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ONSOZ

Bu ¢alismada tarhanadan izole edilen en yliksek antimikrobiyal aktiviteye sahip iki
laktik susun tarhana hamuru ortaminda bakteriyosin iiretimi izlenmis ve bu
bakteriyosinlerin belirtilen patojen bakteriler iizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu
kapsamda bakteriyosin {reticisi laktik suglar kullanilarak tarhana hamuru
hazirlanmis, s6z konusu suslarin in vivo kosullarda bakteriyosin iiretimleri tespit
edilmis ve iiretilen bakteriyosinlerin patojen bakterilerin gelisiminin engellenmesi
yoniindeki verimliligi tespit edilmistir.

Calismalarim sirasinda bana her tiirlii destegi saglayan beni yonlendiren ve
deneyimlerinden yararlandigim damisman hocam saymn Yrd. Dog. Dr. Omer
SIMSEK ’e, bilgilerini benimle paylasan ve destek olan 6gretim elemanlar1 ve diger
bolim ogretim elemanlarina tesekkiirlerimi sunarim.Calismami maddi olarak
destekleyen PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne katkilarindan
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maddi ve manevi acidan destek olan varliklariyla beni cesaretlendiren ¢ok sevdigim
aileme, calisma arkadaslarim Burcu KORDIKANLIOGLU ve Derya AKTAS a ve
de tarhana Gretiminde bilgilerinden faydalandigim Aysel OZER’e tesekkiir ederim.
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OZET

TARHANA iZOLATI BAZI LAKTIiK ASIT BAKTERILERININ
BAKTERiIYOSINLERiIi VE FERMANTASYONDA PATOJEN BAKTERILER
UZERINE ETKISI

Tarhana Anadolu insaninin yazdan kis i¢in hazirladigir ve siklikla tiikettigi
fermente bir gida iirlintidiir. Tarhana hamuru fermantasyonu laktik asit bakterileri ve
maya tiirlerinin yer aldig1 yarismaci bir mikrofloraya sahiptir. Bu florada bulunan
LAB’de bakteriyosin iiretim yetenekleri sebebiyle antimikrobiyal aktivite gosterirler.

Bu ¢aligmanin temel amaci tarhanadan izole edilmis Pediococcus acidilactici
PFC69 ve Lactococcus lactis PFC77 suslariin antimikrobiyal aktiviteden sorumlu
metabolitlerinin belirlenmesi ve Kkarakterizasyonu, takiben bu suslarin tarhana
hamuru fermantasyonunda Bacillus cereus ATCC11778 ve Staphylococcus aureus
ATCC29213 suslar iizerindeki antimikrobiyal etkisinin arastirilmasidir.

Yapilan calismada Pediococcus acidilactici PFC69 ve Lactococcus lactis
PFC77 suslart gida patojenlerine karsi farkli seviyelerde antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Her iki laktik susun 12800 AU/mI antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir. Bakterilerin kultlr Gst sivisindaki metabolitin; yiliksek
sicaklik ve diisiik pH kosullarinda stabil, proteaz enzimlerine (proteinaz K, tripsin, a-
kimotripsin ve pepsin) karsi hassas bakteriyosin tabiatinda oldugu anlasilmistir.
Uretici hiicrelerin genomu kullanilarak yapilan PZR taramasinda bu bakteriyosinlerin
sirastyla, pediosin ve nisin  benzeri olduklari belirlenmistir. S6z konusu bu
bakteriyosinler, kiiltiir iist stvisindan sirastyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, kat1 faz
ekstraksiyonu ve ters faz sivi kromotografisi ile saflagtirilmis ve trisin-SDS PAGE ile
molekiiler biiyiikliikleri sirasiyla 5 ve 3,5 kDa olarak hesaplanmuigtir.

Tarhana hamurunun hazirlanmasinda P. acidilactici PFC69 ve L. lactis
PFC77 suslarinin kullanilmasi durumunda fermantasyonun 5. giinlinden itibaren
hamura ilave edilen B. cereus ATCC11778 ve S. aureus ATCC29213 sayilarinda
kontrol hamur Orneklerine kiyasla 6nemli diisiisler tespit edilmistir. Calismada
bakteriyosin (dreticilerini iceren hamur 6rneklerinde fermantasyonun sonunda B.
cereus ATCC11778 suslarinin tamami inhibe edilmistir.S. aureus ATCC29213
suslarinin sayisi ise bakteriyosin iireticisi icermeyen hamurlara kiyasla 4 log diistik
bulunmustur. DGGE analizleri,P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarinin
hamur ortaminda canliligini koruyabildigine isaret etmis ayrica hamur ortamindan
yapilan ekstraksiyonla ise bu suslardan bakteriyosin iiretildigi saptanmustir.

Tim bu sonuglar, P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarinin iyi birer
bakteriyosin dreticisi olduklarini, ayrica tahil temelli fermente gidalar igin
kullanilabilecek potansiyel biyokoruyucu starter kiiltiir niteligi tasidiklarini
gostermistir.

Anahtar Kelimeler:Tarhana, Laktik Asit Bakterisi, Bakteriyosin, Patojen,
Antimikrobiyal, Fermente Gida



SUMMARY

BACTERIOCINS OF SOME TARHANA LACTIC ACID BACTERIA
ISOLATES AND THEIR ANTIMICROBIAL EFFECT ON PATHOGENIC
BACTERIA AT FERMENTATION

Tarhana is a fermented food product that has been consumed often and
produced by Anatolian people at summer for winter.Tarhana dough fermentation has
a competitive microflora including lactic acid bacteria and yeast species. In this flora
LAB exhibit antimicrobial activity due to bacteriocin production capabilities.

The main purpose of this study is determination and characterization of
metabolites of P. acidilactici PFC69 and L. lactis PFC77 starins that are responsible
for their antimicrobial activity then investigation of antimicrobial effect of these
relevant strains on B. cereus ATCC11778 andS. aureus ATCC29213at tarhana dough
fermentation.

In the study both lactic strains showed different level antimicrobial activity
against food pathogens. Both lactic strains had 12800 AU / ml antimicrobial activity.
The relevant methabolites at the culture supernatant was to be bacteriocin nature with
high temparature and low pH stability and protease enzymes (proteinase K, trypsin,
a-chymotrypsin and pepsin) sensitivity. In PCR screening with using the producer
cells genome showed that these bacteriocins were similiar with pediocin and nisin.
These bacteriocins were purified from culture supernatant respectively by
ammonium sulphate precipitation, solid phase extraction and reversed phase liquid
chromatography and thereby molecular weights were calculated as 5 and 3,5 kDa
with Tris-SDS-PAGE.

When the bacteriocin producer strains were inoculated to tarhana, significant
reductions were determined at B. cereusATCC11778 andS. aureus ATCC29213
numbers which were inoculated previously, from the fifth day of fermentation
according to the control dough samples.At the end of fermentation, all B.
cereusATCC11778 strains were able to be inhibited in dough samples containing
bacteriocin producers. Number of S. aureus ATCC29213 strain was 4 log lower
when compared to bacteriocin producer free doughs. DGGE analysispointed out
thatP. acidilactici PFC69 and L. lactis PFC77 strains were able to maintain their
viability in dough and bacteriocin production was detected by extraction from dough
where these strains were used

All these results demonstrated that, P. acidilactici PFC69 and L. lactis PFC77
strains were efficient bacteriocin producers and also can be used for potential
bioprotective starter cultures especially at cereal-based fermented foods.

Key Words:Tarhana, Lactic Acid Bacteria, Bacteriocin, Pathogen, Antimicrobial,
Fermented Food.



1. GIRIS

Her iilkenin kendi kiltiirii ile 6zdeslesmis cesitli geleneksel fermente gidalari
mevcuttur. Orta Asya'dan Anadolu'ya tarihsel siire¢ i¢ginde geliserek ulasmis olan
tarhana da, iilkemiz i¢in dnemli 6rneklerden birisidir. Ulkemizde tarhana yazdan kis
igin, ev ekonomisi dl¢eginde geleneksel yontemlere gore hazirlanarak, tiiketilen bir
fermente gida iirlinlimiizdiir. Tarhana; bugday unu, yogurt ve ¢esitli sebzeler ile
baharatlar kullanarak hazirlanan hamurun fermente edilmesi, kurutulmas: ve

ogiitiilmesi ile elde edilmektedir.

Tarhana gibi geleneksel gidalar; yarigmaci mikrobiyel ekosisteme sahip yapisi
geregi, farkli Ozellikteki fonksiyonel mikroorganizma suslarinin izolasyonu ve
muhafazasi i¢in i1yi bir kaynaktir. Tarhana fermentasyonunun mikroflorasinda
baslica laktik asit bakterileri (LAB) ve mayalar bulunur. Bu florada LAB’i ortamin
asitlendirilmesinden, mayalar ise CO, ve alkol iiretimi ile hamurun kabarmasindan
ve aromatik olarak gelismesinden sorumludurlar. Bununla birlikte LAB’inin bazi
uyelerinin antimikrobiyel metabolitler iiretebilmesi gida giivenliginin saglanmasi ve

artirilmasi agisindan da oldukga 6nemlidir.

LAB’lerinin  bilinen = Onemli  antimikrobiyel  metabolitlerinden  birisi
bakteriyosinlerdir. Bakteriyosinler, kiiciik peptit yapisinda, membran aktif dogal
antimikrobiyellerdir. LAB’leri tarafindan iretilen bakteriyosinlerden, gidalarin
korunmas: amaciyla ya fretici suslarin dogrudan kullanilmasiyla ya da kismi
saflastirilmig bu peptitlerin ilavesiile faydalanilmaktadir. Ornegin, nisin Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan kullanimina izin verilmis ilk bakteriyosindir. Bunun
yaninda bakteriyosin iireten laktik asit bakterilerini igeren ticari preparatlarin

biyokoruyucu starter kiiltiir olarak kullanim1 da mevcuttur.

Tarhana, geleneksel usullerle Uretilmektedir. Bu Grtindeki fermentasyon,kullanilan
bilesenler iizerinde tasinan mikroflora tarafindan yiiriitilmektedir. Bu da {iriin
kalitesinin iiretimden iiretime degismesine neden olmakta ve saglik riskini de
beraberinde getirmektedir. Tarhana fermentasyonunda her ne kadar asitligin

yukselmesi ve tarhananin kurutulmas: gibi faktorlerden dolayr patojen bakterilerin



canliliginin uzun siire devam etmedigi one siirtilse de, fermentasyonun ilk gunlerinde
s0z konusu suslar hizla geliserek cesitli 1s1ya direngli toksinleri iiretebilmekte ve
onemli saglk riski olusturmaktadir. Ozellikle tarhana iiretimi acisindan Bacillus
cereus ve Staphylococcus aureusonemli iki patojendir. Son yillarda damak zevki
acisindan taze tarhananin tiiketimi de hizla artmaktadir. Dolayisiyla fermentasyonun
ilk gunlerinde bulunan bu tiirlerin canliliginin hizla durdurulmas: giivenli tarhana
iretimini saglayacaktir. Boylece immiin sistemi zayif kisilerin ve bebeklerin

korunmasina imkan saglanacaktir.

1.1 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin iki temel amaci bulunmaktadir. Birincisi, tarhanadan izole
edilmis Pediococcus acidilactici PFC69 ve Lactococcus lactis PFC77 suslarinin
bakteriyosin (retim yeteneklerinin tespiti, Uretilen bakteriyosinlerin Kkarakterize
edilmesidir. Calismanin diger amaci ise, tarhana hamuru ortaminda P. acidilactici
PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarmin, Bacillus cereus ATCC11778 ve
Staphylococcus auerus ATCC29213 suslari iizerindeki antimikrobiyel etkisinin
arastirilmasidir. Bunun yani sira, calismada laktik suslarin gergek sistemde

bakteriyosin Gretim yeteneklerinin izlenmesi de hedefler arasindadir.

1.2 Literatiir Ozeti

Tarhana; bugday unu, yogurt, maya ile gesitli sebze ve baharatlarin (domates, kirmizi
biber, sogan, nane, tuz vb.) karistirthp, fermente (laktik asit bakterileri ve ekmek
mayast vasitasiyla) edildikten sonra kurutulup, ogiitiilerek elde edilen geleneksel
fermente bir Griindiir (Anon., 1981, Ibanoglu ve Ibanoglu, 1999; Blandino ve dig.,
2003; Tarakgt ve dig., 2004; Sengiinve dig., 2009; Settanni ve dig., 2011).
Tiirkiye’nin hemen her boélgesinde {iretilen tarhananin bilesiminde kullanilan
maddelerin ¢esit ve miktarlar1 ile iiretim tekniklerinde yoresel farkliliklar
bulunmaktadir (Temiz ve Pirkul, 1991; Tarak¢t ve dig., 2004). Tirklerin Orta
Asya’da yasadiklar1 donemden bu yana bilinen ve tiiketilen geleneksel bir gida olan
tarhana, Orta Asya’dan go¢ eden Tiirkler ve Mogollar tarafindan Anadolu, Orta
Dogu, Macaristan ve Finlandiya’ya kadar yayilmustir (Ibanoglu ve Ibanoglu, 1999;
Celik ve dig., 2005 ). Tiirk tarhanasina benzer olan iriinler Yunanistan’da trahana,

Misir’da kisk, Irak’ta kushuk, Macaristan’da tahonya ve Finlandiya’da da talkuna
2



olarak bilinmektedir (Hayta ve dig., 2002; Koca ve dig., 2002; Settanni ve dig.,
2011). Tirkiye simurlart igerisinde de farkli tipte tarhanalarin iiretimi mevcuttur. Bu
farklilasmanin temel nedeni, tarhana iiretiminde uygulanan yoresel aliskanliklar ve
goreneklerdir. Ornegin Giineydogu Anadolu bdlgesindeki (Kahramanmaras,
Gaziantep) tarhana Uretimlerinde bugday, I¢ Anadolu bélgesinde (Ankara, Konya,
Karaman) ise un kullanim1 s6z konusudur. Ege boélgesindeki (Usak, Denizli,
Kiitahya) tarhana iiretimlerinde daha fazla cesitte sebze kullanimi ve uzun
fermantasyon uygulanmaktadir. Dolayisiyla da Tiirk Standartlarinda {ilkemizde
tiretilen tarhana, goce, un, irmik ve karisik olmak iizere 4 sinifta toplanmistir (Anon.,

1981).

