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In this study, a bacterium isolated from a traditional produced white cheese was identified
and the physico-chemical properties of the inhibitory compound produced by this bacteria
were characterized. The isolated bacterium was identified using general microbiological
analysis, carbohydrate fermentation and fatty acid profile identification systems. The effects
of enzymes, pH, heat treatment, storage conditions, some organic solvents, detergents and
chemicals on the inhibitory activity of the compound were determined. Also, antimicrobial
spectrum of the inhibitor compound, factors affecting its production and its molecular weight
were determined. The isolated bacterium was identified as Enterococcus faecium. It was
found that the antimicrobial compound was sensitive to papain, tyripsin and pancretaine, but
resistant to pepsin, catalase, amylase and lipase enzymes, and organic solvents, detergents, 53-
mercaptoethanol, and EDTA. These results show that this compound is a bacteriocin and
named as enterocin HZ. Enterocin has inhibitor activity against some lactic acid bacteria and
Listeria monocytogenes and Bacillus cereus. Enterocin HZ maintained its activity after high
heat treatment applied at 90°C for 30 min, wide pH range (2,0-9,0), and after storage at (-
80)°C for 3 months. It was determined that enterocin HZ was produced maximum level when
MRS, especially M17 broth is used as a medium, and inoculum amount 0,1-0,5 %, initial pH
of medium 6,0-7,0 and incubation temperature 32-37°C. Bacteriocin began to produce during
the aerly logarithmic phase and its production reached maximum level at the middle of
logaritmic phase. It was found that its molecular weight was about 4500 Da.

2008, 53 pages

Key Words: Enterococcus faecium, enterocin, physico-chemical properties, antimicrobial
spectrum



OZET
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BAKTERININ ANTIMiKROBIiYAL AKTIiVITESI
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Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Zeliha YILDIRIM

Bu calismada yoresel beyaz peynirden izole edilen bakterinin tanis1 yapilmis ve bu bakterinin
iirettigi antimikrobiyal bilesigin fiziko-kimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Izole edilen bakteri
genel mikrobiyolojik analizler, karbonhidrat fermantasyon ve yag asidi profili testleri
kullanilarak tanimlanmistir. Antimikrobiyal bilesigin inhibitor aktivitesi iizerine enzimlerin,
pH nin, 1s11 islemin, depolama kosullarinin, bazi organik c¢oziiciilerin, deterjanlarin ve
kimyasallarin etkisi belirlenmistir. Ayrica, inhibitor maddenin antimikrobiyal spektrumu,
iiretimini etkileyen faktorler ile molekiil agirligi saptanmustir. Izole edilen bakterinin
Enterococcus faecium oldugu belirlenmistir. Inhibitér maddenin papain, tripsin, ve
pankreatine kargi duyarli, ancak pepsin, katalaz, amilaz ve lipaz enzimlerine, organik
coziiciilere, deterjanlara, B-merkaptoetanol ve EDTA’ya kars1 dayanikli oldugu bulunmustur.
Bu sonuglar bilesigin bir bakteriyosin oldugunu ortaya koymus ve enterosin HZ olarak
adlandirilmistir. Enterosin HZ nin bazi laktik asit bakterileri ile Listeria monocytogenes ve
Bacillus cereus’a kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Enterosin
HZ’nin 90°C’de 30 dk uygulanan 1s1l isleme dayanikli, genis pH araliginda (2,0-9,0) ve -
80°C’de 3 ay depolama siirecinde aktivitesini korudugu saptanmistir. Besiyeri MRS, ozellikle
M17, inokiilim miktar1 % 0,1-0,5, besiyeri baslangic pH’s1 6,0-7,0 ve inkiibasyon sicakligi
32-37°C oldugu zaman enterosin HZ’nin maksimum diizeyde {iretildigi belirlenmistir.
Bakteriyosinin logaritmik gelisme fazin basinda iiretilmeye baslandigi ve logaritmik fazin
ortasinda iiretiminin maksimum diizeye ulastig1 gézlenmistir. Molekiil agirliginin ise yaklagik
4500 Da oldugu belirlenmistir.
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1. GIRIS

Giintimiizde kaliteli, besin degeri yiiksek, dogal ve az islenmis hazir gidalara olan
tilkketici talepleri artmaktadir. Bundan dolay1 geleneksel muhafaza teknikleri olan
yiiksek 1s1l islem, tuzlama, asidifikasyon, kurutma ve kimyasal koruyucu yerine yeni
muhafaza tekniklerine egilim vardir. En ¢ok arastirilan yeni muhafaza teknikleri termal
olmayan inaktivasyon tekniklerdir ki bunlar; yiiksek hidrostatik basing, vurgulu elektrik
alanlari, modifiye atmosferde paketleme, dogal antimikrobiyal bilesikler ve
biyokorumadir (Soomra ve ark., 2002; Steffen, 2005; De Vuyst ve Leroy, 2007).
Biyokoruma yontemleriyle hem gidanin depolama omrii hem de giivenirligi
artmaktadir. Biyokoruma yontemlerinden birisi de laktik asit bakterilerinin starter
kiiltiir, koruyucu kiiltir veya yardimecr kiiltiir olarak kullanilmasidir. Boylece hem
gidanin depolama Omrii iyilestirilmekte hem de gida giivenligi artmaktadir (Steffen,

2005; De Vuyst ve Leroy, 2007).

Laktik asit bakterileri (LAB) “food-grade” organizmalar olarak kabul edilirler ve gida
endiistrisinde Ozellikle fermente gidalarin iiretiminde onemli rol oynarlar. Fermente
gidalarin tat, aroma, tekstiir ve goriiniislerinde onemli katkilarda bulunduklar gibi
depolama stabilitelerinin de artmasina neden olmaktadirlar. LAB’leri; organik asitler,
hidrojen peroksit, antimikrobiyal enzimler, alkol, diasetil, asetaldehit, hidrojen siilfiir,
reuterin, karbondioksit ve bakteriyosinler gibi antimikrobiyal metabolitlerden birini
veya birkacim1 {iireterek diger mikroorganizmalar {izerinde antagonistik etki
gostermektedirler. Laktik antigonisim, LAB’leri tarafindan ortamda bulunan ve
istenmeyen patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmalarin inhibisyonu anlamina
gelmektedir. Son yillarda tiiketicilerin dogal ve katkisiz gida iiriinlerine yonelik
tercihlerinin artmasindan dolay1 biyokoruyucu olarak LAB’leri tarafindan iiretilen
bakteriyosinler 6nem kazanmistir (Holtzel, 2000; Kazatelova, 2003; Yang ve Clausen,

2004; Rgssland ve ark., 2005; Steffen, 2005; Gwen, 2006).



Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan iiretilen protein tabiatinda antimikrobiyal
bilesikler olup ozellikle gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni bakterilere karsi
bakterisidal veya bakteriyostatik etki gostermektedirler (Jack ve ark., 1995). Insan ve
hayvan bagirsak sisteminde kolayca parcalanmalart ve gidalarin fizikokimyasal
yapilarinda herhangi bir degisime neden olmaksizin bozulma ve hastalik etmeni
bakterileri inhibe etme 6zellikleri ile bakteriyosinler 6zellikle son yillarda tizerinde ¢ok
fazla calisilan bir konu haline gelmistir (Howard ve ark., 1993; Yildirnm ve Yildirim,

2000).

Yasal olarak gida katki maddesi olarak kullanilmasina izin verilen ilk bakteriyosin
Lactococcus lactis subsp. lactis tarafindan iiretilen nisindir (FDA, 1988). Nisin ilk kez
Ingiltere’de bir gida koruyucusu olarak kabul edilmis ve krem peynirlerde kullanimina
izin verilmistir. Bugiin yaklasik 50’den fazla iilkede saglik agisindan giivenli bir gida
koruyucusu olarak kabul edilmis ve bir¢cok gida cesidinde kullanilmaktadir (Cheen ve

Hoover, 2003).

Bu calismada Tokat’ta starter kiiltiir kullanilmadan iiretilen salamura beyaz peynirden
antimikrobiyal aktiviteye sahip bir bakteri izole edilmis ve tanimlanmistir. Ayrica
iiretmis oldugu antimikrobiyal bilesik karakterize edilmeye ve iiretimine etki eden bazi

faktorler belirlenmeye calisilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), Gram pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan, cubuk ve
koklar seklinde, katalaz negatif, mikroaerofilik, aerotolerant, fakiiltatif anaerobik, aside
dayanikli, nitrati1 indirgemeyen, karbonhidratlan ve yiiksek alkolleri fermente ederek
baslica son iiriin olarak laktik asit iireten dogal bir gruptur. LAB grubu i¢inde yer alan
cinsler Lactococcus, Carnobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Tetragenococus,  Streptococcus,  Weissella, — Vagococcus,  Enterococcus  ve

Aerococcus’dur (Axelsson, 1993; Stiles ve ark., 1997).

LAB’nin smiflandirilmas1 morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal o6zelliklere
dayanmaktadir. Ayrica DNA’nin % Guanin+Sitosin miktari, gen {iriinlerinin
elektroforetik o6zellikleri, DNA:DNA hibridizasyon c¢aligmalari, ribozomal RNA
(rRNA)’nin sekansi gibi molekiiler karakteristikler onemli taksonomik araglar haline
gelmistir. Bu teknikler LAB’nin taksonomisinde degisikliklere neden olmustur

(Axelsson, 1993; Tyopponen ve ark., 2003).

LAB giivenli organizmalar olarak kabul edilirler ve koruyucu kiiltiirlerin 6zelliklerini
tagirlar. Organik asitler, hidrojen peroksit, alkol, diasetil, karbondioksit, reuterin,
antimikrobiyal enzimler ve bakteriyosinler gibi antimikrobiyal metabolitlerden biri veya
birkacim {iireterek diger mikroorganizmalar1 inhibe ederler (Tydpponen ve ark., 2003;

Devlieghere ve ark., 2004).

2.2. LAB’leri Tarafindan Uretilen Bakteriyosinler

2.2.1. Tanim

Farkli bakteriler arasinda antagonistik iliski ilk kez Pasteur ve Joubert (1877) tarafindan

belirlenmis ve bakteriyosin tanimi ilk kez Jacob ve ark. (1953) tarafindan yapilmstir.



Bu tanim daha ¢ok farkl tiirler arasi antagonistik iliskileri kapsamaktaydi. Ancak, daha
sonra yapilan calismalarda buna benzer ¢cok fazla madde bulununca terimin kapsami da
genisletilmistir (Eckner, 1992). Bakteriyosinleri net ve acik bir sekilde tanimlayan Tagg
ve ark. (1976)’dir. Bu tamima gore bakteriyosinler: protein tabiatinda antagonistik
maddeler olup smirl sayida bakteriye, 6zellikle de bakteriyosin iireten bakteriye yakin
tiirlere kars1 bakterisidal veya bakteriyostatik aktiviteye sahip makromolekiillerdir.
Yapilan ¢alismalarda antimikrobiyal spektrumu genis, ozellikle gida kaynakli patojen
ve bozulma etmeni bakteriler lizerinde etkili bakteriyosinlerin bulunmasiyla birlikte bu

tanim genisletilmistir.

2.2.2. Smiflandirilmalari

LAB’leri tarafindan {iretilen bakteriyosinler, ribozomal olarak sentezlenen, kiigiik
katyonik amfifilik, antimikrobiyal peptitler seklinde tanimlanmaktadir. Bakteriyosinler,
antimikrobiyal spektrum ve etki mekanizmasi, genetik determinantlar, molekiiler yapi
ve kiitle, 151 ve pH stabilitesi agisindan farklilik gosteren genis grup iginde yer
almaktadirlar. Yapisal, fizikokimyasal ve molekiiler 6zellikler temel alindiginda LAB
bakteriyosinleri 3 ana gruba ayrilir. Simif I bakteriyosinleri (lantibiyotikler), kiigiik
molekiiler agirlikli (<5 kDa) membran aktif peptitler olup, anormal aminoasitler olan
lanthionin ve dehidre olmus amino asitler icermektedirler. Simif II bakteriyosinleri,
kiigiikk molekiiler agirlikli olmalarina karsin lantibiyotikler icermemekte ve 3 alt grup
altinda toplanmaktadirlar. Grup Ila listeria’ya karst aktif ve N-terminalinde Try-Gly-
Asn-Gly-Val-Xaa-Cys amino asit dizisini icermektedir. Grup IIb bakteriyosinlerinin
aktivite gosterebilmeleri i¢in genellikle iki farkli peptit gerekmektedir. Grup Ilc
bakteriyosinlerine thiol’la aktif edilen peptitler denilmektedir. Stmif III bakteriyosinleri
biiyiik molekiillii (>30 kDa), 1siya dayaniksiz proteinlerdir (Klaenhammer, 1993;
Ennahar ve ark., 2000; McAuliffe ve ark., 2001; Bauer ve Dicks, 2005; Cotter ve ark.,
2005).



