
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