Tarhana hamuru, laktik asit bakterileri ile mayalar arasinda etkilesimin meydana
geldigi bir ekosistemdir. Bunlardan LAB’iorganik asit Uretimi ile asitligin artigindan,
mayalar ise CO; ve alkol iiretimi ile hamurun kabarmasindan ve aromatik olarak
gelismesinden sorumludurlar. Fermantasyonun basinda mikrobiyel cesitlilik fazla
olsa bile, daha sonraki florada asit Ureticisi LAB ile aside toleransli olan mayalar

baskin floray1 olusturmaktadir.

Oldukg¢a zengin bilesen icerigine sahip tarhana hamurunun laktik asit mikroflorasi da
onemli Olgiide cesitlilige sahiptir. Nitekim Sengiin ve dig. (2009) tarafindan tarhana
tretiminde Onem tasiyan laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi i¢in yapilan
calismada izolatlarin %27 sininPediococcus acidilactici, %19’ununStreptococcus
thermophilus, %19’ununLactobacillus fermentum, %12’sininEnterococcus faecium,
%7’sininPediococcus  pentosaceus, %5’ininLeuconostoc  pseudomesenteroides,
%4’ tintiinWeissella cibaria, %2’sininLactobacillus plantarum, %2’sininLactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus, %2’sininLeuconostoc citreum, %1’ininLactobacillus
paraplantarum ve % 0.5’ininLactobacillus casei’den meydana geldigi tespit

edilmistir.

Settanni ve dig. (2011) tarafindan yapilan arastirmada, 30 °C ve 40 °C’de fermente
edilen iki farkli tarhana hamurunda 0, 2, 4, 6 ve 8. giinlerdeki LAB florasinin
gelisimi degerlendirilmistir. Tarhana fermantasyonu esnasinda toplam 222 LAB
kolonisi izole edilerek, fenotipik ve polimorfik 6zelliklerine goére tanimlanmustir.
Buna gore LAB izolatlar1 RAPD-PZR ile gruplandirilmis ve 16S rDNA dizi
analiziyle nihai tanimlanmistir. Tiim bu analizlerin sonucunda LAB izolatlari; P.
acidilactici, L.brevis ve L. plantarum olarak belirlenmistir. 30 °C sicaklikta
3



stirdiiriilen fermantasyonda cogunlukla Laktobasillerin; 40 °C sicaklikta ise

Pediokoklarin baskin florayi olusturdugu goézlenmistir.

Benzer sekilde polifazik bir yaklasimla kiltire bagimh ve kiiltiirden bagimsiz
yontemlerin kullanildig1 ve ev ve isletme tipi tarhana hamurlarinin mikroflorasinin
arastrildign ¢alismada (Ozel, 2012) toplanan 43 adet farkli (GTG)s profiline sahip
laktik asit bakterilerin; Lactobacillus plantarum (16), Lactobacillus brevis (7),
Leuconostoc mesenteriodes (2), Leuconostoc pseudomesenteriodes (1), Pediococcus
acidilactici (1), Lactococcus lactis (3), Lactobacillus fobifermentas (1),
Lactobacillus mindensis (1), Lactobacillus paralimentarius (1), Lactobacillus
alimentarius (1), Lactobacillus namurensis (3), Lactobacillus casei (1),
Lactobacillus pentosus (1), Lactobacillus farciminis (3), Leuconostoc citreum (1)

tiirlerinden olustugu belirlenmistir.

Laktik asit bakterileri, diisiik G+C oranina sahip, Gram-pozitif, fakiltatif anaerob,
sporsuz, ve asit tolerant olan tiirleri iceren heterojen bir gruptur. Karbohidratlar
heterofermentatif ~veya homofermentatif yolla laktik asite indirgerler.
Heterofermentatif tirleri yan 0rin olarak asetik asit, formik asit, etanol ve
karbondioksit  olusturabilmektedir. Bitkisel ve hayvansal hammaddelerin
fermentasyonunda endiistriyel starter kiiltiir olarak kullanilan bu bakteriler;
Aerococcus,  Oenococcus, Carnobacterium,  Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus ve Weissella olarak adlandirilan 12 cins igermektedir. Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus cinsi Gyeleri, fermente sut Grunlerinin

uretiminde starter kilturler olarak kullanilmaktadir (De Vuyst ve Leroy 2007).

Morfolojik ac¢idan c¢ok degisken o6zellik gosteren (kisa veya uzun ¢omak veya kok
sekilli) LAB, fizyolojik agidan oldukca benzer ozellik gostermektedirler. Gram-
pozitif, katalaz negatif (diisiik oranda seker ihtiva eden ortamda pseudokatalaza sahip
suslar gorilebilir), spor olusturmayan (Sporolactobacillus inulinus harig),
Pediococcus cinsi hari¢ tek diizlemde boliinen hareketsiz, ¢ubuk veya kok seklinde
bakteriler olarak tanimlanmaktadir (Sharpe ve dig., 1966; Sahin, 1990; Con, 1995).
Mutlak fermantatiftirler ve asil fermantasyon iiriinii olarak laktik asit tiretmektedirler.
Dogal habitatlar1 siit ve siit mamiilleri, islenmemis, taze veya ¢iirlimiis bitkiler, insan
ve hayvanlarin bagirsak mukoza ve igerikleridir (Schlegel, 1986; Tunail ve Kosker,
1989).



Lactobacillaceae familyasina ait laktik asit bakterileri, dogada ¢ok yaygin oluslar
cesitli gida maddelerinde sikga rastlanilan bozulmalara neden olmalari ve bazi
gidalarin iiretim ve olgunlastirilmasinda teknolojik ag¢idan 6nemli rol oynamalari
nedeni ile gida teknolojisinde biiyiik 6nem tasimaktadir (Con, 1995). Yeni gidalarin
tiretilmesi ve ¢esitli gidalarin muhafazasinda ¢ok eski yillardan beri kullanilmaktadir.
Tum dinyada fermente et, sit, tahil, meyve ve sebze lirlinlerinin hazirlanmasi ve
muhafaza edilmesinde kullanilmaktadirlar (Gokalp, 1982; Andersson, 1989; Mayra-
Makinen ve Bigret, 1993; Sanchez ve dig., 2000).

Diinyada asidik gida fermantasyonlarinin yayginlagsmas: ve endiistriyel iiretimin
baslamasiyla, starter laktik asit bakterilerinin kullanimi biiyilk 6nem tasimaya
baslamistir. Starter laktik asit bakterileri; mikrobiyal giivenligi saglama, daha iyi
organoleptik 6zellik gosterme, seker polimerleri, tatlandiricilar, aromatik bilesenler,
vitaminler ve yararli enzimler iiretme gibi teknolojik anlamda faydalar1 ile besin
degerini artirict ve probiyotik Ozellik gostermesi gibi avantajlariyla Onem
tagimaktadir. Bu bakterilere karsi endiistriyel ilgi, bu bakterilerin endiistriyel ve
medikal alandaki uygulamalar1 her gecen giin hizla artmaktadir (Ross ve dig., 2002;
De Vuyst ve Leroy, 2007; Temmerman ve dig., 2004; Salminen ve dig., 2006).

Laktik asit bakterileri fermente gida iirlinlerindeki yapisal ve aromatik 6zelliklerin
iyilestirilmesi yoniindeki katkilarinin yaninda, trettikleri cesitli antimikrobiyel
metabolitler araciligiyla iiriinii mikrobiyal bozulmalara veya olugsabilecek mikrobiyal
hastalik risklerine karsi korumaktadir. Yapilan ¢calismalarda laktik asit bakterilerinin
laktik asit, H,O,, diasetil ve en onemlisi bakteriyosin uretimiyle antimikrobiyel

nitellige sahip olduklar1 rapor edilmistir (Galvez ve dig., 2007).

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenerek ortama
salgilanan ve genelde yakin akraba tiirlerin inhibisyonunda etkili olan peptit veya
protein yapidaki metabolitlerdir (Delves-Broughton ve dig. 1996). Basta
Lactobacillus olmak uzere Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc cinsi laktik asit
bakterilerine ait pek ¢ok tiir bakteriyosin {liretme yetenegine sahiptir. Bugiine kadar
yapilan caligsmalarda tespit edilen bakteriyosinlerin kendi yakin akraba tiirlerine ve
gidalarda 6nem tasiyan L. monocytogenes, S. aureus, B. cereus, gibi Gram pozitif

patojen bakterilere kars1 inhibitif etkisi bircok calismada gdsterilmistir.



Bakteriyosinler, benzer aktivite 0Ozelliklerinden dolayi, birgok kaynakta
antibiyotiklerle karistirilmaktadir. Bakteriyosinleri antibiyotiklerden ayiran temel
kriter, bakteriyosinlerin antibiyotiklere nazaran ¢ok daha dar bir etki spektrumuna ve
sadece yakin akraba tiirler lizerinde bakteriyosidal ya da bakteriostatik etkiye sahip
olmalaridir (Margaret ve dig. 2002). Bu antimikrobiyel bilesik gruplar1 arasindaki

diger farkliliklar ise su sekilde siralanabilir:

1. Bakteriyosinler, ribozomal olarak sentezlenen drlnlerdir. Antibiyotikler ise

enzimatik islenme sonucu aktif formlarini kazanirlar.

2. Her bakteriyosinin kendi direnglilik proteini vardir. Bu direnglilik
proteinlerini kodlayan genler, bakteriyosinlerin yapisal genleri ile
baglantilidir. Antibiyotik direngliligini yoneten genetik determinantlar ise,

yapisal antibiyotik genleri ile baglantili degildir.

3. Bakteriyosinler genellikle bakterilerin gelisme fazinda iretilir (birincil
metabolitler) ve iki bilesenli bir sistem tarafindan regiile edilir. Antibiyotikler
ise, gelisimin durma fazinda dretilen ikincil metabolitler olarak

tanimlanmaktadir (Nes ve dig. 2001).

Yapilan c¢alismalarla bakteriyosinlerin biiyiik bir c¢ogunlugunun plazmid kodlu
oldugu ve hatta tek bir plazmidin ti¢ farkli bakteriyosini kodladigi gosterilmistir
(Davey 1984, Martinez ve dig. 1999, Foschino ve dig. 2001, Soomro ve dig. 2002).
Bununla beraber, bazi bakteriyosinlerin gen kodunun kromozomal DNA iizerinde
bulundugu da tespit edilmistir (Malik ve dig. 1994, Delgado ve Mayo 2004).
Bakteriyosinlerin sentezlenebilmesi icin, en az 4 farkli fonksiyona sahip gen ya da
genlere gereksinim vardir. Bu genler, fonksiyonlar1 esas alinarak asagidaki gruplara

ayrilmaktadir:
1. Oncii bakteriyosinlerin sentezlenmesinde gorev alan yapisal genler

2. Oncii peptidin olgunlastirlmasinda ve hiicre disina salgilanmasinda gorev

alan genler

3. Hiicreyi kendi bakteriyosinine karst koruyan proteinleri sentezleyen

direnclilik genleri



4. Bakteriyosin sentezinin regilasyonundan sorumlu genler (Klaenhammer
1993, Nes ve Tagg 1996, Delgado ve Mayo 2004).

Farkli gruplarda degerlendirilen bakteriyosinler, etki mekanizmalar1 bakimindan da
farklilik gostermekle birlikte, biiyiikk bir ¢ogunlugunun ana hedefi konak hiicre
sitoplazmik membranidir. Bu hedef {izerindeki etki bigimlerinde ise farkliliklar
bulunmaktadir. Bakteriyosinlerin hedef hiicrelerin membranm {izerinde temelde iki
etki mekanizmas1 mevcuttur. S6z konusu etki mekanizmalarin ilki, spesifik baglanma
noktas1 gerektirmeksizin, sadece kiitle etkisine bagli olarak hiicre membraninin
yapisini tahrip etmek suretiyle gergeklesen inhibisyon seklidir. Bu etki mekanizmasi
bakteriyosinlerin yiiksek konsantrasyonda bulunmasi durumunda meydana gelir.
Bakteriyosinleri 6nemli kilan diger etki mekanizmasi ise, 6zellikle hedef hiicrelerin
anti-listeryal bakteriyosinlerde goriilen ve spesifik baglanma bolgesine ihtiya¢ duyan
inhibisyon seklidir. Bu gruptaki bakteriyosinlerin N-terminalinde bulunan YGNGV
amino asit dizisi, sadece bu diziyi tantyan spesifik bir membran resptoriine baglanir
ve membran iizerinde iyon kanal yapisi olusturarak potasyum ve magnezyum gibi
Oonemli iyonlarin disar1 akmasina yol agar. Yine benzer sekilde nisininin
antimikrobiyal etkisi i¢in hedef hiicrede bulunan ve hiicre duvar1 sentezinde gorev
alan lipit 1l molekulu oldukca 6nemlidir. Nitekim nisin hiicre yuzeyinde bu molekile
tutunduktan sonra sitoplazmik membrana transloke olmaktadir. Bakteriyosinlerin
sahip oldugu bu antimikrobiyal etki sonucunda proton itici kuvvetin bozulmasi ve
cesitli iyon kayiplari ile hiicresel eletrolitin diisiisii ortaya ¢ikmaktadir (Jack ve dig.
1995, Cuesta ve dig. 2000,Sullivan ve Nord 2005 ).