2.2.3. Biyosentezleri

LAB’lerin bakteriyosinleri, ribozomal olarak sentezlenmektedir. Bakteriyosin iiretimi
ile imminiteyi kodlayan genler, plazmid, kromozom ve transposan {izerinde
bulunabilmektedir. Cogu bakteriyosinin yapisal genleri operona benzer bir yap1 gosterir.
Bakteriyosinlerin iiretiminin gerceklestirilebilmesi i¢in dort farkli gene ihtiya¢ vardir:
(i) prepeptiti kodlayan bir yapisal gen, (ii) immiinite geni, (iii) ABC-tastyicisim
kodlayan gen ve (iv) bakteriyosinin disar1 taginmasinda gerekli olan aksesuar proteinini

kodlayan gen (Garneu ve ark., 2002; Deegan ve ark., 2006).

Biyosentez mekanizmasi agisindan degerlendirildiginde her ii¢ sinif bakteriyosinlerin
sentezi birbirine benzemektedir. Sadece sinif I bakteriyosinlerin biyosentezinde bulunan
anormal aminoasitlerin {iretim asamast olan kimyasal modifikasyon (posttranslasyon)
stmf II ve smf III bakteriyosinlerin sentezinde yer almamaktadir. Simf I
bakteriyosinleri prelantibiyotik  (prebakteriyosin) olarak sentezlendikten sonra
dehidrasyon ve capraz baglanma (kimyasal modifikasyon) reaksiyonlarina ugramakta
ve bunun sonucunda anormal amino asitler (lantibiyotikler, dehidreamino asitler vb.)
olugmaktadir. Simf II ve smif III bakteriyosinleri kimyasal modifikasyona

ugramadiklari i¢in anormal aminoasitleri icermemektedirler.

Bakteriyosinlerin biyosentezinde ii¢ bilesenli regiilator sistemi rol oynamaktadir. Bunlar
histidin protein kinaz enzimi, respons regiilatorii ve indiiksiyon faktoriidiir. Indiiksiyon
faktorii membranda bulunan histidin protein kinaz enzimini uyarir. Bunu takiben
histidin protein kinaz enzimi sitoplazmada bulunan respons regiilatoriinii fosforilize
ederek bu uyariyr hiicreye iletir ve biyosentezin baglamasim saglar (Montville ve

Winskowski, 1997; Ennahar ve ark., 2000).

Yapisal gen bir prebakteriyosin (prepeptit) olarak kodlanmaktadir. Prebakteriyosinler
biyolojik olarak inaktif olup N—terminalinde lider peptit ve C—terminalinde propeptit
icermektedirler. Prebakteriyosinin olgunlagmasi veya tasinmasi sirasinda N-terminal

uzantisi enzim vasitasiyla parcalanip uzaklagsmakta ve boylece aktif hale gecmektedirler.



Ancak smif [ bakteriyosinlerin aktiflesmesi icin propeptit post-translasyonal
modifikasyona ugramaktadir. Bu modifikasyon spesifik hidroksil aminoasitlerin
dehidrasyonu, tioether baglarinin olusumu, sisteinlerin dehidroaminoasitlere baglanmasi
gibi olaylar1 da igerir (Sahl ve ark., 1995; Ennahar ve ark., 2000; Rodriguez ve ark.,
2003).

Sentezlenen bakteriyosinlerin hiicre digina taginmasi membrana bagh olan iki protein
tarafindan gergeklestirilir. Bunlar ABC-transporter ve aksesuar proteinidir. ABC-
tasiyicist hem prebakteriyosinin taginmasinda rol oynamakta hemde proteolitik
aktiviteye sahip oldugundan pre-peptidin lider dizisini par¢alama fonksiyonuna sahiptir.
Sonugta lider peptit uzaklasmakta ve olgun bakteriyosin sitoplazmik membrandan
disariya tasinmaktadir. Aksesuar proteinleri de bakteriyosinlerin tasmmasinda rol
oynamaktadir (Klaenhammer, 1993; Havarstein ve ark., 1995; Ennahar ve ark., 1999,

2000; Rodriguez ve ark., 2003).

2.2.4. Antimikrobiyal Etki Mekanizmalari

LAB bakteriyosinleri duyarli bakterilerin membranlarim1 destabilize ederek etki
gosteren peptitlerdir. Duyarli bakterilerin hiicre membranlarinda iyonik gozenekler
olusturarak potasyum ve inorganik fosfat sizmasina ve buna paralel olarak membran
iyonik dengesinin bozulmasina neden olmaktadirlar. Bunun sonucunda transmembran
potansiyeli ve/veya pH gradientinin kismen veya tamamen yok olmasi nedeniyle proton
itici gilicii ortadan kalkmaktadir. Proton itici gii¢, hiicre i¢inde iyonlarin ve
metabolitlerin birikmesi ile ATP sentezi gibi sitoplazmik membranda enerjiye bagl
bircok hayati islemleri yiirtitmektedir. Proton itici giiciin yok olmasi veya bozulmasi
direk olarak hiicrenin Oliimiine neden olmaktadir (Bruno ve Montville, 1993).
Bakteriyosinlerin duyarli hiicrelerin sitoplazmik membranda por olusturmalariyla ilgili
olarak oOne siiriilen baslica iic model vardir. Bu modeller “Barrel-Stave”, “Wedge—
Model” ve “Lipit Il Model”’dir. Barrel-stave mekanizmasinda, bakteriyosinlerin
katyonik yiik tasiyan C-terminali fosfolipitlerin fosfat gruplarn ile elektrostatik

interaksiyona girerek membranda incelmeye neden olurlar. Membran potansiyeli



varliginda membran igine girip oligomerize olmakta ve bdylece membranda iyonik
gozenekler olusturmaktadirlar. Peptitler merkezi kanalin etrafinda dizilmekte ve
hidrofobik yiizeyler membrana dogru, hidrofilik yiizeyler ise gozenegin merkezine
dogru yonelmektedir (McAuliffe ve ark., 2001; Garneau ve ark., 2002). Wedge—
modelinde lantibiyotiklerin pozitif yiiklii C-terminali anyonik fosfolipitlerle iyonik
interaksiyona girerek membran yiizeyine sikica tutunmakta ve lipit dinamiginin
bozulmasina neden olmaktadir. Yeterli miktarda membran potansiyeli varliginda (-100
mV), bakteriyosin molekiilleri fosfolipitlerle olan interaksiyonlarmi kaybetmeksizin
membran i¢ine girip membranda biikiilmelere veya kivrilmalara ve dolayisiyla
gozeneklerin olugsmasina neden olmaktadir (Brotz ve Sahl, 2000; Bauer ve Dicks,
2005). Lipit II modelinde lantibiyotiklerin gozenek olusturmasinda lipit bagh
peptidoglukan prekiirsorii olan lipit II onemli rol oynamaktadir. Bu mekanizmada
lantibiyotik 1:1 oraninda ilk once lipit II'nin karbonhidrat kismina baglanmaktadir. Bu
baglanmada lantibiyotigin N-terminali rol oynamakta ve negatif bir ylizey
gerekmemektedir. Lantibiyotigin C-terminali membran i¢ine girerek membranin karsi
tarafina gec¢mektedir. Gozenek olusumu icin birkac lantibiyotik/lipit II kompleksi
gereklidir (Kopenon, 2004; Bauer ve Dicks, 2005).

2.2.5. Antimikrobiyal Etki Spektrumlari

LAB’nin iiretikleri bakteriyosinler genellikle Gram-pozitif bakteriler iizerinde inhibitor
aktivite gosterirler; ancak son zamanlarda Gram-negatif bakteriler iizerinde inhibitor
etkiye sahip bakteriyosinler de tespit edilmistir (Lee ve Paik 2001; de Kwaadsteniet ve
ark., 2005). LAB’lerinde en iyi tamimlanmis, en iyi bilinen ve en yaygin kullanim
alanina sahip bakteriosin, baz1 L. lactis spp. lactis suslan tarafindan iiretilen nisindir.
Nisinin ¢ok sayida Gram pozitif bakterilere kars1 antimikrobiyal etkisi olmasina ragmen
Gram negatif bakterilere karsi etkisi genellikle disiiktir. E. coli O157: H7 ve
Salmonella gibi patojenlerin gelisimini EDTA gibi metal selatlastiricilarin nisin ile
kombinasyonu kullanildiginda veya sicaklik soku uygulandiginda 6nlendigi
goriilmiistir. EDTA, dis membrani tahrip eder ve nisinin penetrasyonuna izin verir

(Cleveland ve ark., 2001).



E. faecalis suglan tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin genellikle enterokok tiirlerine
karsi1 etkili oldugu, E. faecium suslan tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin ise,
Propionibacterium spp., L. innocua, L. monocytogenes, Clostridium sporogenes ve CL
tyrobutyricum’u kapsayan genis inhibitor aktivite spektrumuna sahip oldugu
goriilmiistiir (Toit ve ark., 2000). E. faecalis EJ97 tarafindan iiretilen enterosin EJ97°nin
Bacillus macroides, B. coagulans ve B. maroccanus’un gelisimi inhibe -ettigi

belirlenmistir (Garcia ve ark., 2004).

Achemchem ve ark. (2005) yaptiklart bir arastirmada E. faecium F58’in lrettigi
bakteriyosinin Listeria, Staphylococcus, Clostridium, Brochothrix ve Bacillus’un bazi
suglarina kargi antimikrobiyal aktviteye sahip oldugunu, MRS besiyerinde 30°C’de
erken durgun fazin basinda maksimum diizeyde iiretildigi, pH 4-8 arasinda aktivitesini
korudugu ve yiiksek 1s1l isleme dayanikli oldugunu ortaya koymuslardir. Molekiiler

agirligimin ise 5210-5234 arasinda oldugunu belirlemislerdir.

E. faecium ST311LD tarafindan iiretilen bakteriyosinin bazi Gram-pozitif (E. faecalis,
Lb. casei ve Str. pneumoniae) ve Gram-negatif bakterilere (E. coli ve P. aeruginosa)

kars1 inhibitor etki gosterdigi saptanmistir (Todorov ve Dicks, 2005).

E. faecalis A-48-32 ve E. faecium S-32-81 tarafindan iiretilen enterosin AS-48 (Ananou
ve ark., 2005), E. faecalis EJ97 tarafindan iiretilen enterosin EJ97 (Garcia ve ark.,
2004), E. casseliflavus IM 416K1 ve E. faecalis IM 388C tarafindan iiretilen
enterosinlerin (Sabia ve ark., 2004) gida kaynakli bir patojen olan L. monocytogenes’e

kars1 inhibitor etkileri farkli caligmalarda belirlenmistir.

Tunus “Rigouta” peynirinden izole edilen E. faecium’un MMT21 susunun iirettigi
enterosin A ve B’nin laktik asit bakterilerinin yanisira L. monocytogenes ve
Staphylococcus aureus iizerinde de inhibitor etkiye sahip oldugu saptanmistir (Ghrairi

ve ark., 2008).



Fermente bir soya iiriinii olan “Chungkukjang”dan izole edilen E. faecium S2C10 ve
S2C11’nin direttigi bakteriyosinlerin L. monocytogenes ve LAB’lerine kars1 aktif oldugu

belirlenmistir ( Yoon ve ark., 2008).

Tunus’ta fermente et iiriinii olan “Gueddid”den izole edilen E. faecium’un MMZ 04, 09,
13, 17 suslarimin iirettigi bakteriyosinlerin patojen ve patojen olmayan bircok Gram
pozitif bakteri (L. ivanovii, L. monocytogenes, L. innocua, E. faecalis, E. feacium,
Pediococcus acidilacticia, L. lactis spp. cremoris, Lb. sakei, Lb. curvatus, Lb. casei, Lb.
delbrueckii ve Leuconostoc mesenteroides) iizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip

oldugu belirlenmistir (Belgacem ve ark., 2008).

E. faecium 150 tarafindan iiretilen enterosin L.50, enterosin P ve enterosin Q’nun
biralarda bozulmaya neden olan Lb. brevis ve P. damnosus ile L. monocytogenes, S.
aureus, Clostridium perfringens ve Cl. botulinum’a karst oldukca etkili oldugu

saptanmistir (Cintas ve ark., 1998; Basanta ve ark., 2008).