Bakteriyosinlerin siniflandirilmasinda; {retici mikroorganizma, bakteriyosinin
molekiiler biylikligl, fiziksel 0©zelligi, kimyasal yapisi, 1s1 stabilitesi ve
bakteriyosinin etki mekanizmasi1 dikkate alinmaktadir. Gram pozitif bakterilerin
siniflandirilmasina yonelik ilk oneri Klaenhammer (1993) tarafindan yapilmis, bu
arastirict  bakteriyosinleri temelde post translasyonel modifiye bakteriyosinler
lantibiyotikler (Grup I bakteriyosinler), modifiye olmamis 1siya dayanikli membran
aktif bakteriyosinler (Grup Il bakteriyosinler), 1stya duyarl bakteriyosinler (Grup III
bakteriyosinler) ve lipit ve karbonhidrat iceren kompleks bakteriyosinler (Grup IV
bakteriyosinler) olmak tizere dort gruba ayirmistir. Ancak bu konu iizerindeki bilgi
birikiminin artmas: ile ve de her gegen gilin yeni bakteriyosinlerin kesfedilmesi
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sonucunda siiflandirmada revizyona gidilmektedir. Bakteriyosinlerle ilgili yapilan

son siniflandirma Tablo 1.1°de gosterilmistir.

Tablo 1.1 : Bakteriyosinlerin giincellenmis siniflandirilmas (Rea ve dig. 2011)

Grup

Tamm

Alt gruplandirilmasi

Modifiye peptitler
(a) Lantibiyotikler ve
lantipeptitler

(b) Labyrinthopeptinler

(c) Saktibiyotikler

Modifiye olmamis peptitler
(a) Pediosin benzeri

(b) Iki peptitli bakteriyosinler
(c) Sirkuler bakteriyosinler

Altgrup | ve Il (LanBC ve
LanM proteinleri tarafindan
modifiye edilir)

Altgrup I11 ve IV (RamC benzeri
ve LanL proteinleri tarafindan
modifiye edilir)

Iki alt grup mevcuttur. Tekli ve ikili
peptitler

Dort altgrup mevcuttur.(1-1V)
Iki altgrup meveuttur. Orn. A ve B
Iki altgrup mevcuttur. Orn. 1 ve 2

(d) Linear pediosin olmayan
bakteriyosinler

Bakterivolisinler Bakteriyosin olmayan litik
. y proteinler
(Onceki isimlendirme

sinif IIT)

Grup | Bakteriyosinler; post-translasyonel olarak modifiye edilen aminoasitleri igerir
ve lantibiyotikler olarak adlandirilmaktadirlar. Giinlimiizde ilave post-translasyonel
modifiye bakteriyosinlerin tanimlanmasi devam etmektedir. Yeni tanimlanan
bakteriyosinlerin de dahil edilmesiyle Grup | bakteriyosinler; lantibiyotikler,

labyrinthopeptinler, saktibiyotikler olmak iizere ii¢ gruba ayrilmistir.

Grup la yapilarinda bilinen aminoasitlerden farkli olarak lanthionin (Lan) ve beta
metil lanthionin (MeLan) tirevlerini icermeleri sebebiyle lantibiyotikler olarak
adlandirilmaktadirlar.

Bunun yanisira; bu grup bakteriyosinlerin yapilarinda

biyokimyasal o6zelliklerini etkileyen dehidro-alanin ve dehidro-butirin  de
bulunmaktadir (Twomey ve dig. 2002). Bu grup bakteriyosinler 19-28 aminoasit
uzunlugunda olup molekiiler agirliklar1 1.9 ile 4.6 kDa arasinda degismektedir
(Oscariz ve Pisabarro 2001). Bu grubun Uyeleri tip A ve tip B olmak Uzere iki alt
gruba ayrilmistirlar (Cotter ve dig. 2005, Wiley ve Vander 2007, Heng ve dig. 2007).
Tip A grubu bakteriyosinler net pozitif yiikke ve hidrofobik polipeptid yapisina

sahiptir. Hedef hiicrelerde membranda porlar olusturmak suretiyle antimikrobiyal
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etkinligini gostermektedirler. Tip A lantibiyotikler kendi iginde la ve lla olmak uzere
iki gruba ayrilmaktadirlar. Bu ayrim modifikasyon enzimleri ve biyosentetik yol
farkina gore yapilmaktadir (Pag ve Sahl 2002). B grubu lantibiyotikler ise yliksiiz
veya negatif yiike sahiptirler ve globiiler peptid yapisindadirlar. Spesifik enzimleri
inhibe ederek antimikrobiyal aktivite gosterirler (Twomey ve dig. 2002). A tipi
lantibiyotiklere 6rnek, en sik c¢aligilan ve bir¢ok lilkede gidalarda koruyucu madde
olarak kullanimina izin verilen nisin’dir (Nes ve dig. 2007). Iki nisin varyant1 (nisin
A ve nisin Z) Lactococcus lactis bakterisinden, Nisin U olarak adlandirilan diger bir
varyanti ise Streptococcus uberis’ten iiretilmekte olup, Nisin U, Nisin A ile % 78
oraninda benzerlik gostermektedir (Wescombe ve dig. 2006). Bu gruptaki diger
onemli bakteriyosinler ise laktisin 481, mutasin A ve duramisindir (Oscariz ve
Pisabarro 2001, Siegers ve dig. 1996).

Grup Ibyapilarinda bilinen aminoasitlerden farkli olarak modifiye labionin
aminoasitini iceren ve Actinomadura namibiensis DSM 6313 tarafindan iiretilen
Labyrinthopeptinlerdir. Labyrinthopeptinler Herpes simplex viriisiine karsi aktiftirler.
Bu nedenle ndropatik tedavi uygulamalarinda potansiyel bir ajan olarak dikkat

cekmektedirler (Meindl ve dig. 2010).

Grup Ic Subtilosin A ve thurisin CD’nin dahil edildigi saktibiyotiklerdir. Subtilosin
A Bacillus subtilis tarafindan iiretilen siklik bir bakteriyosin olmasina ragmen post-
translasyonel modifikasyon i¢cermesinden dolay1 bu gruba dahil edilmistir (Marx ve
dig. 2001, Kawulka ve dig. 2003, Martin-Visscher ve dig. 2009). Grup {iiyelerinden
iki peptid bakteriyosin olarak bilinen ve Bacillus thuringiensis 6431 tarafindan
tiretilen thurisin CD ise sisteinler arasinda alfa karbon kopriileri icermektedir (Rea ve

dig. 2011).

Grup II bakteriyosinler modifiye olmamis tiirlerdir. Ribozomal olarak sentezlenen
antimikrobiyal peptidlerin ¢ogunlugunu olusturan, kii¢iik, 1siya dayanikh
bakteriyosinleri kapsamaktadirlar. Grup II  bakteriyosinler post-transyonel
modifikasyona ugramadiklar1 ve sadece gerekli bakteriyosini, immuniteyi ve
transportu kodlayan genlere sahip olduklar1 i¢in yapisal olarak lantibiyotiklerden
daha basittirler. Bu grup bakteriyosinler 4 alt gruba ayrilmaktadir. Grup Ila;
pediyosin benzeri giclu antilisterial bakteriyosinleri, Grup Ilb; iki peptid
bakteriyosinleri, Grup Ilc; halkasal bakteriyosinleri ve Grup IId ise diger lineer
bakteriyosinleri kapsamaktadir (Rea ve dig. 2011).
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Grup Il bakteriyosinlerinin en buytk grubu olan Grup llabakteriyosinleri,Listeria
inhibisyonuna  neden  olan  pediyosin  benzeri  bakteriyosinler  olarak
adlandirilmaktadirlar (Ennahar ve dig. 1999, Drider ve dig. 2006). Farkli aminoasit
igeriklerine sahip, 10 kDa’dan kiiclik, yiiksek sicaklik ve ekstrem pH’lara dayanikli
bakteriyosinlerdir. Bircok LAB suslari tarafindan firetilen farkli tiir ve suslarda
yaklasik 30 pediyosin benzeri bakteriyosin tanimlanmistir (Nissen-Meyer ve dig.
2009). Bu gruba ait tanimlanan ve karakterize edilen bakteriyosinler pediyosin PA-1,
enterosin A, l6kosin A-UAL 187, mesenterisin Y105, sakasin P ve kurvasin
A’dir(Drider ve dig. 2006, Hastings ve dig. 1991, Hechard ve dig. 1992, Henderson
ve dig. 1992, Nieto-Lozano ve dig. 2010, Tichaczek ve dig. 1992, Aymerich ve dig.
1996). Bu grubun tyeleri benzer aminoasit dizi homolojisine sahiptirler ve korunmus
bir amino terminal dizisi ile amino terminal ucunda sistein distlfit kbprisi icermeleri

sebebiyle diger gruplardan farklidirlar.

Antimikrobiyal etki spektrumu agisindan olduk¢a dar bir spektruma sahip olan
bakteriyosinler duyarli mikroorganizmalar iizerinde farkli etki mekanizmalarina
sahiptirler (Drider ve dig. 2006, Hill ve dig. 2011). Antilisterial 6zellikleriyle bilinen
ve Gram-pozitif bakterilere karsi bakteriosidal etki gosteren pediyosin benzeri
bakteriyosinlerin muhtemel etki mekanizmasi hiicre zarimi hedef alan ve spesifik
baglanma bolgesi gerektiren inhibisyon etkisidir. Grup Ila bakteriyosinlerinin sahip
oldugu YGNGYV aminoasit dizisi sadece bu diziyi taniyan spesifik bir zar reseptdriine
baglanmaktadir (Papagianni 2003). Grup Ila bakteriyosinlerin mutantlar1t ve
analoglar1 ile yapilan calismalarda sonuglar tiim dizinin ve ii¢ boyutlu yapinin
etkilesimde oldukca 6nemli oldugunu gdstermistir. U¢ boyutlu yap1 dzellikle hiicre
zarinda spesifik bolgelere baglanarak etkili olan bakteriyosinler igin son derece
onemli olmakta ve bakteriyosin molekilleri duvardan gecebilir hale gelmektedir.
Bakteriyosin molekiilleri hiicre duvarindan gecip sitoplazmik zarla temas ettikten
sonra sitoplazmik zarin fonksiyonunu bozmaktadirlar. Sonug olarak zar gegirgenligi
degismekte, zar transport mekanizmasi bozulmakta ve proton itici kuvvet (PMF)
dagilmaktadir bu durum hiicre lizisi ile sonuglanmaktadir. Biitiin bunlar enerji
uretiminin engellemesine ve protein, nikleik asit gibi temel molekillerin

biyosentezlerinin durmasina yol agmaktadir (Hill ve dig. 2011).

Grup IIb iki peptidli bakteriyosinlerdir.iki peptidli bakteriyosinler de ii¢ temel kriter
esastir. Ilk olarak; iki peptid birlikte antimikrobiyal aktiviteye sahiptir, fakat tek
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basglarma aktivite gostermezler. Bunun yani sira bir immunite proteinini igerir.
Ayrica genetik organizasyonlarinda immunite genini takiben birbirini izleyen iki
bakteriyosin yapisal genleri bir arada bulunur (Nes ve dig. 2007). Bu giine kadar 16
adet iki peptidli modifiye olmamis bakteriyosin tanimlanmistir (Nissen-Meyer ve
dig. 2009). iki peptidli bakteriyosinler ii¢ boyutlu olarak incelendiginde Grup Ila ve
Grup IId tek peptidli bakteriyosinler ile benzer fonksiyonlara sahip olduklari tespit
edilmistir (Rea ve dig. 2011).

Grup llc halkasal bakteriyosinlerdir. Bu bakteriyosinler de diger bakteriyosinler gibi
ribozomal olarak sentezlenmekte ve bu nedenle gramisidin-S ve mikosubtilin gibi
enzimatik olarak sentezlenen siklik antimikrobiyal peptidlerden kesin olarak
ayrilmaktadirlar (Mogi ve Kita 2009). Grup llc bakteriyosinleri, N ve C terminalleri
halkasal yapiy1 olusturmak {izere kovalent baglanan bakteriyosinlerdir. NMR ve X-
ray calismalar1 karnosiklin A ve Enterococcus faecalis tarafindan tiretilen AS-48
bakteriyosinlerinin bu gruba dahil oldugunu gostermistir (Kawulka ve dig. 2003,
Martin-Visscher ve dig. 2009, Jimenez ve dig. 2005, Van Belkum ve dig. 2011). Bu
peptidler genellikle 1siya dayanikli olup, proteolitik enzimlere direnglidirler ve
antilisterial ~ aktiviteye sahiptirler. Glnlmiize kadar tanimlanan halkasal
bakteriyosinlerden alt1 tanesi LAB orijinli olup (gasserin A, reuterisin 6, enterosin
AS-48, enterosin 4, karnosiklin A, laktosiklisin Q), diger iki tanesi ise Clostridium
beijerinckii tarafindan iretilen sirularin A ve Butryrivibrio fibrisolvens tarafindan
iiretilen butirivibriosin AR10’dur (Cotter ve dig. 2005, Rea ve dig. 2011, Martin-
Visscher ve dig. 2009).

Grup IId digerlerinden farkli bakteriyosinlerdir.Bu bakteriyosinler diger gruplara
dahil olmayan, modifiye olmamus, lineer ve pediosin benzeri olmayan
bakteriyosinleri igerir (Cotter ve dig. 2005, Nissen-Meyer ve dig. 2009). Grup Ild
bakteriyosinleri cesitli kaynaklardan izole edilen genis ¢esitlilikteki antimikrobiyal
peptidleri icermektedir. Laktokoksin A ilk izole edilen bakteriyosin olup diger
bakteriyosinler gibi homolog bir diziye sahip degildir (Nissen-Meyer ve dig. 2009).
Propionibacterium sp. tiirleri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin de bu gruba dahil

edilmektedirler (Heng ve dig. 2007).

Grup Il bakteriyosinler bakteriyolizinler olarak adlandirilan, 1s1 dayanikliligi

olmayan biiyiikk molekiiler agirlikli antimikrobiyal peptidlerdir. Lactobacillus

helveticus tarafindan iiretilen helvetisin J, Streptococcus zooepidermicus tarafindan
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uretilen zoosin A, Enterococcus faecalis tarafindan iretilen enterolisin A,
Streptococcus milleri tarafindan iretilen millerisin B, Brevibacterium linens
tarafindan {retilen linosin M18 bu gruba dahil edilmektedir (Joerger ve
Klaenhammer 1986, Valdes-Stauber ve Scherer 1994, Simmonds ve dig. 1997,
Beukes ve dig. 2000).

Grup 1V bakteriyosinler ise buyik kompleks molekiller olup aktiviteleri igin
karbonhidrat ve lipidlere ihtiyag duyan bakteriyosinlerdir. Bu grupta yer alan
glikoproteinlere laktosin 27 ve lipoproteinlere ise lakstrepsinler 6rnek olarak
verilebilir (Chen ve Hoover. 2003, Upreti ve Hinsdill. 1975, Kozak ve dig. 1978).

Tim bu bilgiler 1s18inda LAB’i tarafindan sentezlenen bakteriyosinlerin temel

karakteristikleri s0yle 6zetlenebilir;
I.Inhibitor etki spektrumu hedef mikroorganizmaya 6zguldr.
[1.Inhibitor etki hiicreye 6zgiil reseptorler ile ilgilidir.

I11.Bakteriyosin Uretimi ve Gretici hiicrenin bakteriyosin immunitesinin genetik
belirleyicisi genellikle plazmid DNA kaynaklidir. Baz1 tiirlerde bakteriyosin
uretiminin  kromozomal DNA kaynakli oldugu da ifade edilmektedir
(Barefoot ve Klaenhammer, 1983; Juven ve dig. 1991; Hastings ve dig.
1991).

Laktik asit bakterileri tarafindan diretildigi tespit edilmis birgok bakteriyosin
olmasma ragmen, gidalarda kullanimina izin verilmis tek bakteriyosin nisin'dir.
Nisin, tip | lantibiyotik grubuna dahil olan ve laktik asit bakterileri tiyesi Lactococcus
lactis tarafindan sentezlendigi tespit edilmis ilk bakteriyosindir. Bu bakteriyosin
oldukca genis bir etki spektrumuna sahip olmasi nedeniyle gida endiistrisinde
koruyucu, medikal alanda ise terapdtik ajan olarak kullanilmaktadir. Nisin FDA
tarafindan GRAS (insan ve hayvan tuketiminde guvenilir) statiisiinde bir ajan olarak
tanimlanmis ve belgelendirilerek (E234) kullanimina izin verilmistir. Bu bakteriyosin
giinimiizde 50’den fazla {ilkede siit ve siit iriinleri, konserve lriinler ve hazir
corbalar gibi gidalarin korunmasinda kullanilmaktadir. Ayrica dis macunu ve sargi
bezlerini igeren gesitli saglik {irlinlerinde de kullanim1 mevcuttur (Delves-Broughton

ve dig. 1996).

Nisinin primer yapist 1971 yilinda Gross ve Morell tarafindan yiiriitiilen ¢alismalar

neticesinde aydimnlatilmistir. Nisinin molekiiler agirligi yaklagik 3350 dalton
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olup,yapisinda 34 aminoasit bulunmaktadir. Bu yapitaslarinin bazilari; lantiyonin,
metillantiyonin (Met Lan), 2-3 dehidroksialanin (Dha) ve 2-3 dehidroksibutirin (Dhb)
gibi dogada ender rastlanan amino asitlerdir. Nisinin yapisindaki bu lantiyoninler 5
adet halka yapist olusturmaktadir (Bu halkalar A, B, C, D ve E olarak
isimlendirilmistir) (Sekil 1.1). Igerdigi lantiyonin kopriilerinden dolay1, nisin

lantibiyotikler sinifina dahil edilmistir (Schnell ve dig. 1988).

Buguine kadar nisin A (Gross and Morell 1971), nisin Z (Graeffe ve dig. 1991;
Mulders ve dig. 1991), nisin Q (Zendo ve dig.2003), nisin U (Wirawan ve dig. 2006)
ve nisin F (Kwaadsteniet ve dig.2008) olmak lzere 5 farkli nisin varyant1 karakterize
edilmistir (Sekil 1.1). Bu varyantlardan nisin A, Z, U dreticileri sit ve sut
urtinlerinden (Gross and Morell 1971, Graeffe ve dig. 1991, Mulders ve dig. 1991),
nisin Q dreticisi nehir suyundan (Zendo ve dig. 2003), nisin F Ureticisi (Kwaadsteniet
ve dig. 2008) ise yayin baligindan izole edilmistir. Bu varyantlardan yalniz nisin U,

L. lactis suslar1 disinda bir bakteri tarafindan (Streptococcus uberis) dretilmektedir.
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Nisin A 5 15

Sekil 1.1 : Nisin A, Z, Q ve U’nun yapisi. Lantiyonin koprileri A-E olarak
gosterilmigtir. Dha= Dehidroalanin, Dhb= Dehidrobiitrin; Ala-S-Ala, lantiyonin;
Abu-S-Ala, B-metil lantiyonin. Varyantlarda Nisin A’dan farkli olan amino asitler gri
tonla isaretlenmistir (Gross ve Morell 1971; Chatterjee ve dig. 2005; Wirawan ve
dig. 2006)

Nisin varyantlar1 arasindaki temel farklilik, primer yapinin bazi pozisyonlarinda
goriilen amino asit degisimleridir. Nisin Z, nisin A’dan farkli olarak 27. pozisyonda
histidin yerine asparajin aminoasitini icermektedir (Graeffe ve dig.1991, Mulders ve
dig. 1991). Nisin Q’da nisin Z’ye gore iic amino asit (Val 15, Leu 21, Val 30)
bakimindan farkli bulunmustur. Bugiine kadar bu varyant iireticisi olan sadece bir sus

tanimlanmistir (Zendo ve dig. 2003). Streptococcus uberis tarafindan iiretilen nisin
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U; yaygin rastlanilan nisin A ve nisin Z’ye gore 9 amino asit (Lys 4, Lle 15, Dhb 18,
Pro 20, Leu 21, Gly 27, His 29, Phe 30 ve Gly 31) bakimindan farklilik
gostermektedir. Ayrica diger varyantlardan farkli olarak 34 aminoasit yerine, 31
amino asit icermektedir. Bununla birlikte bu varyantta da modifiye amino asitlerin ve
lantiyonin kopriilerinin yerlesimi, diger varyantlarla benzerdir. Son olarak yaymn
balig1 izolat1 olan L. lactis tarafindan iiretilen nisin F, nisin A ve nisin Z’den sadece
30. pozisyondaki aminoasitin valin olmasiyla farklilasmistir. Ancak bu varyanta ait
lantiyonin kd&priilerinin yerlesimi heniiz aydinlatilmamistir (Kwaadsteniet ve dig.

2008).

Nisin molekiili katyonik oOzellikte olup, nisin A’nin pozitif net yikii 5, diger
varyantlarin ise 4’tlir. Bu molekiillerin tiimii alkali ortamda izoelektrik noktaya
sahiptir (Jung 1991). Nisin molekiilii, yapisinda aromatik amino asitlerin
bulunmamasi nedeniyle 260 nm ve 280 nm dalga boyunda 1s1k absorbe etmez. Nisin
molekilinin stabilitesi, ¢oziintirliigi ve biyolojik aktivitesi, pH degerinin artisiyla
birlikte azalmaktadir. Ozellikle alkali ortamlarda ¢oziiniirliigii tamamen diismektedir.
Ornegin, ticari kullanimi bulunan nisin A’nin ¢éziiniirligi pH 2°de 57 mg mL™ iken,
pH 6’da 1.5 mg mL™’ye diismektedir. pH 8.5’in iizerinde ise bu deger 0.25 mg mL™
civarindadir (Hurst 1981, Liu ve Hansen 1990). Alkali ortamlarda, molekiil i¢i veya
molekiiller aras1 kimyasal modifikasyonlar nedeniyle, nisin molekiiliinde geri
doniisiimsiiz  inaktivasyon meydana gelmektedir. Ozellikle hidroksil (OH")
iyonlarinin etkisiyle dehidro amino asitler modifiye olabilmektedir (Liu and Hansen
1990). Nisin Z ve nisin Q, nisin A’ya gore daha fazla ¢6zilinebilme yetenegindedir.
Bu durum asparajin amino asitinin histidine gore daha fazla hidrofilik 6zellikte
olmasindan kaynaklanmaktadir (Davies ve dig. 1998). Nisin pH 2’de aktivite kaybi
olmadan sterilize edilebilir. Ancak pH 5’de % 90’dan fazla aktivite kayb1 meydana
gelir. Ayrica nisin molekiilii a-kimotripsin ve proteinaz K uygulamasma karsi

duyarlidir (de Vuyst ve Vandamme 1994, Motlagh ve dig.1991).

Patojen bakterilerin nisine kars1 olusturdugu diren¢ ve nisinin kullanim maliyetinin
yiiksek olmasindan dolayi, son yillarda nisine alternatif bakteriyosin arayis1 da
strmektedir. Bu yonde yuritilen ¢alismalarda P. acidilactici ve L. lactis suslarindan
tiretilen pediosin ve laktisin bakteriyosinlerinin detayli biyokimyasal ve genetik
ozellikleri tamamlanmis ve endlstriyel kullanima en hazir iki bakteriyosin 6zelligi

tasimaktadir (Papagianni ve Anastasiadou 2009; Bierbaum ve Sahl 2009). Ancak
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laktik asit bakterilerince zengin fermente gidalardan farkli bakteriyosin iireticisi
suslarin izolasyonu ve iiretilen bakteriyosinlerin karakterizasyonu ¢alismalar1 halen
devam etmektedir (Devi ve Halami 2011; de Vuyst ve Leroy 2007; Jamuna ve
Jeevaratnam 2004). Nitekim eksihamur, kimchi gibi yarismaci laktik mikrofloradan
bakteriyosin {ireticisi yeni suslar izole edilmistir (de Vuyst ve Leroy 2007; Jamuna

ve Jeevaratnam 2004).

Bugiline kadar yapilan caligmalarda bircok gida kaynagindan izole edilen
Pediococcus cinsi Gyelerinin pediosin benzeri bakteriyosinleri Uretebildikleri tespit
edilmistir. Bu cins igerisinde pediosin trettigi rapor edilen tiirler; P. acidilactici,
P.pentosaceus ve P. damnosus’tur. lyi bir sekilde saflastirilmis ve molekiiler yapist
belirlenmis bazi pediosinler ve cesitli Ozellikleri Tablo 1.2°de gosterilmistir.
P.acidilactici PAC1.0 susundan izole edilen pediosin AcH/PA-1 en iyi bilinen
orneklerden birisidir(Sekil 1.2). Sosisten izole edilen P. acidilactici L50, P.
acidilacticiM, P. acidilactici F tiirlerinden sirasiyla pediosin L50, AcM ve F
iretildigi tespit edilmistir. Bunlarin disinda bozadan izole edilmis P. pentosaceus
ST18 ve Kore’de geleneksel bir icki olan kimchi’den izole edilen P. pentosaceus
K23-2 suslarindan da pediosin {iretildigi rapor edilmistir. Tiim bunlardan farkl
olarak P. damnosus tarafindan da pediosin PD-1 firetilebildigi gosterilmistir (Schved
ve dig. 1993; Strasser de Saad ve dig. 1995; Cintas ve dig. 1995; Elegado ve dig.
1997; Millerve dig. 1998; Yin ve dig. 2003; Wu ve dig. 2004; Bauer ve dig. 2005;
Anastasiadou ve dig. 2008; Papagianni ve Anastasiadou 2009).