2.2.6. Sentezlerini, Aktivitelerini ve Stabilitelerini Etkileyen Faktorler

Bakteriyosin iiretimi, aktivitesi ve stabilitesini etkileyen faktorler sirasiyla; besiyerinin
bilesimi, iiretici bakterinin gelisme fazi, besiyeri baslangic pH’s1i, fermantasyon sekli
(kesikli ve siirekli), inkiibasyon sicakligi ve siiresi, 1s1l islem, proteolitik enzimler ve
depolama kosullaridir. Basit bir besiyerinde bakteriyosin iiretimi, optimum pH ve
bakteri icin spesifik besin 6gelerinin ilavesi ile artirilabilir. Kullanilan besiyerindeki
bazi bilesenler (6rnegin triptofan, maya ekstrakti vb.) bakteriyosinleri korudugu,
bazilarinin ise stabilitesini azalttig1r belirtilmektedir. Bakteriyosinin dretimi icin en
uygun sicaklik ise bakterilerin optimum gelisme sicakligidir. Genellikle yiiksek hiicre
yogunlugunu saglayan kosullar yiiksek bakteriyosin iiretimini de saglamaktadir (Yang

ve Ray, 1994; Aasen ve ark., 2000; Yildirim ve Yildirim, 2000).

Enterosin ON-157 (E. faecium NIAI 157) amilaz ve proteolitik enzimlere duyarli, LAB

ve L. monocytogenes e Karsi aktif, pH 2-7 bakteri gelisimi ile birlikte iiretildigi; ancak
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ge¢ logaritmik fazda maksimum diizeye ulastigi, 37°C’de MRS besiyerinde maksimum
diizeyde iiretildigi saptanmigtir. Ayrica asidik (2-5 pH) kosullarda 1s1l isleme (100°C’de
30 dk) dayanikli olmasina karsin, notr ortamlarda (6-7 pH) 1s1l isleme (100°C’de 30 dk)
duyarli oldugu da belirlenmistir (Ohmomo ve ark., 2000).

E. faecium P21 tarafindan iiretilen enterosin A ve B’nin pH 2-11 araliginda aktivitesini
korudugu, proteazlara karst duyarli, 80-100°C’de 20 dk uygulanan 1s1l isleme, lipaz ve
o -amilaza dayanikli oldugu, liyofilizasyondan ve -20°C’de 12 ay depolama
kosullarindan etkilenmedigi, L. monocytogenes, S. aureus, C. perfringens, C. botulinum
gibi patojen bakterilere kars1 etkili oldugu ve logaritmik fazin sonuna dogru maksimum

diizeyde iiretildigi tespit edilmistir (Herranz ve ark., 2001).

Peynirden izole edilen E. faecium RZS C5 susunun pH 6,5 ve 20-35°C inkiibasyon
sicakliginda maksimum diizeyde bakteriyosin iirettigi ve bu bakteriyosinin listeria’ya

kars1 aktif oldugu belirlenmistir (Leroy ve Vuyst, 2002).

E. faecium N15 tarafindan iiretilen bakteriyosinin a-kimotripsin, proteinaz K, tripsin ve
pepsin gibi proteazlar ile a-amilaza karsi duyarli, lipaz enzimine, 100°C’de 2 saat
uygulanan 1s1l isleme dayanikli, ancak 121°C’de 15 dakika otoklavlama kosullarinda
aktivitesini tamamen kaybettigi saptanmistir. Ayrica genis bir pH araliginda (2-10)

aktivitesini korudugu gozlenmistir (Losteinkit ve ark., 2001).

E. casseliflavus ve E. faecalis tarafindan iiretilen bakteriyosinler {izerine yapilan bir
calismada, her iki bakteriyosinin de kullanilan proteolitik enzimlere duyarl olduklari ve
aktivitelerini genis pH araliginda ve buzdolab1 kosullarinda 6 ay depolama siiresince
stirdiirdiikleri belirlenmistir. Is1 uygulamalar1 sonucunda E. faecalis tarafindan iiretilen
bakteriyosinin 1siya duyarh oldugu, E. casselifalvus tarafindan iiretilenin ise 121°C’de
15 dk otoklavlama isleminden sonra bile antimikrobiyal aktivitesini korudugu

goriilmiistiir (Sabia ve ark., 2002, 2004).

E. faecium JCM 5804T nin iirettigi bakteriyosinin proteinaz K, tripsin, a-kimotripsin

ve papain enzimlerine duyarl, yiiksek 1sil igleme dayanikli (100°C’de 30 dk), genis pH
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araliginda (2-10 pH) aktivitesini muhafaza ettigi, Lactobacillus spp., Enterococcus spp.,
Clostridium spp., L. monocytogenes’i inhibe ettigi belirlenmistir (Park ve ark., 2003).

E. faecium RZS C5’in irettigi bakteriyosinin L. monocytogenes’e karsi ¢ok etkili
oldugu ve cogu LAB bakteriyosinleri durgun fazin basinda iiretilmesine karsin bu
bakteriyosinin logaritmik fazin basinda yiiksek miktarda iiretilmeye baslandigi

bildirilmektedir (Leroy ve ark. 2003).

De Kwaadsteniet ve ark. (2005) E. mundtii ST15 tarafindan {iretilen bakteriyosinin
proteinaz K, pronaz, pepsin, proteaz ve Triton X-114 ile inaktive oldugunu fakat
katalaz, a-amilaz, Triton X-100, SDS, Tween 20, Tween 80, iire ve EDTA’dan

etkilenmedigini belirlenmislerdir.

E. faecium GM-1"nin iirettigi bakteriyosin Gram negatif bakterilerden E. coli, S. aureus,
Vibrio spp., S. typhimurium, Gram pozitif bakterilerden L.monocytogenes, Lb.
acidophilus, and S. thermophilus *a kars1 aktif, proteolitik enzimlere (papain, pepsin,
trypsin ve proteinase K) duyarli, yiiksek 1s1l isleme (100°C’de 20 dk) dayanikli oldugu,
asidik ve notral pH’larda aktivitesini korudugu gozlenmistir. MRS besiyeri baslangic
pH’s1 6,0-6,5 ve inkiibasyon sicakligi 30-40°C arasinda oldugunda maksimum diizeyde
iretildigi de bulunmustur (Kang ve Lee, 2005).

E. faecium USC-46 ve E. mundtii USC-51 tarafindan maksimum bakteriyosin
iiretiminin gelisimlerinin durgun fazinda oldugu belirlenmistir. Her iki bakteriyosinin
proteinaz K ile inaktif oldugu, yiiksek 1sil isleme (100°C’de 60 dk veya 121°C’de 15 dk)
dayaniklt oldugu gozlenmistir (Campos ve ark., 2006).

E. faecium MMT21 nin iirettigi enterosin A ve enterosin B’nin tripsin, pronaz E ve
proteinaz K’ya kars1 duyarli oldugu, genis pH (2-10) aralifinda aktivitesini korudugu,
ancak 100°C’de 15 dk uygulanan 1s1l islemden sonra aktivitesini Kkaybettigi
belirlenmistir (Ghrairi ve ark., 2008).
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Baska bir calismada E. mundtii tarafindan {iiretilen bakteriyosinin pH 6-8 araliginda en
yiiksek aktiviteyi gosterdigi, 45°C haricinde; sicakhigin aktivite iizerinde belirli bir

etkisinin olmadigi tespit edilmistir (Settanni ve ark., 2008).

2.2.7. Saflastirilmalari

Bakteriyosinlerin saflastirilmasinda kullanilan yontemler bakteriyosinlerin katyonik
hidrofobik molekiiller olmalari, iireten bakterinin ve diger Gram-pozitif bakterilere
adsorbe olabilmeleri ve adsorpsiyonun pH’ya bagli olmasi 6zelliklerine esas alinarak
gelistirilmigtir. Saflastirmanin ilk asamasinda temel ama¢ hacim azaltmasi ve
istenmeyen bazi1 protein ve lipit gibi bilesikleri uzaklastirmak oldugundan tuzla
coktiirme, asitle veya diger organik c¢oziiciilerle pihtilastirma, diyaliz, ultrafiltrasyon,
iiretici bakteriye, silikik asit ve celtik kabugu kiiliine adsorpsiyon/desorpsiyon gibi
yontemlerden yararlamlir. Ikinci asamada, besiyerinden ve hiicre metabolizmasindan
kaynaklanan kontamine proteinlerden iyi derecede bir arindirma saglamak oldugundan
jel filtrasyonu, anyon veya katyon degistirici kromotografisi, hidrofobik interaksiyon
kromotografisi gibi kromatografik yontemler kullanilmaktadir (Yang ve ark.,1992;
Coventry ve ark., 1996; Yildirim ve Yildirim, 2000).

Molekiil agirlik acisindan enterosinler degerlendirildiginde, enterosin A ve B (E.
faecium MMT21)’nin sirasiyla 4828.67 Da ve 5463.8 Da (Ghrairi ve ark., 2008),
bakteriosin B1 ile B2 (E. faecium B1 ve B2)’nin 3,4 ile 5,8 kDa (Moreno ve ark.,
2002), bakteriosin DO81821 (E. faecium D081821 ve D081833)’in 3,0 kDa (Chen ve
ark., 2007), enterosin ON-157 (E. faecium NIAI 157)’nin 2,5 kDa (Ohmomo ve ark.,
2000), enterosin RZS C5 ve enterosin RZS C13 (E. faecium RZS C5 ve E. faecium RZS
C13)’tin 5460 ve 5477 Da (Foulquie” Moreno ve ark., 2003), bakteriyosin (E. faecium
JCM 5804T) 4,5 kDa (Park ve ark., 2003) molekiiler agirhiga sahip oldugu
bildirilmektedir.
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2.3. Enterokoklar ve Urettikleri Bakteriyosinler

Enterokoklar, LAB icinde yer alan onemli bir cinstir. Enterokoklar, Avrupa ve
iilkemizde cesitli geleneksel fermente gidalarin iiretiminde 6nemli rolleri oldugu gibi
probiyotik olarak da basartyla kullanilmaktadirlar. Ancak bu yararh etkilerinin yan1 sira
zararli etkileri de bulunmaktadir. Baz1 gidalarda bozulma etmeni olduklar gibi bazi
enterokok suslar1 6zellikle antibiyotige (vankomisin) dayanikli suslart insan ve
hayvanlar icin patojendirler. Enterokoklar, ozellikle nozokomiyal infeksiyonlarda
hastaliga sebep olan tipik firsat¢i patojenlerdir (Franz ve ark., 2003; Kayser, 2003;
Isleroglu ve ark., 2008, Ogier ve Serror, 2008).

Baslangicta Streptococcus cinsi icinde yer alan enterokoklar, “fekal streptokoklar” veya
“Lancefield serolojik D grubu streptokoklar” olarak bilinmekteydi. 1984 yilinda DNA-
DNA ve DNA-RNA hibridizasyon c¢alismalar1 ile bunlarin streptokoklardan farklilig
ortaya konmus ve buna bagli olarak Enterococcus olarak ayri bir cins olarak kabul
edilmistir (Schleifer ve Kilpper-Balz, 1984). Enterococcus cinsi i¢inde su ana kadar 32
tiir bulundugu tespit edilmistir. Bunlardan bazilar1 E. avium, E. casseliflavus, E.
cecorum, E. dispar, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. hirae, E.
malodoratus, E. mundtii, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. saccharolyticus, E.
seriolicida ve E. solitarius 'dur. Bunlardan E. faecalis ve E. faecium en 6nemli iki tiir
olup insanlarin gastrointestinal sisteminin dogal florasinda bulunmaktadirlar.
Enterokoklar fekal kaynakli olmalari ve kotii ¢evre kosullarma karst dayamikli
olmalarindan dolay1 genellikle gida, bitki, su ve topraktan izole edilmektedirler (Giraffa,
2002). Enterokoklar, Melissococcus, Tetragenococcus ve Vagococcus cinsleri ile
birlikte Enterococcaceae familyasi i¢inde bulunurlar. Enterococcus cinsinin iiyeleri,
Gram pozitif, katalaz negatif, ikili ya da kisa zincirler halinde bulunan fakiiltatif
anaerob koklardir. Bunlar kemoorganotrofiktirler ve homofermentatif laktik asit
fermentasyonu ile heksozlardan L-laktik asit olustururlar. Tipik enterokoklar olan E.
durans, E. feacalis, E. faecium, E. gallinarum, E. hirae ve E. mundtii, 10 ve 45 °C’de,
9%6,5 NaCl, %40 safra varliginda ve pH 9,6’da gelisebilmeleri ile streptekok ve

laktokoklar gibi diger Gram (+) ve katalaz negatif homofermentatif koklardan
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kolaylikla ayrilabilirler. Optimal olarak 35°C’de gelisirlerken 60°C’de 30 dakika’da
canhiliklarim siirdiirebilirler. Istisnalar 45°C’de gelismeyen E. dispar, E. sulfureus, E.
malodoratus ve E. moraviensis, 10°C’de gelismeyen E. cecorum ve E. columbae ile
9%6,5 NaCl varliginda az gelisen veya gelisemeyen E. avium, E. saccharaminimus, E.
cecorum ve E. columbae’dir. E. mundtii ve E. casseliflavus sar1 pigmentli ve E.
gallinarum ile E. casseliflavus hareketlidir. Grup D antiserumu ile reaksiyon vermeyen
bazi tiirler (E. cecorum, E. columbae, E. dispar, E. pseudoavium, E. saccharolyticus ve
E. sulfureus) de mevcuttur (Klein, 2003; Foulquie Moreno ve ark., 2006; Ogier ve
Serror, 2008).