Tablo 1.2 : Sicaklik, pH ve enzim uygulamalarimin ¢esitli pediosinlerin
antimikrobiyal aktivitesine etkisi (Papagianni ve Anastasiadou 2009).

Uygulamalar*

Sicakhik pH Proteolitik Enzim

Pediosin  100°C/60dk  121°C/60dk 2-10 4-7 Pepsin Papain Tripsin a-kimotripsin Proteinase K

SM-1 + + + +

pK23-2 + 4
SA-1 + + + + + + + +
ACCEL + + + 4
PD-1 + + + + + + + +
SJ-1 + + + TE
N5p + + + TE TE TE TE TE
AcH + + + + TE
PA-L + + ++ - TE TE TE

* +, Aktivite var; -, Aktivite yok; TE, Tespit edilemedi.
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Pediyosin PA-1

Sekil 1.2 : Pediosin PA-1’in yapisi (Desriac ve dig. 2010)

Daha once de belirtildigi gibi sinif Ila grubuna dahil olan pediosinler katyonik
peptitler olup benzer primer yapiya sahiptir. Pediosinlerin iki 6nemli yapisal bolgesi
bulunmaktadir. Bunlar yiiksek korunmus olan ve —YGNGV- konsensus motifini
iceren N-terminal ile daha az korunmus olan C-terminal bolgeleridir. Her iki ayri
bolge de ozellikleri dolayisiyla pediosinlerin antimikrobiyal 6zelliklerinde dogrudan
etkilidir. N-terminalde bulunan —YGNGV- konsesus dizisinde olusturulan
mutasyonlarin  antimikrobiyal kayip ile sonug¢landigi ¢esitli calismalarla
gdsterilmistir. Ornegin pediosin AcH/PA-1 yapisinda 5. pozisyondaki Asn’in Lys’e
dontistiiriilmesi durumunda aktivite kaybi gozlenmistir. Pediosin yapisinda pozitif
yukli reziddler genelikle hidrofilik N-terminal kisimdadir. Dolayisiyla bu bolgenin
elektrostatik  intereaksiyonu pediosinlerin  fosfolipit yapiya baglanmasin
saglamaktadir. Pediosinlerin C-terminali ise hedef hicrenin belirlenmesinde énem
tasimaktadir. Bu bilgi ozellikle hibrit pediosin yapilari olusturularak daha net
anlasilmistir. Ayrica pediocin AcH/PA-1 {izerinde yapilan ¢alismalarda 20. ve 24.
rezidii arasinda yapilan degisiklik antimikrobiyal aktivitenin kaybi ile sonuglanmigtir
(Quadri ve dig. 1997; Chen ve dig. 1997; Miller ve dig. 1998; Uteng ve dig. 2003;
Drider ve dig. 2006).

Pediosinler genellikle dar antimikrobiyal spektruma sahiptir. Pediosinler 6zellikle
Listeria’ya kars1 yiiksek inhibitif etkili olarak bilinirler. Ancak bu bakteriyosinlerin
diger Gram pozitif bakteriler lizerinde de gesitli seviyelerde antimikrobiyal etkisinin
oldugu saptanmustir. Eijsink ve dig. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada pediosin
AcH/PA-1 suslarmin Listeria’ya karsi etkili olduklart saptanmistir. Yapilan diger

spektrum  ¢alismalarinda  pediosinlerin ~ Listeria  disindaC.  sporogones,
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C. thiaminolyticum ilaveten B. cereus, E.fecalis, S.carnosus gibi bakterilere karsi orta
ve disiik seviyelerde antimikrobiyal etkili olduklar1 belirlenmistir (Anastasiadou ve
dig. 2008; Drider ve dig. 2006).

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin tanimlama calismalari,
belirlenen bakteriyosinlerin gidalardaki kullanimi ve etkisi yoniindeki ¢aligmalarla
paralel yuritilmektedir. Bakteriyosinlerin suslar tarafindan iiretim miktari ve
patojenler tizerindeki etkisi farklilik gosterebilmektedir. Bu nedenle model
sistemlerde aliman olumlu sonuglarin in vivo kosullarda belirlenmesi gerekmektedir.
Bu amag dogrultusunda yapilan bir ¢alismada, peynir ortaminda L. plantarum LMG
P-26358 susunun L. innocua tiirlinii inhibe edebildigi rapor edilmistir (Mills ve
dig.,2011). Benzer sekilde De Vuyst ve Leroy (2007) tarafindan yapilan bir ¢alisma
da Belcika’ya has fermente bir sosis ortaminda L. curvatus LTH 1174susunun
Listeria innocua LMG 13568 tiiriinii inhibe ettigi bildirilmistir. Nakamura ve
arkadaglarinin (2013)Lactobacillus gasseri LA39 tarafindan iretilen gasserisin A
(GA) koyu kremaya ilave ederek yaptig1 calismada, hacimce % 0,5 glisin ve % 5 GA
iceren Ornekte, B. cereus AK1124 vel. lactis subsp. lactis AK1155 suslarinin
tamamen inhibe olduklar1 bildirilmistir. Sarika ve dig. (2012) tarafindan yapilan
calismada L. lactis PSY2 susunun iirettigi PSY2 bakteriyosininin 1,600 AU/ml’lik
soliisyonundan Epinephelus diacanthusbaligi fletolarma 2 ml sprey halinde
puskiirtiilmiis, paketlenmis ve 4 °C*de depolanmistir. Bakteriyosinle muamele edilen
orneklerin kontrol Orneklerine gore muhafaza siiresinin 7 gilin uzadigi tespit
edilmistir. 14 giinliilk depolama siiresince bozulmaya neden olan bakteri sayisinda

kontrol 6rnegine kiyasla 2,5 logaritmalik bir diisiis tespit edilmistir.

Mitra ve dig. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, nisin pastorize siit icerisine ilave
edilmis ve pastdrizasyon sonucunda canliligini koruyan ve bozulmaya neden olan
bakterilerin tespit edilemez diizeylere kadar inhibe edilmistir. Bdylece pastorize
siitlin raf dmrii buzdolab1 kosullarinda 2 aya kadar uzatilabilmistir. Dal Bello ve dig.
(2012)’nin yaptig1 calismada Italyan fermente gidalarindan izole edilen bakteriyosin
tireticisi suslar kullanilmistir. Nisin A, nisin Z ve lactisin 481 iireticisi suslarin siizme
peynirlere starter kiltlir olarak ilave edilmesi sonucu Listeria monocytogenesve diger
patojenbakterilerin  gelisiminin basarili  bir sekilde kontrol altina alindigi

bildirilmistir.
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Tarhana hamuru fermantasyonunda asitlik miktarinin giderek artmasina ragmen,
fermantasyonunun ilk zamanlarinda B. cereus ve S. aureus gibi patojenlerin
canliliklarini  siirdiirebildigi bilinmektedir. Bu bakteriler tarhanaya, kullanilan
hammadde kalitesine ve uygulanan islem kosullarina bagli olarak bulagabilmektedir.
Her ne kadar fermantasyonda biriken asitlik miktarina bagli olarak son iiriinde biiyiik
bir ¢cogunlugu canliligini kaybedebiliyorsa da, iirettikleri toksinler insan sagligini

olumsuz etkileyebilmektedir.

Bacillus cereus yaygin bir toprak saprofiti olup firsat¢i patojen olarak artan bir
oneme sahiptir. Gidalarda intoksikasyon olusturan Bacillaceae familyasinin Bacillus
genusuna ait aerobik, spor olusturan bir bakteri olup toprak ve bitki Ortiisii lizerinde
yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Toprak kokenli olmasi nedeniyle tarla ve bahge
tiriinlerine rahatlikla bulasabilmektedir.Gidayla tasinan bir patojen olarak dikkate
alinan B. cereus ile kontamine olmus gidalarin tiiketilmesi gida zehirlenmesine neden
olabilmektedir. Zehirlenme tehlikesini elimine etmek amaciyla kontamine olmus
gidaya genellikle sicaklik uygulamasi etkili bir ¢oziim yontemi degildir. Ciinkii islem
sonrast canliligini koruyan sporlar daha sonra gimlenebilmektedir. Ozellikle bazi
gida triinleri B.cereus kontaminasyonu agisindan daha biiyiik risk tasimaktadir.
Bunlar arasinda, islenmemis tahillar, nisastali besin maddeleri, et ve sut Grlnleri,

kuru gidalar ile baharatlar yer almaktadir (Elicevik ve dig., 2008).

Staphylococcus aureus,insanlarda gida kaynakli hastaliklarin  en  Onemli
etkenlerinden birisidir.S. aureus basta 1sil islem olmak iizere mikroorganizmalarin
indirgenmesine yonelik tiim uygulamalara kars1 yiiksek bir duyarlilik gostermesine
ragmen, insanlarda hastalifa neden olan ve yiiksek derecede 1s1 stabilitesi gosteren
protein yapisinda 5 tip toksin lretir. Bazi suslar1 yliksek konsantrasyonda tuza ve
bazi antibiyotiklere de direnclidirler. Ortam sartlarina dayanikli olduklarindan dolay1
dogada ¢ok yaygindirlar. Gida zehirlenmelerine neden olan S. aureus 'un gidaya
bulasmasindaki en énemli etkenin insan oldugu saptanmustir. Insanlar tasyict olarak
bu bakteriyi diger insanlara ve gidalara bulastirirlar.Dogal olarak en fazla burun ve
bogaz boslugunda, insan ve hayvan digkilarinda, ciltte apseli yaralarda ve
sivilcelerde yogun olarak bulunurlar. Gidalarda ve gida isletmelerinde yaygin olarak

bulunmaktadir (Giilbandilar, 2009).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Mikroorganizmalar ve gelisme ortamlari

Calismada kullanilan tarhana hamurundan izole edilmis laktik asit bakterileri ve
indikator suslar1 Tablo 2.1.'de verilmistir. S6z konusu tiim suslar Pamukkale
Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Kiiltiir Koleksiyonundan (PUFECC)
saglanmistir. Laktik asit bakterilerin gelistirilmesinde MRS-5C (10 g Tripton, 5 g Et
Oziitl, 5 g Maya 6ziiti, 10 g Maltoz, 5 g Fruktoz, 5 g Glukoz, 5 g C,H3sNaO,, 3 g
Amonyum Kilorr, 2,6 g K;HPO,4, 4 g KH,PO4, 0,1 g MgSOy, 0,05 g MnSQOy, 0,5 g
Cystein-HCI, 1 ml Tween 80, pH 5,8) (Meroth ve dig. 2003), indikatér suslarin
gelistirilmesi i¢in ise BHI, LB siv1 ve kat1 besiyeri ortamlar1 kullanilmigtir. Suglar

%20 gliserol ilave edilerek -20°C'de muhafaza edilmistir.

Tablo 2.1 :Calismada kullanilan LAB ve indikat6r bakteriler

Koleksiyon Adi Mikroorganizma Adi Ozelligi
PFC69 Pediococcus acidilactici Pediosin qret|C|S|, tarhana
izolati
PFC77 Lactococcus lactis Nisin UI’(?'[ICISI, tarhana
izolati
PSC1 Micrococcus luteus NCIMB Indikator bakteri
PSC16 Listeria monocytogenes ATCC7644 Indikator bakteri
PSC18 Staphylococcus aureus ATCC29213 Indikatdr bakteri
PSC19 Staphylococcus aureus ATCC25923 Indikatdr bakteri
PSC22 Escherichia coli ATCC25922 Indikator bakteri
PSC23 Salmonella Typhimirium ATCC14028 Indikator bakteri
PSC25 Enterobacter colocea ATCC23355 Indikatér bakteri
PSC26 Bacillus cereus ATCC11778 Indikator bakteri
PSC31 Enterococcus fecalis ATCC19433 Indikator bakteri
Metisillin direncli
MRSA Staphylococcus aureus indikatér
VRE Enterococcus faecium Vankc_;ml_sm glrengll
indikator
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2.2 Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etki spektrumunun belirlenmesi

Antimikrobiyal aktiviteye sahip suslarin bakteriyosin Uretim yeteneklerinin
tanimlanmasi amaci ile agar noktalama ve kuyu difiizyon testleri uygulanmistir. Test
edilecek laktik asit bakteri suslar1 30°C’de 18 saat gelistirildikten sonra, MRS agar
plaklaria siirme ekim yapilmis ve ayn1 kosullarda bir gece daha inkiibe edilmistir.
Bu siire sonunda gelisen kolonilerden steril kiirdan araciligiryla MRS agar ortamina,
bir petride 3 farkli sus olacak sekilde nokta ekim yapilmis ve 30 °C’de 24 saat
siireyle inkiibasyona birakilmistir. MRS, LB ve BHI sivi ortamlarinda gelistirilen
indikator bakteriler; % 0.7 oraninda agar igeren 5 ml yumusak agar (MRS, LB ve
BHI) ortamlarina inokiile edilerek, noktalama ekim yapilan MRS agar plaklarinin
izerine ikinci tabaka halinde dokiilmiis ve homojen bir sekilde yayilmistir. Daha
sonra bu ortamlar indikatér bakterilerin gelisimi i¢in uygun sicaklikta 18-24 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Bu siire sonunda, suslarin indikatdr bakterilere karsi
olusturduklart inhibisyon zonlar1 incelenmistir (van Belkum ve dig. 1989).
Antimikrobiyal aktiviteye sahip suslarin bakteriyosin iiretim o6zelliginin kuyu
diflizyon yontemi ile belirlenmesi i¢in 30°C’de 18 saat gelistirilen kiiltiirler, 6000
devirde 15 dakika sireyle santrifuj (Hettich Universal 30 RF) islemine tabi
tutulmustur. Ust sivi, ¢oken kati fazin karismamasina dikkat edilerek yeni tiiplere
aktarilmig 6N NaOH kullanilarak pH 6'ya ayarlanmis ve bu ortamlar 0.45 um por
¢apli membran filtreden (Millex-Millipore) gegirilerek sterilize edilmistir. MRS, LB
ve BHI siv1 ortamlarinda gelistirilen indikator bakteriler, % 0.7 oraninda agar igeren
5 ml yumusak agar (MRS, LB ve BHI) ortamlarina inokiile edilerek MRS agar
plaklarinin iizerine ikinci bir tabaka halinde, homojen sekilde yayilmistir. MRS agar
plaklar1 iizerinde steril bir sekilde 6 mm ¢apinda kuyucuklar acilarak bakteri iist
stvilar1 kuyucuklara 100 pL aktarilmustir. Inkiibasyon siireleri sonunda kuyucuklarin

etrafinda inhibisyon zonu olusumu incelenerek sonuglar degerlendirilmistir (Tagg ve

McGiven 1971).

2.3 Bakteriyosin aktivitesi iizerine pH, sicaklik ve enzim uygulamalarinin etkisi

Bakteriyosin treticisi laktik asit bakteri suglarinda iiretilen bakteriyosinlerin ileri
diizeyde tanimlanmalari; farkli enzim, pH ve sicaklik uygulamalarina kars

davraniglar1 esas alinarak yapilmistir.
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30°C’de 18 saat gelistirilen bakteri kiiltlirleri, 6000 devirde 15 dakika santrifiij
edilmis ve kiiltiir {ist sivilarinin pH’lart 6N NaOH veya 6N HCI kullanilarak 2.0-
11.0 degerleri arasina ayarlanmistir. pH’lar1 ayarlanan kiiltiir tist sivilar1 0,45 um por
capli membran filtrelerden (Millex-Millipore) gecirilerek sterilize edilmistir. Bu
sekilde hazirlanan ortamlar +4 °C’de 24 saat bekletilmistir. pH degisimlerinin
bakteriyosinlerin inhibisyon dlzeyleri Uzerindeki etkisi, membran filtreden
gecirildikten sonra higbir isleme tabi tutulmayan kiiltiir {ist sivilarinin inhibisyon
etkilerinin, pH diizeyleri ayarlanan kiiltlir {ist sivilarinin inhibisyon etkileri ile
karsilagtirilmast sonucu tanimlanmistir. Degisik pH diizeylerinde bakteriyosin
aktivitelerindeki degismeler, duyarli indikator bakterilere karsi kritik diliisyon
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bakteriyosin aktiviteleri, inhibisyon zonu alinan
en yliksek diliisyon oraninin, 1000/aktarilan miktar ile carpimindan elde edilen

Arbitrary Unite (AU) cinsinden hesaplanmistir (Franz ve dig. 1997).

Notralize edilmis kiiltiir iist sivilarinda bakteriyosin aktivitesi iizerine sicakligin
etkisi, s6z konusu ortamlarin 80, 90, 100 °C’de 5, 10, 15 dakika su banyosunda
(Memmert) ve 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda (Hirayama HV-50L) sicakliga
tabi tutulmasindan sonra, bu ortamlardan alinan o&rneklerin duyarli indikator
bakterilere karst denenmesi suretiyle belirlenmistir. Kontrol olarak sicaklik
uygulanmamis kiiltiir Gist sivilart kullanilmigtir. Sicakligin bakteriyosin aktivitesi
tizerine etkisi, kritik diliisyon yontemi kullanilarak belirlenmistir (Franz ve dig.

1997).

Bakteriyosin aktivitesi tizerine degisik enzimlerin etkisi, pH ve sicakligin etkisinin
belirlendigi testlerde oldugu gibi, kiiltlir list sivilart kullanilarak tanimlanmistir.
Notralize edilmis kiiltiir {ist sivilarina, son enzim konsantrasyonu 1 mg/ml olacak
sekilde tripsin (pH 7.0 Merck, Germany), a-kemotripsin (pH 7.0 Sigma Chem. Co.,
USA), proteinaz K (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA), pepsin (pH 3.0 Sigma Chem.
Co., USA), a-amilaz (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA), lipaz (pH 7.0 Sigma Chem.
Co., USA), katalaz (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA) ve lizozim (pH 7.0 Sigma
Chem. Co., USA) enzimleri ilave edilerek, 30°C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir.
Enzim  aktiviteleri, 100 °C’de 5 dakika 1s1  uygulamasi  ile
sonlandirilmistir.Bakteriyosin aktiviteleri, kritik diliisyon yontemi esas alinarak

belirlenmistir (Franz ve dig. 1997).

22



2.4 Bakteriyosinlerin saflastiriimasi

Bakteriyosin iireticisi kiiltiirlerden, 500 mL MRS sivi ortamina % 1 oraninda ekim
yapilmis ve 37 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
gelisen kiiltiirler 9000 devirde 30 dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur. Coken
kat1 fazin karigmamasina dikkat edilerek kiiltiir {ist sivist steril bir erlen igerisinde
toplanmistir. Bu kiiltiir {ist sivisinin 50 ml’sine son konsantrasyonu % 40-80 arasinda
olacak sekilde amonyum siilfat ilavesi yapilmis ve bakteriyosinin c¢okelmesini
saglayan optimum amonyum siilfat konsantrasyonu belirlenmistir. Takiben en
verimli amonyum siilfat konsantrasyonu kiiltiir {ist sivisina ilave edilerek + 4°C’de
bir gece karistirllmigtir(WiseShake SHO-1D). Bu siirenin sonunda 6rnekler + 4°C’de
14000 devirde bir saat siireyle santriflij edilmistir. Santrifiij islemi bitiminde iist faz
dokiilmiis ve cokelti 0.005 M sodyum fosfat (pH 6.0) tamponu igerisinde
¢oziilmiistiir. (Moreno ve dig. 2003). Bu ¢6zelti daha sonra Strata C18-E SPE (5g, 20
ml) kolondan gecirilmistir. Oncelikle s6z konusu kolonlar % 30 etanol ile iyice
yikanmig ardindan bakteriyosin igeren ¢ozelti kolona yiliklenmistir. Bakteriyosinler
kolondan % 70 izopropanol ve % 0,1 TFA ile geri kazanmilmistir (Mills ve dig. 2011).
Izopropanol rotari evaporatér (BUCHI Rotavapor R-114) ile uzaklastirilmis ve geri
kazanilan bakteriyosin ters faz HPLC sisteminde (Shimadzu LC-20AD, Japonya)
ileri diizeyde saflastirllmistir. Bu sistemde bakteriyosin ¢ozeltisi HPLC iizerinde
takilt olan C18 (Niikleosil, Supelco) kolonundan gradient kosullarda gegirilmistir.
Sistemde mobil faz olarak % 0,1 TFA iceren ultra saf su (Solvent A) ve % 0,1 TFA
iceren % 60 Asetonitril (Solvent B) kullanilmistir. HPLC sisteminde 1 ml akis hiz1
ve 0-5.dk % 70 A, % 30 B, 5-40. dk % 30 A, % 70 B, 40-50. dk % 100 B, 50-60.
dk % 100 A programi uygulanmistir. Dedektdrde okuma 220 nm dalgaboyunda
gerceklestirilmistir (Simha ve dig. 2012).

2.5 Bakteriyosinlerin molekuler biiyiikliigiiniin tespiti

Laktik asit bakterilerinin kiltir Gst sivisindan kismen saflastirilan bakteriyosinlerin
molekdler bluyuklukleri, trisin sodyum dodesil sulfat-poliakrilamit jel elektroforez
(Trisin-SDS-PAGE) sistemi kullanilarak belirlenmistir (Schagger ve von Jagow
1987).
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Trisin-SDS-PAGE uygulamasinda, Laemmli (1970) tarafindan oOnerilen yontem
kullanilmistir. Dikey jel elektroforez sisteminde, 10x8 cm ve 10x7.5 cm
ebatlarindaki cam plakalar % 70’lik etanol ¢ozeltisi ile yikanip kurutulduktan sonra,
Bio-Rad jel hazirlama sistemine yerlestirilmistir. Bu asamadan sonra jel taraginin 1
cm altia kadar gelecek sekilde % 12°lik ayirict jel dokiilmiistiir. Uzerine yaklasik 1
mL destile su ilave edilen ayirict jelin polimerizasyonu igin 45 dakika beklenmis ve
ortamdaki su filtre kagidi ile alinmistir. Plakanin kalan kismina yigma jel dokiilerek
tamamlanmis ve tarak yerlestirilmistir. Yigma jelin polimerizasyonu i¢in 20 dk kadar
beklendikten sonra sirasiyla plakalar elektroforez tankina yerlestirilmis, elektrot
tamponu ilave edilmis ve tarak cikarilmistir. Hazirlanan 6rnekler jel kuyucuklarina
mikropipet araciligiyla 15 pL olacak sekilde doldurulmustur. Jel sistemine; yigma
jeldeki gog igin 75 V,ayirict jelde gog icin ise 100 V akim uygulanmistir. Yaklagik 2
saat aywrict jelde yiriitilen oOrnekler jelin son kismina ulagtiginda sistem
durdurulmustur. Sistemden ¢ikarilan jel, boyama ¢ozeltisinde 45 dk, ardindan boya
giderme cozeltisinde 45 dk tutulmustur. Beyaz 151k kaynag iizerine yerlestirilerek
alinan jel fotograflarinda proteinlerin molekuler buyukltkleri, marker proteinlerin
(Thermo) bagil hareketlilik (Rf) degerleri ve molekuler buytkliklerinin
logaritmalarindan yararlanilarak ¢izilen standart egri kullanilmak suretiyle
belirlenmistir. Sistemin hazirlanmasinda ve yiiriitiilmesinde kullanilan ¢ozeltiler

asagida verilmistir.

Ayiricl Jel

Akrilamit (% 30) / bisakrilamit (% 8) (Sigma) 6 mL
4xTris-Cl / SDS (pH 8.8) 3.75mL
Steril destile su 5.25mL
% 10 Amonyum perstilfat 50 pL
TEMED (N’N’N’N’-Tetra-Metilendiamin) 10 pL
Yigma Jel

Akrilamit (% 30) / bisakrilamit (% 8) (Sigma) 0.65 mL
4xTris-Cl / SDS (pH 6.8) 1.25mL
Steril destile su 3.05 mL
% 10 Amonyum persulfat 25 uL
TEMED SuL

Dokmeden once her iki jele, % 10 amonyum persiilfat ve TEMED ilave edilmistir.
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4xTris-Cl / SDS (pH 8.8)

Tris 9g

Destile su 300 mL

pH 8.8 (LN HCl ile)

Destile su ile toplam hacim 500 mL’ye tamamlanmis ve 2 g SDS ilave edilip

¢Ozilmiistiir.

4xTris-Cl / SDS (pH 6.8)

Tris 6.05¢g

Destile su 40 mL

pH 6.8 (1IN HCl ile)

Destile su ile toplam hacim 100 mL’ye tamamlanmis ve 0.4 g SDS ilave edilip

¢Ozlilmiistiir.
Amonyum Persulfat (% 10)
Amonyum Persilfat 01g

Destile su 1mL

Tris-Glisin Tamponu (5x)

Tris 1509
Glisin 94 g
SDS (% 10) 50 mL

Bu karistm 700 mL destile su igerisinde ¢6ziilmiis ve toplam hacim destile su ile

1000 mL’ ye tamamlanmustir.

Boyama Cozeltisi

Commasie Brilliant Blue 19

Metanol 400 mL
Glasiyel Asetik Asit 100 mL
Destile su 500 mL
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Boya Giderme Cozeltisi

Metanol 400 mL
Glasiyel asetikasit 100 mL
Destile su 500 mL

2.6 Bakteriyosin iireticisi suslarin genomundabakteriyosin iiretimiyle iliskili

temel genlerin varh@mn arastirilmasi ve DNA dizi analizi

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin tanimlanmasi; tretimle
iligkili temel genler arastirilarak ve de dizi analizi ve homolojisi belirlenerek
yapilmigtir.Oncelikle DNA izolasyon kiti (Invitrogen) kullanilarak iiretici hiicrelerin
genomik DNA's1 izole edilmistir.Takiben Tablo 2.2 de yeralan referans genler
tizerinden hazirlanan primerler kullanilarak PZR araciligiyla iliskili genlere ait kisa
bolgeler cogaltilmistir (Macvana ve Muriana, 2012).PZR, toplam 40 pL hacimde, 4
uL master mix (5*FIREPol® Master mix, SOLIS/Bio Dyne), 1 pL primer ve 2 pL
genomik DNA’dan kullanilarak gerceklestirilmistir. PZR’unda 95°C’de 5 dk 6n
deneturasyon, 30 ¢evrim 95°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 1 dk ve 72°C’de 10 dk son
uzama siire ve sicaklik kombinasyonundan olusan program kullanilmigtir. PZR ile
cogaltilan fragmentler agaroz jel elektroforez sisteminde (Thermo) %1 agaroz
(Sigma) ve 100 baz marker (Fermentas) kullanilarak 100 V’da 30 dk yiiriitiilmiistiir.
Jel iizerinde DNA fragmentleri jel goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat) kullanilarak

1zlenmistir.