Grup D streptokoklarin bakteriyosin benzeri madde iirettikleri ilk kez 1955°te
bildirilmis ve bu tarihten itibaren ¢ok sayida enterosin bulunmustur. Bugiine kadar
tespit edilen enterosinlerin sinif I, simif I (a ve ¢ grubu) ve simif III bakteriyosinlerinin
ozelliklerini tasidigr belirlenmistir. E. faecalis’in tirettigi iki bilesenli sitolisin siif I; E.
faecium tarafindan {iretilen enterosin A, enterosin P ve enterosin CRL35; E. faecalis
tarafindan iretilen bakteriyosin 31 ve E. mundtii tarafindan iiretilen mundtisin sinif
Ila’ya ve E. faecalis’in irettigi enterosin AS-48, enterosin 1071A ve 1071B, E.
faecium’un irettigi enterosin B, enterosin L50A ve L50B ve enterosin Q simif Ilc’ye
ornek olarak verilebilir. Enterosin iiretici suslar fermente gidalar (siit iiriinleri, sosis
vb.), fermente olmayan gidalardan (balik, sebze vb.), silaj, su, hayvan ve insan

diskisindan izole edilmistir (Foulquie Moreno ve ark., 2003, 2006).

Enterosinler ayn1 filogenetik yapi i¢inde yer alan Listeria’lara kars1 oldukca aktiftirler.
Enterosinler diger ¢cogu bakteriyosin gibi, sitoplazmik membran {izerinde etkilidirler.
Hiicre membraninda gozenekler olustururlar ve bdylece elzem intraseluler molekiillerin
sizintist ile sonuglanan transmembran potansiyeli ve/veya pH gradiyentini bozarlar.
Enterokokal bakteriyosinler genellikle Staphylococcus ssp., Clostridium spp.,
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Pediococcus spp., Leuconostoc spp., E. coli ve
Vibrio cholerae gibi baz1 Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 inhibitor aktiviteye
sahiptirler (McAuliffe ve ark., 2001; Kopenon, 2004; Foulquie Moreno ve ark., 2006).
Ozellikle enterosin AS-48 hem Gram pozitif hem de Gram-negatif bakteriler iizerindeki

genis antimikrobiyal aktivetesinden dolay1 ilgi odagi olmustur. Wachsman ve ark.
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(1999) enterosin CRL 35’in antiviral aktivitesini de bildirmislerdir. Enterosinler,
proteinaz K, a-kimotripsin, tripsin, pepsin gibi bazi proteolitik enzimlere karsi
duyarhiyken lipaz, amilaz ve katalaz enzimlerine karsi dayamiklidirlar. Genis pH
araliklarinda aktivite gosteren enterosinler, asidik pH’larda daha fazla aktiftirler. Donma
ve buzdolabi kosullar ile yiiksek sicakliga (100°C) dayamiklidirlar. Liyofilizasyonla
kurutmadan sonra uzun siire stabilitelerini koruyabilmektedirler (Giraffa ve ark., 1994;

Griffa ve ark., 1995; Cleveland ve ark., 2001; Rodriguez ve ark., 2003).

Enterokoklarin 6nemli tiirlerinden biri olan E. faecium tarafindan bir¢ok bakteriyosinin
iiretildigi bildirilmistir. Enterosinlere ornek olarak enterosin P (Cintas ve ark., 1997),
enterosin A ve B (Aymerich ve ark., 2000), enterosin P21 (Herranz ve ark., 2001),
enterosin ON-157 (Ohmomo ve ark., 2002), enterosin B1 ve B2 (Moreno ve ark. 2002),
enterosin RZS C5 (Leroy ve ark., 2003), enterosin RZS C13 (Foulquie” Moreno ve ark.,
2003), enterosin GM-1 (Kang ve Lee, 2005), enterosin AS-48 (Ananou ve ark., 2005),
enterosin F58 (Achemchem ve ark., 2005), bakteriosin DO81821 (Chen ve ark., 2007),
enterosin P ve Q (Basanta ve ark., 2008), enterosin S2C10 ve S2C11 (Yoon ve ark.,
2008) verilebilir.

Bakteriyosin iireten enterokoklarin starter kiiltiir, yardimei-kiiltiir veya koruyucu kiiltiir
olarak kullanilmasi gida fermentasyon proseslerinde enterosinlerin direkt eklenmesinin
yaninda fermentasyon teknolojileri arasinda biiyiik ilgi noktasidir. Enterosinlerin bir ¢ok
gida peynir, meyve suyu, sosis, salam, jambon gibi et iirlinlerinde patojen ve bozulma
etmeni mikroorganizmalara L. monocytogenes, L. innocua, S. aureus ve
Alicyclobacillus acidoterrestri’ye karst etkili oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan
ortaya konmustur (Giraffa ve ark., 1994; Nunez ve ark., 1997; Giraffa, 1995; Farias ve
ark., 1999; Aymerich ve ark., 2000; Ananou ve ark., 2005; Grande ve ark., 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Gida Ornekleri

Bu calismada, Tokat yoresinde geleneksel yontemle iiretilen beyaz peynir Ornekleri
materyal olarak kullanilmistir. Test edilen peynir 6rnekleri piyasadan aseptik kosullarda
alindiktan sonra en kisa siirede toplanilmis ve en kisa siirede Gaziosmanpasa
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii laboratuarina getirilmistir.
Ornekler mikroorganizmalarin izolasyon islemleri tamamlanincaya kadar +4°C’de

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.1.2. Bakteri Kiiltiirleri ve Besiyerleri

Arastirmanin temel hedefi antimikrobiyal etkiye sahip mikroorganizmalar1 bulmak
oldugu icin indikator test mikroorganizmalan olarak Lactobacillus plantarum,
Esheriachia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes ve
Enterococcus  faecalis  kullamlmistir. Bu c¢alismada  kullamilan  indikator
mikroorganizmalar Refik Saydam Hifzissthha Enstitiisii ve Ankara Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimiinden temin edilmistir. LAB’leri % 20 gliserol iceren de Mann
Rogosa Sharpe (MRS) besiyerinde, diger bakteriler ise % 20 gliserol iceren Brain
Hearth Infusion (BHI) besiyerinde -80°C’de muhafaza edilmislerdir. Peynir

orneklerinden bakterilerin izole edilmesinde Nutrient broth kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Peynirlerin Hazirlanmasi

Peynirlerden steril kabinde steril bigak, pens ve spatiilalar vasitasiyla 10-25 gram alinip

90 ml Nutrient Broth besiyerine aktarilmis ve karstirilarak homojenize edilmistir.
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Zenginlestirme amaciyla 25°C’de 1-3 saat bekletildikten sonra 10°-10"’ye kadar
peptonlu su (lg pepton/1000 mL destile su) tamponu kullanilarak diliisyonlar
hazirlanmistir. Diliisyonlardan 0,1 ml alinarak Nutrient agar’a 6’sar paralelli olacak
sekilde aktarilmis ve drigalski spatiilii ile petri dondericisi kullanilarak yayma islemi

gerceklestirilmistir. Ornekler 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmustir.

3.2.2. Antimikrobiyal Aktiviteye Sahip Bakterilerin Tespit Edilmesi

Antimikrobiyal aktiviteye sahip bakterilerin tespit edilmesi icin Sandvi¢ Yontemi
kullanilmistir (Mayr-Harting ve ark., 1972). Laktik asit bakterileri i¢in % 0,8 agarli
MRS, diger bakteriler icin ise % 0,8 agarli BHI besiyerleri eritilip 35-40°C’ye
sogutulduktan sonra {iizerine 3.1.2°de belirtilen indikatér mikroorganizmalar ilave
edilmistir. Indikatér mikroorganizmalari iceren yumusak agarli besiyerleri yaklasik 25-
250 arasinda koloni bulunan petrilere eklenmistir. Besiyeri katilagtiktan sonra petriler
indikator bakterilerin optimum gelisme sicakliklarinda 32°C ve 37°C’de 24-48 saat
inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon islemi sonunda inhibisyon zonu veren koloniler steril
kosullarda 6ze ile alinarak MRS besiyerine aktarilmistir. Bu arastirmada antimikrobiyal

aktiviteye sahip kolonilerden birisi secilmis ve analizlere tabi tutulmustur.

3.2.3. Antimikrobiyal Aktiviteye Sahip Bakterinin izolasyonu ve Tamsi

Inhibitor aktivite gosteren koloni MRS besiyerine 6ze yardinu ile aktarildiktan sonra
genel mikrobiyolojik yontemlerden Gram boyama, spor boyama, optimum gelisme
sicakligr ve pH’s1, gelisebildigi NaCl konsantrasyonu, kanli agardaki aktivitesi, Voges
Proskauer testi, indol testi, katalaz testi, jelatin hidroliz testi, siitte asit tiretimi, glikoz
stv1 besiyerinde (Glikoz Broth) olusturdugu en son asitlik, karbonhidrat fermantasyon
testi (API Strep 50 ve API 50 CHL) ve yag asidi profili Sherlock Tanimlama Sistemi
(MIS) gibi teknikler kullanilarak bakterilerin tanis1 yapilmistir.
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3.2.3.1. Gram ve Spor Boyama

Gram boyama icin izole edilen bakterinin geng kiiltiirleri (18-24 saatlik), spor boyama
icin ise karbonhidrat icerigi azaltilmis besiyerinde gelistirilen yash kiiltiirleri
kullanilmistir. Gram boyama analizinde pozitif kontrol olarak Lactobacillus plantarum
ve E. coli, spor boyama icin de pozitif kontrol olarak Bacillus cereus kullanilmistir

(Temiz, 2000).

3.2.3.2. Voges-Proskauer ve indol Testi

Voges-Proskauer testi i¢in bakteri izolati glikoz-fosfat besiyerine inokiile edildikten
sonra 37°C’de 2 giin inkiibe edilmis ve bu siirenin sonunda tiiplerin iizerine a-naftol (6
g o-naftol/100 ml % 95°lik etanol) ve KOH (16 g KOH/100 ml saf su) cozeltisi ilave
edilmistir. Kuvvetlice ¢alkalanan (20 saniye) tiiplerde 5 dakika icerisindeki kirmizi renk
olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000). Pozitif kontrol olarak E. coli
kullanilmistir. Indol analizi igin tripton besiyerine bakteri izolati asilandiktan sonra
37°C’de 2 giin inkiibe edilmis ve bu siirenin sonunda kiiltiire Kovac’s ayiraci (0,5 mL)
katilmigtir. Kiiltiir s1visinin iist kisminda kirmizi renkli halkanin olusumu pozitif olarak

degerlendirilmistir (Temiz, 2000). E. coli biyotip I pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.3.3. Hemoliz ve Katalaz Testi

MRS besiyerinde 18-24 saat gelistirilmis bakteriden 6ze yardimi ile 6rnek alinarak kanl
agar’a siiriilmiis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bakteri kolonilerinin
etrafinda opak bir zon olusmussa B-hemoliz; bulanik ve yesilimsi zona a-hemoliz, zon
olugsmamigsa y-hemoliz olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000). Pozitif kontrol olarak
L. monocytogenes kullamlmistir. Katalaz analizi i¢cin MRS agar’da gelistirilmis bakteri
kolonileri {izerine hidrojen peroksit (% 3 H,O’ten 1 mL) ilave edilmis ve gaz
kabarciklarinin goriilmesi pozitif olarak kabul edilmistir (Temiz, 2000). Pozitif kontrol

olarak kullanilan bakteri S. aureus‘tur.
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3.2.3.4. Jelatin Hidrolizi Testi

Inhibisyon aktivitesine sahip bakteri % 10-15 oraninda jelatin iceren Nutrient broth
besiyerine saplama ekim yapilmig ve tiipler 20-25°C’de 10-30 giin inkiibasyona tabi
tutulmustur. Besiyerinde sivilagsma meydana gelip gelmedigi her giin kontrol edilmistir
(Temiz, 2000). Negatif kontrol olarak ekim yapilmamis besiyeri, pozitif kontrol olarak

da Bacillus subtilis iceren besiyeri kullamilmistir.