Agaroz jel lizerinde dogru biiyiikliikteki fragmentlerin tespiti ve saflik kontrolii
yapildiktan sonra, PZR fiirlinleri, PZR saflagtirma kiti (Fermentas) kullanilarak
temizlenmis ve DNA dizi analizine gonderilmistir.Cogaltilan fragmentlerin DNA
dizi analizi REFGEN Biyoteknoloji ve Gen Arastirmalari firmast (Teknokent,
Ankara)  tarafindan  yeni  nesil  sekanslama  sistemleri  kullanilarak
gerceklestirilmistir.Bakteriyosin iiretimi ile iligkili temel genlerin DNA dizileri
EMBL (www.ebi.ac.uk/EMBL; Hinxton, UK) veri tabaninda taranmis ve veri

tabaninda kayith olan referans genler ile benzerligi tespit edilmistir.
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Tablo 2.2 : Caligmada kullanilan bakteriyosinlerin genlerine ait 6zgul primerler
(Macwana ve Muriana. 2012)

Kod Organizma Gen Forward Primer Reverse Primer Blyukluk

(5'-3" (5'-3") kb
1  Lactococcus lactis subsp lactis IclA aaaccaagtctctcgtattggc ggcacgttgtgtatccttacct 200
2 Lactococcus lactis Ltn A ccagttacatggttggaagaag tttacaccaagccatacattca 150
3 Lactococcus lactis subsp. lactis IcnB agttaatggaggaagcttgcag tagtggaatgtttttccccatc 156
4 Lactococcus lactis LtnB caattgggaaaataccttgaaga caagcacgtgtacattttgttgt 152
5  Lactococcus lactis subsp. lactis LacA agtgctattcaaaattctggeg taatccaacctccggaataaga 217
6  Lactococcus lactis subsp. cremoris Icpd tggaccttattttaggtgcaaaa gagcagcaagtaaatacaaagttcc 100
7 Pediococcus pentosaceus papA ttacttgtggcaaacattcctg tgattaccttgatgtccaccag 106
8  Pediococcus acidilactici ped A ctgccgaagaaaacaaagttct ctattggctaggccacgtattg 110
9  Lactobacillus plantarum pInc8A ctagaaaagatctctggcggtg catatgggtgctttaaattcca 100
10  Lactobacillus plantarum pinc8B ggcaagagtagcttgtctcaaa caatcgttttgcgatgcttat 106
11  Lactobacillus curvatus cur A acagaattacaaacaattaccggc cattccagctaaaccactagcc 150
12 Lactobacillus plantarum plaA aaaaattaactgaaaaagaaatggc actttccatgaccgaagttagc 150
13 Lactobacillus sakei sakA acagaattacaaacaattaccggc cattccagctaaaccactagcc 150
14 Lactobacillus salivarius abp118 o agttagcaaaggttgatggtgg aacaagtaagtgctccgectac 156
15 Lactobacillus salivarius abp118 B aatggtggtaaaaatggttatgg ttaacggcaacttgtaaaacca 150
16  Lactobacillus plantarum C11 pin A agcaacttagtaataaggaaatgcaaa acagtttctttacctgtttaattgcag 102
17  Lactobacillus plantarum TMW1.25 pInB tagcattgattgatggaggaaa gcatgccgtgtaagttgttaga 176
18  Lactococcus lactis NisZ atgagtacaaaagattttaacttgg ttatttgcttacgtgaatactaca 174
19  Lactobacillus gasseri ATCC33323 helveticin atgattggaaaagaaactcaaatac aataaaggcaatcaccagttactt 919
20  Lactobacillus brevis breB atggagaaattcgcagtgttatc tgttatttaggcagctaattgca 217
21  Lactobacillus brevis breC atgtataaagaattaacagttgatgaatt gtgcatgcegtgtaagttgt 207
22 Lactobacillus curvatus K12-3 curvacin A atgaataatgtaaaagaattaagtatgaca tccagctaaaccactagecc 174

2.7 Tarhana hamurunun hazirlanmasi

Tarhana (retimi

Tablo 2.3’de wverilen bilesenler ve miktarlart kullanilarak

hazirlanmistir. Kirmizibiber, yesilbiber ve sogan yikanip temizlendikten sonra kiiciik

pargalar  halinde

dogranmis

ve  pargalayicida

27

(Arzum

Prokit

444)



parcalanmistir. Kirmizibiber, yesilbiber, sogan, nane ve yogurt karistirilarak tarhana
ezesi hazirlanmig, bu karigim bir gece buzdolabr kosullarinda bekletilmistir. Ertesi
giin s6z konusu karisim bugday unu (Tip 550)ile karistirtlmis,orta sertlikte hamur
haline getirilinceye kadar hamur spiral mikserde (Giinsa) yogrulmustur. Calisma
kapsaminda denenen bakteriyosin iireticileri ve indikator suslar hamur hazirlama
asamasinda inokiile edilmistir.Hazirlanan tarhana hamuru kontaminasyona maruz
vermeyecek sekilde steril kapali kaplara konulmus ve 24 °C sicaklikta 21 giin
fermantasyona birakilmistir.  Kimyasal ve mikrobiyolojik analizler icin

fermantasyonun 0., 1., 3., 5., 10., 15. ve21. giinlerinde 6rnek alimi yapilmustir.

Tablo 2.3 : Tarhana iiretiminde kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Miktarlari (%)

Bugday Unu 29,55
Kirmizi Biber 24,63
Yogurt 19,70
Sogan 14,77
Yesil Biber 9,85
Tuz 0,98
Nane 0,49

Calismada P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarmin B. cereus
ATCC11778 ve S. aureus ATCC29213 indikator suslarma karsi antagonistik
etkisinin izlenmesi igin kontrol grubu dahil toplam 7 farkli tarhana hamuru 6rnegi
hazirlanmistir. Yukarida ifade edilen ama¢ dogrultusunda calismada kullanilan

deneme deseni ve kodlamasi Tablo 2.4°de verilmistir.
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Tablo 2.4 :Hazirlanan tarhana hamurlarinin isimlendirilmeleri ve bakteri i¢erikleri

Hamur nokiile Edilen Mikroorganizmalar ve Miktarlar
A hamuru Mikroorganizma inokulasyonu yapilmadi.
B hamuru 10 kob/g B. cereus ATCC11778

10 kob/g B. cereus ATCC11778

BP hamuru 10° kob/g P. acidilactici PFC69
BL hamuru 10 kob/g B. cereus ATCC11778
10° kob/g L. lactis PFC77
S hamuru 10* kob/g S. aureus ATCC29213
SP hamuru 10* kob/g S. aureus ATCC29213
10° kob/g P. acidilactici PFC69
SL hamuru 10* kob/g S. aureus ATCC29213

10° kob/g L. lactis PFC77

2.8 Tarhana hamuru fermantasyonunda mikrobiyolojik analizler

Orneklerdeki mikrobiyolojik sayimlarm yapilmasi amaciyla fermantasyonun 0, 1, 3,
5, 10, 15 ve 21.giinlerinde alinan 10 g tarhana hamuru 6rnegine90 ml peptonlu su
ilave edilmis ve stomacherde (Seward Medical, London, UK) 1,5 dk homojenize
edildikten sonra seri dilisyonlar1 hazirlanmistir. Takiben, bu diliisyonlar kullanilarak,
% 0,01 siklohekzimid iceren MRS-5C agar petrilerinde LAB sayim1 (Meroth ve dig.,
2003), Plate Count Agar (PCA) ortaminda da Toplam AerobikMezofil Bakteri
(TAMB) sayim1 30 °C’de 48 saat inkiibasyon sonunda tespit edilmistir. Tarhana
hamurundaki maya ve kiif saymmi ise Dichloran Rose Bengal Chlortetracycline
Agarda (DRBC agar) 28-30 °C’de 48 saat inkiibasyon sonunda belirlenmistir.S.
aureus saymmi ise Baird Parker Agar (BPA agar) ortaminda 37 °C’de 24 saat
inkilbasyon sonunda tespit edilmistir.Bacillus cereus sayimi i¢in uygun
dilisyonlardan steril petrilere 1 ml aktarilmis ve iizerine 45°C'ye kadar sogutulmus
ve Chromogenic Bacillus cereus Supplement (Oxoid) ilavesi yapilanChromogenic
Bacillus cereus agar (Oxoid) dokulerek karistirilmigtir. Petri plaklar: 30°C'de 2-3 gun

inkiibasyona birakilmistir.Inkiibasyondan sonra Chromogenic Bacillus cereus agar
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tizerinde gelisen mavi-yesil kolonilerin sayimi yapilmigtir (Anonim, 2000; Anonim,

2007).Tum mikrobiyolojik sayimlar iki tekerriirlii olarak yiiriitilmiistiir.

2.9 Tarhana hamuru fermentasyonunda kimyasal analizler

Tarhana hamurlarinin asitlik derecesi tayini hazirlandigr giin ve fermantasyon
periyodu boyunca TS 2282’ye gore yapilmis ve 10 g tarhanadaki serbest asitleri
notralize etmek icin kullanilan 0.1 N NaOH’in hacmi (ml) “asitlik sayisi” olarak
ifade edilmistir. pH tayini Ibanoglu ve dig.(1999) tarafindan verildigi sekilde
yapilmistir. Tarhana hamurlarinin su aktivitesi degerleri TESTO marka (ABD) cihaz

kullanilarak okunmustur. TUm kimyasal analizler ikinci defa tekrarlanmustir.

2.10 Tarhana hamuru fermentasyonunda mikrobiyal floraninve bakteriyosin

Ureticisi L. lactis PFC77 ve P.acidilactici PFC69 suslarinin izlenmesi

Tarhana hamuruna inokile edilen bakteriyosin (reticisiL. lactis PFC77 ve
P.acidilactici PFC69 suslar1 ile patojen mikroorganizmalar olan B. cereus
ATCC11778 ve S. aureus ATCC29213 suglarinin fermantasyon strecindeki
degisiminin izlenmesi amaciyla kiiltirden bagimsiz PZR-DGGE yonteminden
faydalanilmigtir (Miambi ve dig., 2003; Van der Meulen ve dig., 2007; Lacumin ve
dig., 2009; Oguntoyinbo ve Dodd, 2010; Tu ve dig., 2010). Bu yodntemde
fermentasyonun 0, 1, 3, 5, 10, 15 ve 21. giinlerde toplanan hamurlardan kazanilan
bakteriyal genomik DNA kullanilmistir.

2.10.1 Tarhana hamurundan bakteriyal genomik DNA'mn izolasyonu

Hamurdan bakteri genomik DNA izolasyonu Picther ve dig. (1989) tarafindan
belirtilen yontem modifiye edilerek gerceklestirilmistir. Yonteme gore 10 g tarhana
ornegi 90 ml peptonlu fizyolojik suda iyice homojenize edilmis, takiben bu
homjenizattan 50 ml alinarak 1000 devirde 5 dk santrifiij edilmistir. Olusan
stpernatant baska bir tiipe alinmis ve 5000 devirde 15 dk santrifiij islemi
uygulanarak iist faz uzaklagtirilmistir. Geriye kalan hiicre pelletleri yikanarak ileri
calismalar icin -20 °C’de muhafaza edilmistir. DNA ekstraksiyonunda LAB’lerinin
hiicre duvarmin pargalanmasi i¢in 50 mg/mL lizozim kullanilmigtir. Bakteri genomik

DNA ekstrasyonu icin, DNA izolasyon kiti (Invitrogen) kullanilmistir.
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2.10.2 PZR-DGGE analizi

PZR-DGGE analizinde, LAB’lerin izlenmesi igin %25-50 araliginda Ure-formamid
gradiyentine sahip poliakrilamid jel hazirlanmistir. Bu oranlarda poliakrilamid
jellerin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve 100 ml icin miktarlar1 asagidaki

Tablo 2.5’de verilmistir.

Tablo 2.5 : Denatiire gradiyent jelin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve oranlari

Materyal Denatiire Cozeltinin Bilesimi
%25 %50
%40 Akrilamid/Bis (37.5:1) (ml) 20 20
50*TAE Tampon (ml) 2 2
Formadid (ml) 10 20
Ure (g) 10,5 21
Steril Saf Su (ml) 57,5 37
Toplam Hacim (ml) 100 100

Tablo 2.4’de belirtilen bilesenler kullanilarak 100ml olarak hazirlanan ¢6zeltinin
jellesmesi i¢in ¢ozeltiye 0,1g/ml’lik Amonyum Persiilfat’dan (APS) 815 ul ve diger
jellesme ajan1 olan TEMED’den de 63 pl ilave edilmis ve hizli hareket edilerek
gradiyent karistirict sisteminin (Bio Rad Gradient Former) haznesine konulmustur.
Hizli bir sekilde hazirlanan gradiyent poliakrilamid jel +4°C’de bir gece

bekletildikten sonra elektroforez sisteminde kullanilmustir.