3.2.3.5. Bakterilerin Gelisebildigi Sicaklik, pH ve NaCl Araliklarinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktiviteye sahip bakteri MRS siv1 besiyerine % 1 oraninda asilanarak 4,
10, 30, 37, 40 45, 50 ve 55°C’de inkiibasyon islemlerine tabi tutulmustur. Bakterinin
gelisme pH araliklarmmi belirlemek icin pH’s1 3,0, 4,0, 4,4, 6,0, 8,0, 9,2 ve 9,6’ya
fosforik asit ve NaOH (5 M ve 0,01 M) kullanilarak ayarlanan MRS siv1 besiyerlerine
% 1 oraninda ilave edilmis ve 32°C’de inkiibe edilmistir. Her iki analizde inkiibasyon
isleminin 24. ve 48. saatlerinde Ornekler alinarak 600 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Perkin Elmer UV/VIS Spektrofotometre Lambda EZ) okuma
yapilmistir. Absorbans degeri artanlar pozitif, absorbans degeri degismeyenler ise
negatif olarak degerlendirilmistir (Axelsson, 1993). Bakteri icermeyen MRS sivi
besiyeri negatif kontrol olarak kullanilmistir. Farkli oranlarda tuz i¢eren (% 3,0, 4,0, 6,5
ve 10) MRS besiyerine test bakterisi (% 1) katildiktan sonra 32°C’de inkiibe edilmistir.
Bu siirenin sonunda Orneklerin absorbans degeri belirlenmistir (Axelsson, 1993).
Negatif kontrol olarak bakteri icermeyen MRS besiyeri, pozitif kontrol olarak ise tuz

icermeyen ancak bakteri katilmis MRS besiyeri kullanilmisgtir.

3.2.3.6. Hareketlilik Testi

MRS besiyerinde gelistirilen test bakterisi yumusak agarli (% 0,8) MRS besiyerine igne
oOze ile saplama ekim yapilmis ve 37°C’de 48 saat inkiibasyon islemine tabi tutulmustur.

Bu siirenin sonunda inokiilasyon hattinin yanlarina dogru yayilmis, bulaniklik seklinde
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iireme goriilen tiipler pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000). Pozitif kontrol

bakterisi olarak Proteus mirabilis kullanilmistir.

3.2.3.7. Glikoz Broth Besiyerinde ve Siitte Asit Uretimi

Glikoz Broth besiyerine % 1 oraninda izole edilen bakteri inokiile edilmis ve 32°C’de
24 saat inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Inkiibasyon islemi sonunda kiiltiir
ortaminin pH degeri belirlenmistir. Siitte asit liretimi testi icin de UHT siite % 1
oraninda bakteri katildiktan sonra 37°C’de inkiibasyon islemine tabi tutulmustur.
Inkiibasyon isleminin belirli araliklarinda (6, 16 ve 24. saat) 6rnek alinip pH metre ile

pH degeri Ol¢iilmiistiir.

3.2.3.8. Karbonhidrat Fermantasyon ve Yag Asidi Profili Testleri

Inhibitor aktiviteye sahip bakterinin cesitli karbonhidrat kaynaklarin1 kullanim
kabiliyetleri API strep 20 ve API 50 CHL fermantasyon testi kullanilarak TUBITAK
Atal’da yaptirilmastir. Izolatlarin yag asidi profilleri Sherlock Tanimlama Sistemi (MIS)
kullanilarak Yeditepe Universitesi Miihendislik Fakiiltesi tarafindan yaptirilarak

belirlenmistir.

3.2.4. Bakteriyosinin Karakterize Edilmesi

3.2.4.1. Kaba Bakteriyosin Hazirlanmasi

Peynirden izole edilen bakteri % 0,1 oraminda MRS sivi besiyerine (1 L) inokiile
edildikten sonra bakteri 32°C’de 15-18 saat inkiibasyona birakilmistir. Bakteri kiiltiirii
santrifiij edildikten (8000 x g’de 20 dakika) sonra supernatant kismi toplanmistir.
Supernatant, 0,45 pm gozenek capli membran filtre ile (Milipore) sterilize edildikten

sonra dondurulup liyofilizasyon yontemi ile kurutulmustur.
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3.2.4.2. Bakteriyosinin Antimikrobiyal Aktivitesi ve Spektrumu

Hazirlanan kaba bakteriyosinin antimikrobiyal aktivitesi ve inhibitor spektrumu Agar—
Spot yontemi kullanilarak belirlenmistir (Mayr-Harting ve ark., 1972). Aktivite
arbitrary tinite (AU) olarak ifade edilmistir. Arbitrary iinite, inhibisyon aktivitesi
gosteren en son diliisyonun tersi seklinde tanimlanmaktadir. Aktivite ve antimikrobiyal
spektrumunu testi icin bakteriyosin Ornekleri iki kat seyreltilip (1/2, 1/4, 1/8 vs.)
diliisyonlar1 hazirlanmis ve her diliisyondan 20 pl alinarak nokta halinde indikator
mikrooorganizma iceren yumusak agarli MRS (laktik asit bakteriler) veya BHI (diger
bakteriler) iizerine konulmustur. Bu petriler 32°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Bu siirenin sonunda olusan 2 mm veya daha biiylik inhibisyon zonlan pozitif olarak

degerlendirilmistir.

3.2.4.3. Enzimlerin Bakteriyosin Aktivitesine EtKisi

Bakteriyosin aktivitesi iizerine proteolitik ve proteolitik olmayan enzimlerin etkisini
belirlemek i¢in lipaz (Sigma), papain (Merck), pepsin (Merck), panreatin (Sigma),
katalaz (Sigma — Aldrich), tripsin (Sigma) ve proteaz (Sigma) enzimleri kullanilmistir.
Belirtilen bu enzimler, fosfat tamponunda (4 mM, pH 7) konsantrasyonu 300 mg/ml
olacak sekilde ¢oziindiiriiliip, lizerine bakteriyosin supernetanti eklenmistir. Hazirlanan
ornekler 37°C’de 2 saat inkiibasyon islemine tabi tutulduktan sonra bakteriyosin
aktivitesi belirlenmistir (Bhunia ve ark., 1988). Bakteriyosin i¢eren ve icermeyen fosfat
tamponu, sadece enzim igeren fosfat tamponu negatif ve pozitif kontrol olarak

kullanilmustir.

3.2.4.4. Bakteriyosin Aktivitesine Isil Islemin Etkisi

Is1 stabilitesini belirlemek igin bakteriyosin drnekleri (5’ser mL) 60 ve 70°C’de 30 dk,
80 ve 90°C’de 15 ve 30 dk, 110 ve 121°C’de 15 dk 1s1l islemine maruz birakildiktan

sonra oda sicakligina sogutulmus ve bunu takiben antimikrobiyal aktiviteleri
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belirlenmistir. Kontrol 6rnegi olarak 1s1l islem uygulanmamis bakteriyosin

kullanilmustir.

3.2.4.5. Bakteriyosin Aktivitesine pH’min Etkisi

Liyofilize kaba bakteriyosin Ornekleri 4 mM fosfat tamponunda 250 mg/ml
konsantrasyonda c¢oziindiiriilmiis ve 11 esit kisma boliinmiistiir. Son hacimler esit
olacak sekilde pH’lar1 2’den 12’ye kadar birer birim artirilarak NaOH veya fosforik asit
(5 M) ile ayarlanmistir. Oda sicakliginda 2 saat bekletildikten sonra Srneklerin pH’s1

6,5’e ayarlanip aktiviteleri belirlenmistir.

3.2.4.6. Bakteriyosin Aktivitesine Depolama Sicakhi@1 ve Siiresinin Etkisi

Bakteriyosinin depolama stabilitesini belirlemek amaciyla liyofilize drnekler 25, 4, -20
ve -80°C’ de 3 ay siireyle muhafaza edilmis ve belirli araliklarla o6rnekler alinarak
antimikrobiyal aktivite testi yapilmistir. Ayrica liyofilizasyon isleminin bakteriyosin
aktivitesine etkisi belirlemek igin filtre sterilize edilmis supernatantin aktivitesi
belirlendikten sonra dondurulup liyofilizasyonla kurutulmustur. Kurutma isleminden
sonra steril fosfat tamponuyla coziindiiriip baslangic hacmine getirilip aktivitesi

saptanmistir.

3.2.4.7. Baz1 Organik Coziiciilerin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisi

Bu analiz i¢in organik ¢6ziicii olarak formaldehit (% 10), kloroform (% 10), aseton (%
10), propanol (% 10), metanol (% 10), etil alkol (% 25), hekzan (% 25) ve etil eter (%
25) ¢ozeltileri kullamlmistir. Bu ¢ozeltilerin mililitresine 250 mg kaba bakteriyosin
konulup ¢o6ziindiiriildiikten sonra 25°C’de 1 saat inkiibasyon islemine tabi
tutulmusglardir. Bu siirenin sonunda 6rneklerin antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir.
Bakteriyosin igermeyen organik c¢oziiciiler negatif, organik c¢oziicii icermeyen

bakteriyosin ornekleri ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Bhunia ve ark.,1988).
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3.2.4.8. Bazi Deterjanlarin ve Kimyasal Maddelerin Bakteriyosin Aktivitesine

Etkisi

Bakteriyosin supernatantlarina sodyum dodesil siilfat (SDS), tween 80, tire ve triton X-
100 deterjanlart % 1, etilen diamin tetra-asetik asit (EDTA) 0,1, 2,0 ve 5,0 mM
konsantrasyonlarinda ilave edildikten sonra 37°C’de 5 saat inkiibe edilmis ve bu siirenin
sonunda Orneklerin aktivitesi saptanmistir. Negatif kontrol olarak bakteriyosin
icermeyen kimyasallarin cozeltileri, pozitif kontrol olarak da kimyasal igermeyen
bakteriyosin supernatantt kullanilmistir. B-merkaptoetanoliin bakteriyosin aktivitesine
etkisini belirlemek icin bakteriyosin supernatantina % 10 oraninda B-merkaptoetanol
ilave edilerek 90°C’de 5 dk 1s1l isleme tabi tutulmus ve oda sicakligina sogutulduktan
sonra bakteriyosin aktivitesi belirlenmistir. Kontrol olarak 1s1l islem uygulanmis ve
uygulanmamis bakteriyosin supernatanti, 1s1l islem uygulanmis B-merkaptoetanol

cozeltisi kullanilmustir.

3.2.5. Bakteriyosin Uretimine Etki Eden Faktorlerin Belirlenmesi

3.2.5.1. Bakteriyosin Uretimine inokiiliim Miktarmin Etkisi

Bakteriyosin iiretimine inokiiliim miktarmin etkisini saptamak icin MRS s1v1 besiyerine
% 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 ve 2,5 oranlarinda bakteri inokiile edilmis ve 32°C’de
inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Inkiibasyon islemi siiresince belirli araliklarla
steril kosullarda ornekler alinip pH ve absorbans degerleri (600 nm) ile bakteriyosin

aktiviteleri belirlenmistir.

3.2.6.2. Gelisme Sicakhg ve Fazimin Bakteriyosin Uretimi Uzerine Etkileri

Antimikrobiyal maddenin hangi gelisme sicakligi ve hangi gelisme fazinda maksimum
diizeyde iiretildigini saptamak icin bakteri MRS besiyerine % 0,1 oraninda inokiile

edilip 25, 32 ve 37°C’de 48 saat siireyle inkiibasyon islemine tabi tutulmus ve
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inkiibasyon islemi sirasinda belirli araliklarla 6rnek alinip bakteriyosin aktivitesi, pH’s1

ve absorbans degeri (600 nm) belirlenmistir.

3.2.6.3. Besiyerinin Baslangic pH’sinin Bakteriyosin Uretimine Etkisi

Baslangic pH’s1 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 ve 8,5’e ayarlanan MRS s1v1 besiyerine % 0,1
oraninda bakteri ilave edilip 32°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon isleminin 0,
12, 15, 18 ve 24. saatlerinde Ornekler alimp bakteriyosin aktivitesi, pH degeri ve

absorbans degerleri (600 nm) tespit edilmistir.

3.2.6.4. Farkh Besiyerlerinin Bakteriyosin Uretimine Etkisi

Farkli besiyerlerinin bakteriyosin iiretimine etkisini belirlemek amaciyla BHI, PC (Plate
Count), NB, NBE (Yeast ekstrakt1 iceren Nutrient Broth), M17 ve MRS besiyerleri
kullanilmis ve hazirlanan besiyerlerine % 0,1 oraninda bakteri ilave edilmistir.
Calkalama isleminin bakteriyosin aktivitesi ve tiretimi iizerindeki etkisinin saptamak
icin MRS ve MI17 besiyerine inokiilasyon yapildiktan sonra 200 devir/dk yapan
inkiibatorde inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. Inkiibasyon islemi (32°C’de)
stiresince belirli periyotlarla ornekler alinarak bakteriyosin aktivitesi, pH degeri ve

absorbans degeri (600 nm) saptanmistir.

3.2.7. Bakteriyosinin Kismen Saflastirilmasi ve Molekiil Agirhgin Belirlenmesi

MRS besiyerinde gelistirilen kiiltiir santrifiij (8500 g’de 30 dk) edildikten sonra hiicre
uzaklastirnlmig ve hiicre icermeyen siipernatantin pH degeri 6,5’e ayarlanmistir. Bunun
takiben yavas bir sekilde % 50 oraninda amonyum siilfat katilarak 4°C’de gece boyunca
kanstirlmistir. Karisim santrifiij (4°C’de 8000 g/ 60 dk) edildikten sonra yiizeyde ve
altta biriken pelet toplanarak 10 mL sodyum fosfat tamponunda (pH 6,5)
coziindiiriilmiistiir. Bu islemin ardinda 15 mL metanol/kloroform karigimi (1:2, v/v)

ilave edilerek 4°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Santrifiij isleminden sonra pelet
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liyofilizasyon yontemiyle kurutularak -75°C’de muhafaza edilmistir (Moreno ve ark.,

2000).

Trisin-SDS-PAGE (Sodyum dodecil siilfat-poliakrilamid jel, %16) kullanilarak
bakteriyosinin molekiil agirligi saptanmistir (Schagger ve Jagov 1987; Bhunia ve ark.,
1991). Elektroforez isleminden sonra jel iki kisma boliinmiis ve jellerden birisi
Coomassie blue G-250 ile 1 saat boyanip boyay1 uzaklastirma islemine tabi tutulmustur.
Antimikrobiyal aktivite testi icin diger jel Coomassie blue G-250 ile 30 dk boyanip 1,5
saat boyayr uzaklastirmak icin yikama islemine ve bunun ardindan 3 saat siiresince
steril deiyonize su ile yikama islemine tabi tutulmustur. Daha sonra jel biiyiik petri
kutusunda bulunan MRS agar iizerine dikkatlice konulmus ve {izerine Lb. plantarum
iceren 45°C’deki yumusak MRS agar dokiilmiistiir. Bu islemi takiben, 30°C’de 24 saat

inkiibe edilmistir.

3.2.9. Istatiksel Degerlendirme

Arastirma 3 tekertirlii olarak gerceklestirilmis ve elde edilen veriler p<0,05 seviyesinde
varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki farklilik ise LSD testi

kullanilarak (p<0,05) belirlenmistir (Anonim, 1995)
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bakteriyosin Ureten Bakterinin izole ve Tammlanmasi

Bakteriyosin iireten bakterinin bulunmasi ve izole edilmesi icin Tokat yo&resinde
geleneksel olarak iiretilen beyaz peynirler materyal olarak kullanilmistir. Starter kiiltiir
kullanilmaksizin ev kosullarinda geleneksel yontemlerle iiretilen yoresel beyaz peynir
orneginde indikator mikroorganizmalardan Lb. plantarum ve L. monocytogenes’e karsi
inhibitor aktiviteye sahip koloniler tespit edilmistir. Inhibisyon zonu 2 mm’den biiyiik
olan bakteri kolonileri 6ze ile alinarak MRS broth besiyerine aktarilmis ve 30°C’de 24

saat inkiibe edilerek saf kiiltiirleri hazirlanmistir.

Saf kiiltiirleri hazirlanan inhibitér aktiviteye sahip koloniler genel mikrobiyolojik
testlere tabi tutulmustur. Analizler sonucunda segilen bakterinin Gram pozitif,
hareketsiz, katalaz, hemoliz ve Voges Proskauer negatif, endospor olusturmadigi, tek,
ikili ve kisa zincir seklinde kok oldugu, jelatini hidrolize edemedigi, karbondioksit
olusturmadigi, % 40 safra tuzu ve %0,04 sodyum azid iceren besiyerinde gelisebildigi
belirlenmistir (Cizelge 4.1). Ayrica 10-50°C, pH 4,4-9,6 ve %3,0-6,5 NaCl
konsantrasyonunda gelisebildigi, ancak sicaklik ve pH acisindan belirtilen degerlerin
altinda ve {istiinde, NaCl konsantrasyonu acisindan ise %6,5’in {izerindeki

konsantrasyonlarda gelisemedigi gdzlenmistir (Cizelge 4.1).

Bakterinin karbonhidrat profilini belirlemek i¢cin API strep 20 ve API 50 CHL testlerine
tabi tutulmus ve sonuglar Cizelge 4.2’de verilmistir. API strep 20 ve API 50 CHL
testleri sonucunda cins ve tiir diizeyinde yiiksek bir korelasyonla (%99) izolatin
Enterococcus faecium oldugu belirlenmistir. izolatin yag asidi profili analizi de s6z
konusu bakterinin Enterococcus faecium oldugunu dogrulamistir (Cizelge 4.3). izole
edilen bakteri Enterococcus faecium HZ ve iiretmis oldugu antimikrobiyal bilesik

enterosin HZ olarak adlandirilmistir.
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Cizelge 4.1. E. faecium HZ nin Genel Ozellikleri

Analizler

Izolat

Gram Boyama
Sekli

Katalaz
Endospor
Hemoliz
Hareketlilik
Indol

Voges Proskauer
Jelatin Hidrolizi
Glikozdan CO,
90,04 Na-azid
%40 safra tuzu
HS, iiretimi

+
Kok

+ +

pH Gelisme Aralig
pH 4,0
pH 4,4
pH 8,0
pH 9,2
pH 9,6

+ + 4+ +

NaCl Gelisme Aralig
% 3 NaCl
% 4 NaCl
% 6,5 NaCl
%10 NaCl

+ + +

Sicaklik Gelisme Araligi
10°C
30°C
37°C
40°C
45°C
50°C
55°C

++ 4+ + + +

Siitte asit iiretimi (37°C)
6 saat
24 saat

6,30
5,75

Glikoz Broth besiyerinde olusturulan
en son asitlik

4,1

+: Ureme var; - : Ureme yok
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Cizelge 4.2. E. faecium HZ nin Karbonhidrat Fermantasyon Profili

Karbonhidratlar Sonug Karbonhidratlar Sonug
Gliserol + Maltoz +
Eritritol - Laktoz +
D-Arabinoz - Melibiyoz -
L-Arabinoz + Sakkaroz +
Riboz + Trehaloz +
D-Ksiloz - Inulin -
L-Ksiloz - Melezitoz -
Adonitol - D-Rafinoz -
a- Metil-xyloside - Nisasta -
Galaktoz + Glikojen -
D-Glikoz + Ksilitol -
D-Friiktoz + B-Gentiobiyoz -
D-Mannoz + D-Turanoz -
L-Sorboz - D-Lyxose -
Rhamnoz - D-Tagatoz -
Dulsitol - D-Fukoz -
Innositol - L-Fukoz -
Mannitol + D-Arabitol -
Sorbitol - L-Arabitol -
o- Metil-D-Mannosit - Glukonat +
a- Metil-D- Glukozit - 2-Keto-Glukonat -
N-Asetil-Glukozamin + 5-Keto-Glukonat -
Amigdalin + Hippurat hidrolizi B
Arbutin + Pyrolidonylarylamidaz +
Eskulin + B-Galaktosidaz -
Sallisin + L6sin aminopeptidaz +
Sellobioz + Arjinin dihidrolaz +

+ : Ureme var; - Ureme yok; B: belirlenemedi.
Cizelge 4.3. E. faecium HZ nin Yag Asidi Profili'
Yag asidi %
Laurik Asit (12:0) 0,93
Miristik Asit (14:0) 8,33
Sum in featured 3 (16:1 w7¢/15 iso 20H) 17,12
Sum in featured 3 (15:0 iso 20H/16:1w7c¢) 2,10
Palmitik Asit (16:0) 21,26
Cis-vaksenik Asit (18:1 w7c¢) 37,67
Stearik Asit (18:0) 1,44
11-metil cis-vaksenik asit (18:1 w7c¢) 1,49
Oktadekonat (19:0 cyclo w8c) 9,64
Summed Feature 3 (16:1 w7¢/15 iso 20H;15:0 iso 20H/16:1w7¢) 19,22

" Sherlock Microbial Identification System (version 4.0), MIS Operating manual, 145 pp, MIDI,
Inc, Newark, DE, USA
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4.2. Enterosin HZ’nin Antimikrobiyal Aktivitesi ve Spektrumunun Belirlenmesi

Filtre ile sterilize edilmis hiicre icermeyen kiiltiir siipernatantinin Lb. plantarum’a kars1
antimikrobiyal aktivtesinin 6400 AU/ml oldugu saptanmistir. Enterosin HZ’nin
antimikrobiyal spektrumu Cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelgede goriildiigii iizere
enterosin HZ laktik asit bakterilerinden Lb. plantarum, Lc. lactis, Leu. mesenteroides,
E. faecalis, E. faecium ile gida kaynakli patojen bakterilerden L. monocytogenes ve B.
cereus’a karsi inhibitor aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Test edilen Gram-

negatif bakteriler tizerinde etkili olmadigi saptanmstir.

E. faecium bakteriyosinlerinin genellikle antimikrobiyal spektrumlarinin genis oldugu,
bircok LAB’leri ile Gram-pozitif patojen bakterilere Ornegin baz1 Listeria,
Staphylococcus, Clostridium, Brochothrix, Bacillus suglarina kars1 aktif olduklar1 bir¢cok
arastirmaci tarafindan ortaya konmustur (Cintas ve ark., 1998; Toit ve ark., 2000;
Garcia ve ark., 2004; Achemchem ve ark., 2005; Ghrairi ve ark., 2008; Belgacem ve
ark., 2008; Basanta ve ark., 2008). Baz1 enterosinlerin ise Gram pozitif bakterilerin yani
sira Gram-negatif bakterilere (E. coli, S. Typhimurium, Vibrio spp., ve P. aeruginosa)
kars1 inhibitor etki gosterdigi rapor edilmektedir (Ananou ve ark., 2005; Kang ve Lee,
2005; Todorov ve Dicks, 2005).

4.3. Enterosin HZ Aktivitesine Enzimlerin EtKisi

Enzimlerin bakteriyosin aktivitesine etkisi Cizelge 4.5’de verilmistir. Yapilan analiz
sonucunda antimikrobiyal bilesigin papain, tripsin ve pankreatine karsi duyarli oldugu
ve aktivitesini kaybettigi ancak pepsin, lipaz, amilaz ve katalaza kars1 duyarli olmadigi
belirlenmistir. Antimikrobiyal maddenin proteolitik enzimlere karsi duyarli olmasi,

protein yapisinda ve dolayisiyla bir bakteriyosin oldugunu = gOstermistir.
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Cizelge 4.4. E. faecium HZ nin Antimikrobiyal Spektrumu

Bakteri Antimikrobiyal Aktivite

Lactobacillus plantarum (RSKK) +++
Lactobacillus plantarum (AU) +++
Enterococcus faecium (RSKK-ATCC 9097) +++
Enterococcus feacalis (RSKK-ATCC 8043) +++
Enterococcus faecium (RSKK) +++
Enterococcus dissduens (AU) +

Lactococus cremoris (AU) +++
Leuconostoc mesentereoides (AU) +++
Listeria monocytogenes (AU) ++
B. cereus (AU) ++
B. treurgesis spp. plasteni (AU) +

Listeria ivonovii (RSKK) -
Listeria ivonovii (AU) -
B. subtilis (AU) -
Staphylococcus aureus CAMP (AU) -
Staphylococcus aureus (AU) -
Enterobacter cloaceae (AU) -
Escherichia coli Tip I (AU) -
Escherichia coli (AU) -
Rhodococcus equi (AU) -
Hafnia alvevi (AU) -
Salmonella enteritidis (AU) -
Yersinia enterocolitica O:9 (AU) -
Camphylobacter jejuni (AU) -
Citrobacter freundi (AU) -
Escherichia coli 0157:H7 (AU) -
Proteus mirabilis (AU) -
Yersinia enterocolitica 0:3 (AU) -
Enterobacter aerogenes (AU) -

+: Inhibisyon pozitif (+++: inhibisyon ¢ap1 20 mm’den biiyiik, ++: inhibisyon ¢ap1 11-19
mm, +: inhibisyon capt 4-10 mm); -: Inhibisyon negatif; AU: Ankara Universitesi;
RSKK: Refik Saydam Hifzisihha Kiiltiir Koleksiyonu

Cizelge 4.5. Enterosin HZ nin aktivitesi lizerine farkli enzimlerin etkisi (n=3).

Enzimler Bakteriyosin Aktivitesi
Tripsin (EC 132.650.8) - (%0)

Papain (EC 3.4.22.2) - (%0)

Pepsin (EC 3.4.23.1) + (%100)
Pankreatin  (EC 232.468.9) - (%0)

Lipaz (EC3.1.1.3) + (%100)
Katalaz (EC 1.11.1.6) + (%100)
Alfaamilaz  (EC 3.2.1.1) + (%100)

+ : inhibisyon var; - : inhibisyon yok
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Antimikrobiyal maddenin katalaza karsi duyarli olmamasi inhibitdr aktivitenin
H,0,’den kaynaklanmadigini, lipaz ve amilaz enziminden etkilenmemesi de
aktivitesinde karbonhidrat ve lipit bilesenlerinin etkisinin olmadigimi gostermektedir.
Enterosinlerin proteolitik enzimlerden bir veya birden fazlasina duyarl oldugu bir¢ok
arastirmaci tarafindan ortaya konumustur (Herranz ve ark., 2001; Sabia ve ark., 2002;
Park ve ark., 2003; Kang ve Lee, 2005; Ghrairi ve ark., 2008). Enterosinler i¢inde
sadece enterosin ON-157 ve enterosin N15’in proteolitik enzimlerin yani sira amilaza
kars1 da duyarli oldugu bildirilmektedir (Ohmomo ve ark., 2000; Losteinkit ve ark.,
2001).

4.4. Enterosin HZ Aktivitesine Isil islemin Etkisi

Bakteriyosin aktivitesine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla bakteriyosin preparati
60, 70, 80 ve 90°C’de 15 ve 30 dakika, 110 ve 121°C’de ise 15 dakika 1s1l isleme tabi
tutulmustur. Sonugta bakteriyosinin 90°C’de 30 dakikaya kadar uygulanan 1s1l iglemler
sonucunda aktivitesini korudugu, ancak 110 ve 121°C’de 15 dakika 1s1l isleme tabi
tutuldugunda ise aktivitesinde sirasiyla %50 ve %100’lik bir azalmanin oldugu
saptanmustir (Sekil 4.1). Yiiksek derecede uygulanan 1s1l isleme (90°C/30 dk) dayanikli
olmas1 bakteriyosinin yapisinda ikincil ve iiciinciil yapilarin olmadigi ve daha cok

globiiler yapida oldugunu ortaya koymaktadir.

Ohmomo ve ark. (2000) enterosin ON-157"nin asidik (2-5 pH) kosullarda 100°C’de 30
dk 1s1l igsleme dayanikli olmasina karsin notr ortamlarda (6-7 pH) 1s1l isleme (100°C’de
30 dk) duyarli oldugunu bildirmislerdir. Enterosin P21 (Herranz ve ark., 2001),
enterosin JCM-5894T (Park ve ark., 2003), enterosin GM-1 (Kang ve Lee, 2005)
100°C’de 20-30 dk uygulanan 1s1l igleme dayanikli oldugu belirtilmektedir. Ayrica
100°C’de 60 dk’lik 181l isleme dayanikli olan enterosin N15 bakteriyosinin 121°C’de 15
dk yapilan otoklavlama isleminden sonra aktivitesini tamamen kaybettigi (Losteinkit ve
ark., 2001), enterosin USC-46 ve USC-51"in ise 100°C’de 60 dk ve 121°C’de 15 dk
uygulanan 1s1l isleme dayanikli oldugu kaydedilmektedir (Campos ve ark., 2006).
Ghrairi ve ark. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada enterosin MMT21’in 100 °C’de

15 dk 1s1l iseme tabi tutuldugunda aktvitesini kaybettigini gozlemlemislerdir.
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Sekil 4.1. Enterosin HZ nin aktivitesi {izerine 1s1l islemin etkisi (n=3).

4.5. Enterosin HZ’nin Aktivitesine pH’min Etkisi

Bakteriyosin aktivitesine pH nin etkisi Sekil 4.2’de sunulmustur. Sekilde de goriildiigii
izere enterosin HZ biyolojik aktivitesini pH 2-9 arasindaki degerlerde korudugu,
aktivitesinde pH 10°da % 50, pH 11°de 75, pH 12’de ise % 100’liik bir kaybin oldugu
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar izoelektrik noktasinin pH 11 ile 12 arasinda
oldugunu gostermektedir. Bakteriyosinlerden enterosin F58 pH 4-8 (Achemchem ve
ark., 2005), enterosin ON-157 pH 2-7 (Ohmomo ve ark., 2000), enterosin A ve B’nin
pH 2-11, enterosin N15 (Losteinkit ve ark., 2001), enterosin JCM-5804 (Park ve ark.,
2003) ve enterosin MMT21 (Ghrairi ve ark., 2008) pH 2-10 arasinda aktivitesini
korudugu bildirilmektedir.
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Sekil 4.2. Enterosin HZ nin aktivitesi iizerine pH’nin etkisi (n=3).

4.6. Enterosin HZ’ nin Aktivitesi Uzerine Depolama Kosullarimin Etkisi

Enterosin HZ’nin aktivitesi iizerine depolama sicaklig1 ve siiresinin etkisini belirlemek
icin liyofilize edilmis bakteriyosin 6rnekleri kullanilmis ve analiz sonucunda elde edilen
veriler Sekil 4.4’te sunulmustur. Sekilde goriildiigii iizere enterosin HZ liyofilize
formda -20 ve -80°C’de depolandiginda 3 ay siiresince aktivitesini korudugu
belirlenmistir (Sekil 4.3). Ancak 25°C’de muhafaza edildiginde depolamanin 1. ayinda
aktivitesini %94, 4°C’de depolandiginda bu siirenin sonunda %25, 3. aymn sonunda ise
%75 oraninda kaybettigi gozlenmistir. Ayrica, liyofilizasyon ve donma-¢c6zme

islemlerinin bakteriyosin aktivitesi lizerine etkisinin olmadigi belirlenmistir.

Marekova ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir ¢calismada E. faecium EK13’iin iirettigi
bakteriyosinin 4 ve -20°C’lik depolamalarda stabilitesini uzun siire korudugu
saptanmistir. Enterosin A, B ve EK 13’iin liyofilizasyon isleminden etkilenmedigi ve
diisiik derecelerde depolama kosullarinda (-20 ve -80°C) aktivitesini uzun siire

muhafaza ettigi belirtilmektedir (Herranz ve ark., 2001; Nes ve ark., 2003).
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Sekil 4.3. Liyofilize enterosin HZ’nin depolama stabilitesi (n=3). Ayni harfli
ortalamalar arasindaki farklilik 6nemli degildir (P>0.05).

4.7. Enterosin HZ Aktivitesine Organik Coziiciilerin Etkisi

E. faceium’un biyosentezledigi enterosin HZ’ nin test edilen organik ¢oziiciilere karsi
dayanikli oldugu ve dolayisiyla aktivitesini muhafaza ettigi belirlenmistir (Cizelge 4.6).
Enterosin HZ nin organik coziiciilerden etkilenmemesi inhibitor aktivitesinden sorumlu

olan bolgede karbonhidrat ya da lipit tiirevli bilesenlerin olmadigin gostermektedir.

LAB’leri tarafindan iiretilen bir¢cok bakteriyosinlerin organik ¢oziiciilere kars1 dayanikli

oldugu bulunmustur (Ray, 1992; Yildirim ve Johnson, 1998; Lee ve Paik, 2001; Pirzada
ve ark., 2000).
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Cizelge 4.6. Enterosin HZ nin aktivitesi tizerine bazi organik ¢oziiciilerin etkisi (n=3).

Organik Coziicii Bakteriyosin icermeyen Bakteriyosin Aktivitesi
organik ¢oziiciiler (AU/mL)
Formaldehit  (%10) + 6400
Isopropil Alkol (%10) - 6400
Aseton (%10) - 6400
Metanol (%10) - 6400
Kloroform (%10) - 6400
Etil Eter (%25) - 6400
Hekzan (%25) - 6400
Etil Alkol (%25) - 6400
Organik c¢oziicli igermeyen bakteriyosin aktivitesi (AU/ml): 6400
+ : inhibisyon var - : inhibisyon yok

4.8. Baz1 Deterjanlarin ve Kimyasal Maddelerin Enterosin HZ Aktivitesine

Etkisi

Deterjanlarin bakteriyosinin aktivitesi lizerine etkisi aktif molekiiliin yapis1 hakkinda
bilgi vermektedir. Anyonik deterjanlar proteinlerin dogal yapilarindaki hidrofobik
merkezle kompleks olusturarak proteinin agilmasina ve iic boyutlu yapisinin
bozulmasina neden olmaktadir. Deterjan uygulamasi ile bakteriyosin aktivitesinde bir
kayip meydana gelmesi, bakteriyosinin kismi denatiirasyonu ya da aktivitesi iizerinde
stabilizasyon etkisi olan diger molekiillerle birlikteliginin  bozulmasindan
kaynaklanmaktadir (Ivanova ve ark., 1998). EDTA, bakteriyosin aktivitesinde rol
oynayan divalant katyonlarla kompleks olusturarak bakteriyosin aktivitesini olumsuz
yonde etkileyebilecegi gibi hiicre membranina zarar vererek bakteriyosinin etkisini
kolaylastirabilmektedir. B-merkaptoetanol ise bakteriyosin yapisinda bulunan ve
aktivitesinde rol oynayan olasi disiilfit baglanim1 kirarak bakteriyosin aktivitesinin

azalmasina yada tamamen kaybolmasina neden olmaktadir (Hammes ve ark., 1999).

Enterosin HZ deterjanlardan SDS, iire, Tween 80 ve Triton X-100 ile kelatlagtirct
madde olan EDTA ve B- merkaptoetanolla muamele edildiginde aktivitesini muhafaza
ettigi tespit edilmistir (Cizelge 4.7). Elde edilen bu sonuglardan, bakteriyosinin

yapisinda ikincil ve iiciinciil yapilarin olmadigi ve ayrica aktif bolgesinin hidrofobik
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nitelikte olmadig1 anlasilmaktadir. EDTA’nin bakteriyosin aktivitesini etkilememesi ise
divalant katyonlarin inhibitor etki iizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadigin

gostermektedir.

Galvez ve ark. (1998) E. faecalis EJ97 tarafindan iiretilen enterosin EJ97°nin SDS,
tween 80, EDTA ve B-merkaptoetanolden etkilenmedigini gostermislerdir. E. mundtii
ST15 tarafindan iretilen bakteriyosinin Triton X-114E duyarl oldugu, fakat Triton X-
100, SDS, Tween 20, Tween 80, iire ve EDTA’dan etkilenmedigi bildirilmektedir (De
Kwaadsteniet ve ark., 2005).

4.9. Gelisme Sicakhg ve Gelisme Fazimin Enterosin HZ Uretimi Uzerine Etkisi

Inkiibasyon sicakhign ve gelisme fazimin enterosin HZ iiretimi ve aktivitesi iizerine
etkisini saptamak i¢in E. faecium HZ MRS besiyerinde 25, 32 ve 37 °C’de 72 saat
inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Analiz sonucunda, E. faecium HZ’ nin 25°C’ye
gore 32 ve 37°C’de daha iyi gelistigi belirlenmistir (Sekil 4.4). Bakteriyosin iiretimi ve
aktivitesi acisinda incelendiginde ise, 32 ve 37°C inkiibasyon kosullarinda enterosin HZ
iiretiminin {iiretici bakterinin lag fazinda basladigi ve logaritmik fazda (8-12. saatleri)
maksimum diizeye (3200 AU/ml) ulastifi belirlenmistir. Inkiibasyon siiresinin
uzamasiyla birlikte bakteriyosin aktivitesinde %50’lik bir azalma oldugu bulunmustur.
Inkiibasyon siiresinin uzamasiyla birlikte bakteriyosin aktivitesinin azalmasinin nedeni
iiretici bakteri tarafindan ortama salgilanan ekstraseliiler proteolitik enzimler ile

bakteriyosinin iiretici bakteriye adsorpsiyonudur.

Bir calismada E. faecium USC-46 ve E. mundtii USC-51"in gelisimlerinin durgun
fazinda maksimum diizeyde enterosin iirettigi belirlenmistir (Campos ve ark., 2006).
Toit ve ark. (2000) yaptiklar bir calismada E. faecium ve E. faecalis suslan tarafindan
enterosin liretiminin erken logaritmik gelisme fazinda basladigir ve maksimum miktarda
iiretiminin ise durgun fazin baslangicinda oldugunu saptanmislardir. Enterosin ON-
157,P21, RZS-C5, F58, logaritmik fazin sonuna dogru maksimum diizeyde iiretildigi
tespit edilmistir (Ohmomo ve ark., 2000; Herranz ve ark., 2001; Leroy ve ark., 2003;
Achemchem ve ark., 2005).
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Cizelge 4.7. Enterosin HZ nin aktivitesi {izerine bazi deterjan ve kimyasallarin etkisi
(n=4).

Deterjan ve Kimyasallar Bakteriyosin Icermeyen Bakteriyosin Aktivitesi
Deterjan Ve Kimyasallarin (%)
Inhibisyon Etkisi
SDS (% 1) - 100
Tween 80 (% 1) - 100
Triton X-100 (% 1) - 100
Ure (% 1) - 100
EDTA
0,1 mM - 100
2,0 mM - 100
50,0 mM - 100
1,0M - 100
B-merkaptoetanol (% 10) - 100
+ : inhibisyon var - : inhibisyon yok

4.10. Enterosin HZ Uretimi Uzerine Farkl Besiyerleri, inokiiliim Miktar1 ve

Baslangic pH’simin Etkisi

Enterosin HZ iiretimi iizerine besiyerinin etkisini belirlemek amaciyla de Mann Rogosa
Sharpe (MRS), M17, Nutrient broth (NB), maya ekstrakti iceren Nutrien Broth (NB-E),
Brain Hearth Infusion (BHI) ve Plate Count (PC) besiyerleri kullanmilmistir. Analiz
sonucunda, enterosin HZ’nin besin igerigi agisindan oldukc¢a zengin ve laktik asit
bakterilerin gelisiminde kullanilan kompleks MRS ve M17 besiyerlerinde digerlerine
gore daha iyi gelistigi ve yliksek diizeyde bakteriyosin iirettigi tespit edilmis; ancak
enterosin iiretiminin M17 besiyeri kullanildiginda maksimum diizeye ulastig
saptanmustir (Sekil 4.5). Ayrica iiretici bakteri olan E. faecium HZ’nin MRS ve M17
besiyerlerinde yogun bir sekilde gelistigi de belirlenmistir. Calkalama isleminin
bakteriyosin iiretimi {izerine etkisini belirlemek icin MRS (MRS-C) ve M17 (M17-C)
besiyerleri kullanilarak inkiibasyon islemi calkalamali inkiibatérde (200 devir/dakika)

gerceklestirilmistir. Sonucta, inkiibasyon isleminin 200 devir/dakikada yapilmasi her iki
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besiyerinde bakteriyosin aktivitesini iki kat artirdigi (6400 AU/ml) tespit edilmistir
(Sekil 4.5).

Inokiiliim miktarinin enterosin HZ iiretimi ve aktivitesi iizerine etkisini ortaya koymak
icin degisik diizeylerde (%0,05-2,5) iiretici bakteri MRS besiyerine ilave edilip
bakteriyosin iiretiminin maksimum oldugu 32°C’de 24 h inkiibe edilmistir. Inokiiliim
miktar1 % 0,1 ve 0,5 diizeyinde kullanildiginda enterosin HZ {iiretiminin maksimum

diizeyde oldugu ve stabilitesini daha uzun siire korudu belirlenmistir (Sekil 4.6).

Kullanilan besiyeri baslangic pH’sinin hem E. faecium HZ’nin gelisimi hem de
enterosin HZ nin {iretimi iizerine 6nemli bir etkisinin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7).
MRS besiyeri pH’s1 notral yani 6,5-7,0 pH degerlerde oldugu zaman E. faecium HZ’nin
yogun bir sekilde gelistigi ve enterosin HZ iiretiminin arttig1 ve ozellikle inkiibasyon
isleminin 8 ile 12. saatinde maksimum diizeye ulastig1 saptanmistir. pH 7,0’den yiiksek
oldugunda s6z konusu iiretici bakteri gelisiminin iyi olmasina karsin bakteriyosin
iiretiminin daha diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir. Diisiik baslangic pH (5,0-5,5)
degerlerinde ise gerek bakteri gelisiminin gerekse enterosin HZ iiretiminin oldukca

diisiik diizeyde oldugu gozlenmistir.

E. mundtii’nin 45°C haricinde, gelisme sicakligin bakteriyosin iiretimi ve aktivitesi

izerinde belirli bir etkisinin olmadig tespit edilmistir (Settanni ve ark., 2008).

E. faecium GM-1’in besiyeri olarak MRS, baslangic pH’s1 6,0-6,5 ve inkiibasyon
sicakligi 30-40°C (Kang ve Lee, 2005), E. faecium RZS C5 susunun ise 6,5 pH ve 20-
35°C inkiibasyon sicakliginda maksimum diizeyde bakteriyosin iirettigi belirlenmistir
(Leroy ve Vuyst, 2002). Enterosin ON-157 37°C’de, enterosin F58’in 30°C’de MRS
besiyerinde maksimum diizeyde iiretildigi saptanmistir (Ohmomo ve ark., 2000;
Achemchem ve ark., 2005). Bakteriyosin aktivitesinin besiyeri olarak M17L (%3
laktoz), inkiibasyon sicakligi 30°C ve pH’s1 6,0 kullanildiginda erken durgun gelisme

fazinda maksimum diizeye ulagtig1 saptanmistir (Cheigh ve ark., 2002).
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Sekil 4.5. Farkli besiyerlerin enterosin HZ-10’ninn iiretimi iizerine etkisi (n=3). M17-C
ve MRS-C calkalama isleminin uygulandigini ifade etmektedir. Ayn1 harfli
ortalamalar arasindaki farklilik 6nemli degildir (P>0,05).
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Sekil 4.6. Inokiiliim miktarmin enterosin HZ’nin iiretimi iizerine etkisi (n=3). Aym
harfli ortalamalar arasindaki farklilik 6nemli degildir (P>0,05).
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Sekil 4.7. Besiyeri baslangic pH degerinin enterosin HZ iiretimi {izerine etkisi (n=3).
Besiyeri olarak MRS, inkiibasyon sicakligi ise 32°C kullanilmistir. Ayn1 harfli
ortalamalar arasindaki farklilik 6nemli degildir (P>0,05).

4.11. Enterosin HZ’nin Molekiil Agirhig

Tuzla ve metanol/kloroformla ¢oktiirme ile kismen saflastirilan enterosin HZ’nin
molekiil agirligini belirlemek amaciyla % 16 trisin-SDS-PAGE kullanilmistir. Boyama
ve boya giderme islemlerinden sonra jelde enterosin HZ’nin yiiklendigi kisimdaki
bantlardan hangisinin antimikrobiyal aktiviteden sorumlu oldugunu saptamak icin Lb.
plantarum’a kars1 antimikrobiyal aktivite testi yapilmistir. Analiz sonucunda molekiil
agirhgr 6512 ile 3496 Da arasinda olan bandin inhibitor aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Yapilan hesaplama sonucunda enterosin HZ’nin molekiil agirliginin

yaklasik 4500 Da oldugu tespit edilmistir.

Su ana kadar tespit edilen E. faecuim tarafindan sentezlenen bakteriyosinlerin molekiil
agirliklarinin yaklasik 2,5-6,0 kDa arasinda oldugu goézlenmistir (Ohmomo ve ark.,
2000; Moreno ve ark., 2002; Foulquie” Moreno ve ark., 2003; Park ve ark., 2003; Chen
ve ark., 2007; Ghrairi ve ark., 2008).
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Sekil 4.8. Enterosin HZ’nin trisin-SDS-PAGE jeli. L. siitun, enterosin HZ’nin Lb.

plantarum’a karg1 inhibitor etkisini gosteren trisin-SDS-PAGE jeli; II. siitun, diisiik
molekiiler agirlikli standart (BioRad).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Tokat yoresinde geleneksel olarak diiretilen beyaz peynirden bakteriyosin iireten

bakterinin tamimlanmasi ve bakteriyosinin  karakterize edilmesi amaciyla

gerceklestirilen bu calismada elde edilen sonuglar agsagidaki gibi dzetlenebilir.

1.

Yoresel bir peynirde indikator mikroorganizmalardan LAB’leri ve L.
monocytogenes’e karst inhibitér aktiviteye sahip bakteri izole edilmis ve
tanimlanmasgtir.

Analizler sonucunda, bakterinin Gram pozitif, hareketsiz, katalaz, endospor ve
hemoliz negatif, Voges Proskauer negatif, tek, ikili ve kisa zincir seklinde kok
oldugu ve glikozu fermente edebildigi tespit edilmistir. Ayrica 10°C - 50°C’de,
pH 4,4-9.6’da ve % 3,0 - 6,5 NaCl konsantrasyonunda gelisebildigi ancak
sicaklik ve pH acisindan belirtilen degerlerin altinda ve {istiinde, NaCl
konsantrasyonu acisindan ise % 6.5’in lizerindeki konsantrasyonlarda
gelisemedigi tespit edilmistir. Yag asidi profili ve karbonhidrat fermantasyon
profili analizleri yiiksek bir korelasyonla bakterinin Enterococcus faecium
oldugu belirlenmis ve Enterococcus faecium HZ olarak isimlendirilmistir.
Enterococcus faecium HZ’nin {irettigi antimikrobiyal maddenin proteolitik
enzimlerden papain, tripsin ve pankreatine karsi duyarli oldugu ve biyolojik
aktivitesini kaybettigi, ancak pepsin, lipaz, amilaz ve katalaza kars1 dayanikh
oldugu saptanmustir. Inhibitér maddenin proteolitik enzimlere duyarl olmasi bu
bilesigin protein tabiatinda bir bakteriyosin oldugunu ortaya koymustur. E.
Sfaecium HZ nin irettigi bakteriyosin enterosin HZ olarak adlandirilmistir.
Enterosin HZ’nin LAB’den Lb. plantarum, Lc. lactis, Leu. mesenteroides, E.
feacalis, E. faceuim ile gida kaynakli patojen bakterilerden L. monocytogenes ve
B. cereus kars1 inhibitor aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Test edilen
Gram-negatif bakterilere kars1 etkili olmadigi bulunmustur.

Bakteriyosinin 90°C’de 30 dk kadar uygulanan 1s1l islem sonucunda aktivitesini
muhafaza ettigi, ancak 110 ve 121°C’de 15 dakika 1s1l isleme tabi tutuldugunda

aktivitesinde sirasiyla %50 ve %100’liik bir azalmanin oldugu saptanmistir.
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6. Enterosin HZ’nin genis bir pH aralifinda (2-9) aktivitesini korudugu, fakat
aktivitesinde pH 10’da % 50, pH 11°de 75, pH 12°de ise % 100’liik bir kaybin
oldugu tespit edilmistir.

7. Enterosin HZ liyofilize formda -20 ve -80°C’de muhafaza edildiginde test siiresi
olan 3 ay boyunca aktivitesini korudugu belirlenmistir. Ayrica liyofilizasyon ve
donma-cozme islemlerinin bakteriyosin aktivitesi {izerine etkisinin olmadig
gozlenmistir.

8. Enterosin HZ test edilen organik ¢oziiciiler (etanol, metanol, hekzan, klorofom,
aseton, etil eter, isopropil alkol, formaldehit), deterjanlar (SDS, iire, Tween 80
ve Triton X-100), EDTA ve merkaptoetanol ile muamele edildiginde
aktivitesinde herhangi bir azalma olmadig1 belirlenmistir.

9. Enterosin HZ’nin besiyeri olarak MRS, ozellikle de M17, besiyeri baslangi¢
pH’s1 6,5-7,0, inkiibasyon sicakligi 32-37°C, inokulum miktar1 %0,1-0,5
kullanildiginda inkiibasyon isleminin 8-12. saatleri arasinda maksimum diizeyde
iiretildigi saptanmustir. Ayrica inkiibasyon isleminde calkalama islemi (200
devir/dk) kullanildiginda enterosin iiretimi ve aktivitesinin iki kat arttig1 (6400
AU/ml) tespit edilmistir.

10. Enterosin HZ’nin iiretiminin ve aktivitesinin iiretici bakterinin gelisme fazina da
bagh oldugu belirlenmistir. Bakteriyosin iiretiminin logaritmik gelisme fazinin
basinda basladigi ve logaritmik fazin ortasina dogru (8 ve 12. saatlerde)
maksimum diizeye ulastigi belirlenmistir. Inkiibasyon siiresinin uzamasiyla
birlikte enterosin HZ’nin aktivitesinin azaldig1 saptanmistir.

11. Enterosin HZ nin molekiil agirhiginin yaklagik 4500 Da oldugu belirlenmistir.

Peynir, sosis gibi fermente iiriinlerde, enterokoklar kullanildiklarinda organoleptik
olarak farkli iirtinlerin olugmasim saglamaktadirlar. Enterokoklarin gidalardaki bu
olumlu ozellikleri dikkate alindiginda bu calismada izole edilen ve bakteriyosin iirettigi
belirlenen E. faecium HZ’nin farkli gidalarda starter kiiltiir, yardimer kiiltiir veya
koruyucu Kkiiltiir olarak kullamlmasi1 s6z konusu olabilir. Ozellikle Listeria
monocytogenes ve Bacillus cereus gibi gida kaynakli patojenlere karsi inhibitor etki

gosteren enterosin HZ nin de gidalarda direkt olarak kullanilabilir.
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