PZR-DGGE analizi, laktik asit bakterilerilerine ait ribozomun V3 bdlgesindeki
niikleotit farkliliklari ile suslarin ayrilmasini ve takip edilmesini saglamaktadir. Bu
amacla bakteri hicrelerin ribozomal boélgesine 6zgul F338 6n primeri (5-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) 3’ terminalilne GC DNA kiskact (5°-
CGCCCGCCGCGLCGLCGGLGGGLGGGGLGEGEGGEE CACGGGGEG-37) takilarak ve
518R geri yondeki primer (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3") ile birlikte
kullanilmigtir (Van der Meulen ve dig., 2007; Tu ve dig., 2010).

PZR Kkarigimi icin master mix’den (5*FIREPol® Master Mix/ SOLIS Bio Dyne) 8 pl,
primerlerden 1 pul, DNA’dan 2pl eklenerek toplam hacim 40 pl olacak sekilde steril

ultra saf su ile tamamlanarak hazirlanmistir. Uygulanan PZR programi igin 95 °C 5
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dk 6n denattrasyon, 30 ¢evrim 95 °C 30 sn, 55 °C 45 sn, 72 °C 1 dk ve son olarak 72
°C 10 dk; ve son olarak 72 °C 7 dk sicaklik ve siire kombinasyonlar1 uygulanmistir.
PZR Urunleri icin %25-50 denaturant (7M ure ve %40 formadit) iceren poliakrilamid
jel (%8) elektroforezde, 15 dk 50 V, 4 saat 150 V akimda, 1*TAE ortaminda ve 60
°C sabit sicaklikta yiiritilmistiir. Jeller son asamada Ethidyum Bromid ile
boyanarak UV altinda goriintiillenmistir. Jel tizerindeki bantlarin degerlendirilmesi
ayni jel tizerindeki referans suslarin verdigi bantlarla karsilastirilarak yapilmastir.
(Miambi ve dig., 2003; Van der Meulen ve dig., 2007; Lacumin ve dig., 2009;
Oguntoyinbo ve Dodd, 2010; Tu ve dig., 2010).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarinmmantimikrobiyal etki

spektrumu

Calismada kullanilan L. lactis PFC77 ve P. acidilactici PFC69 suslarinin indikator
mikroorganizmalara karsi1 antimikrobiyal etkisi Tablo 3.1°de verilmistir. Agar
uzerinde L. lactis PFC77; M. luteus NCIMB, L. monocytogenes ATCC7644 ve B.
cereus ATCC11778 suslarina yiliksek seviyede, S. aureus ATCC29213, S. aureus
ATCC25923 ve E. fecalis ATCC19633 suslarina orta diizeyde antimikrobiyal etki
gostermistir. P. acidilactici PFC69 ise; M. luteus NCIMB, L. monocytogenes
ATCC7644, S. aureus ATCC25923, E. fecalis ATCC19633 ve S. Typhimirium
ATCC14028 suslarina yiiksek, S. aureus ATCC29213, E. coli ATCC25922 suslarina
orta, B. cereus ATCC11778 suslarina diisiik seviyede antimikrobiyal etkili
bulunmustur(Sekil 3.1 ve 3.2). Her iki hlcrenin kaltir st sivilarinin kullanilmasi
durumunda; L. lactis PFC77’nin M. luteus NCIMB ve L. monocytogenes ATCC7644
suslarina kars1 yiiksek, E. fecalis ATCC19433 susuna orta, S. aureus ATCC29213, S.
aureus ATCC25923 ve B. cereus ATCC11778 suslarima diisiik seviyede
antimikrobiyal etkili oldugu, P.acidilactici PFC69’un M. luteus NCIMB,L.
monocytogenes ATCC7644 ve E. fecalis ATCC19433 suslarina karsi yiiksek, S.
aureus ATCC29213 susuna ise diisiik seviyede antimikrobiyal etkisi tespit
edilmistir(Sekil 3.3). Bunlara ilaveten, P. acidilactici PFC69'un kullanilan 50
vankomisin direncli E. faecium izolatin1 hem agar {izerinde hem de kiiltiir st sivisi

ile yiiksek diizeyde inhibe edebildigi belirlenmistir.

Farkli kaynaklardan izole edilen LAB’lerin iirettikleri ¢esitli metabolitler (laktik asit,
H20,, diasetil ve bakteriyosin) nedeniyle ¢esitli seviyelerde antimikrobiyal aktiviteye
sahip olduklar1 birgok ¢alisma ile gosterilmistir (Delves-Broughton ve dig. 1996; de
Vuyst ve Leroy, 2007). Ancak bu familya {iyesi suslarda antimikrobiyal etkinligi
ayiran en temel metabolit bakteriyosinlerdir (Cintas ve dig. 2001; Chen ve Hoover
2003; Hassan ve dig. 2012) . Dolayisiyla bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda laktik
asit bakterileri tarafindan iiretilen birgok bakteriyosin ve ureticisi rapor edilmektedir.
LAB’lerinin iiyeleri arasinda Lactococcus ve Pediococcus cinsin tlrleri en fazla
Ureticiler olarak dikkati cekmektedir. Ozellikle bu cinse ait bazi tiirler arasinda en

cok bilinen nisin ve pediosin dreticileri yer almaktadir (Drider ve dig. 2006; de Vuyst
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ve Leroy 2007; Takala ve Saris 2007; Papagianni ve Anastasiadou 2009; Hassan ve
dig.2012).

Tablo 3.1 :P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarinin antimikrobiyal etkisi

P. acidilactici PFC69 L. lactis PFC77

Agar Kuyu Agar Kuyu
Indikator suslar noktalama difizyon noktalama difiizyon
M. luteus +++ +++ +++ +++
NCIMB

+++ +++ +++ +++
L. monocytogenes
ATCC7644
S. aureus ++ + ++ +
ATCC29213
S. aureus +++ - ++ +
ATCC25923
E. coli ++ - - -
ATCC25922
S. typhimirium +++ - - -
ATCC14028
B. cereus + - ++ +
ATCC11778
E. fecalis +++ +++ ++ ++
ATCC19433
VRE* 50/50 48/50 8/50 0/50
MRSA* 5/50 0/50 2/50 0/50

Antimikrobiyal zon caplari: - = < Imm (etkisiz) + = 1-5 mm (diisiik etkili)
++ = 5-10 mm (orta etkili) +++ = > 15 mm (ylksek etkili)

* 1 50 adet ayr1 Vankomisin Direngli E. faecium (VRE) ve Metisillin Direncli S.
aureus (MRSA)izolatlar1 kullanilmistir. inhibe edilmis izolat/toplam kullanilan
izolat

Calismada kullanilan her iki susun agar lizerinde kiiltiir {ist sivilarina kiyasla daha
yiiksek etkili olduklar1 belirlenmistir. Bu durum bir¢ok calismada da benzer oldugu
gibi agar iizerinde laktik asit ve diger metabolitlerin de katkisinin olmasindan ileri
gelmektedir(Delves-Broughton ve dig. 1996; de Vuyst ve Leroy, 2007). Ancak kultir
iist sivisindaki antimikrobiyal etki genellikle bakteriyosinlerin varligina isaret

etmektedir.

LAB’leri Urettikleri metabolitleri dolayisiyla farkli seviyelerde ve spekturma sahip

antimikrobiyal etki gostermektedir. Calismamizda da her iki laktik susun Gram
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negatif bakteriler (E. coli ATCC25922 ve S. Typhimirium ATCC14028) Uzerinde
antimikrobiyal etkisi gézlenmemistir. Bu durum laktik asit bakterileri tarafindan
uretilen  bakteriyosinlerin  6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Ciinkii LAB
bakteriyosinlerinin ¢ogunlukla Gram pozitif bakteriler iizerinde etkili olduklar:
bilinmektedir (Chen ve Hoover 2003; de Vuyst ve Leroy 2007; Hassan ve dig. 2012).
Diger taraftan, laktik suslarda tretilen bakteriyosinlerin gesitliligine bagli olarak
antimikrobiyal  spektrumu  farklilik  gostermektedir. Bu durum  ozellikle
bakteriyosinlerin etki mekanizmasina bagli olarak sus spesifik 6zellik

gostermesinden kaynaklanmaktadir (Dobson ve dig. 2012)

Sekil 3.1 : P. acidilactici PFC69 susunun S. aureus ATCC29213 susuna kars1
antimikrobiyal etkisi (a), L. lactis PEC77 susunun S. aureus ATCC29213 susuna
kars1 antimikrobiyal etkisi (b)
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Sekil 3.2 :L. lactis PFC77 susunun B. cereus ATCC11778 susuna karsi
antimikrobiyal etkisi

PFC 69 PFC 77

Sekil 3.3 : P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarinin kiiltiir Gist sivilarinin

M. luteus’a karsi inhibisyon zonlar1

S6z konusu c¢alismada PFC69 ve PFC77 suslarmin  kiltir st sivilarinin
antimikrobiyal etkiye sahip bulunmasindan dolayi, bu sivilar igerisindeki
antimikrobiyal bilesigin aktivitesi kritik diliisyon yontemiyle belirlenmistir (Tablo
3.2). Buna gore antimikrobiyal aktivite testleri ile paralel bir sekilde PFC77 ve
PFC69 suslarmin kiiltiir tst sivilarmim 12800 AU/mL antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Bu suslarin antimikrobiyal aktivite degerleriliterattr verileri
ile kiyaslandiginda oldukga iyi iireticiler olduklar1 &ne siiriilebilir. Ozellikle son
yillarda yapilan g¢alismalarda 2400 ile 25600 AU/mL aktivite arasinda tretim
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yapabilen pediosin iireticilerinin bulundugu rapor edilmistir (Anastasiadou ve dig.
2008; Shin ve dig. 2008; Mandal ve dig. 2011; Devi ve Halami 2011). Diger yandan,
yine yapilan c¢alismalar neticesinde fermente st Urlnleri (Mitra ve dig. 2005)
geleneksel fermente sebze (Olasupo ve dig. 1999), fermente et Urlnleri (Choi ve dig.
2000), nehir suyu (Zendo ve dig. 2003) ve anne sutl (Beasley ve Saris 2004) gibi
cesitli kaynaklardan izole edilen L. lactis suslarinin farkli seviyelerde nisin
uretebildikleri belirlenmistir. Bu literatiir verileriyle kiyaslama yapildiginda her iki

susunda yiiksek treticiler arasinda yer alabilecegi ifade edilebilir.

Tablo 3.2 :P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarmin kiiltiir Gist sivisinda
olgulen antimikrobiyal aktivite(AU/ml)

Laktik Sus Antimikrobiyal Aktivite (AU/ml)
PFC69 12800
PFCT77 12800

3.2 Bakteriyosin aktivitesi Gizerine pH, sicaklik ve enzim uygulamalarinin etKisi

Calisma dahilinde kullanilan laktik suslar tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin
aktivitelerinin farkli pH kosullarindaki davranis1 Tablo 3.3'de verilmistir. Buna gore
uretilen bakteriyosinlerin antimikrobiyal aktivitesinin pH'nin diisiisii ile birlikte
arttigr gozlenmistir. Aksine ortam pH'sinin alkali degerlere ¢ikarilmasi durumunda
ise, s6z konusu antimikrobiyal aktivite hizla azalmistir. Bu sonuglar PFC69 ve
PFC77 suslar1 tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin asidik kosullarda ¢6ziiniirliigiiniin
ve stabilitesinin daha ylksek oldugunu gostermistir. Benzer sekilde, nisin, pediosin
ve plantarasin gibi LAB’lerinin iiyeleri tarafindan iretildigi siklikla rapor edilen
bakteriyosinlerin de aktivite ve stabilitelerinin asidik pH kosullarinda yiiksek oldugu
bircok kez rapor edilmistir (Parente ve Ricciardi 1999; O’Sullivan ve dig. 2002;
Twomey ve dig. 2002; Beasley ve Saris 2004; Jozala ve dig. 2005).
Bakteriyosinlerde goriilen bu davramigin 6zellikle asidik kosullardaki ytiksek
¢Oziinlirliiglinden kaynaklandig belirtilmektedir (Takala ve Saris 2007).
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Tablo 3.3 :P. acidilactici PFC69 ve L. lacits PFC77 suslar tarafindan tiretilen
bakteriyosinlerin aktivitesine farkli pH kosullarinin etkisi (AU/ml).

PFC69 PEC77

Kontrol 12800 12800
pH
2 25600 25600
3 25600 25600
4 25600 25600
5 12800 25600
6 12800 12800
7 12800 12800
8 6400 6400
9 3200 3200
10 1600 1600
11 0 800

Tarhana izolati PFC69 ve PFC77 suslarinin bakteriyosinlerine 80, 90, 100 ve 121°C
sicaklik ve farkli slire kombinasyonu uygulamalarininetkisi Tablo 3.4 'de verilmistir.
Buradan da izlenebildigi gibi PFC69 susunun bakteriyosini sicaklik uygulamasindan
etkilenmemistir. PFC77 tarafindan iiretilen bakteriyosin ise 80 ve 90°C'de stabilken,

100 ve 121°C'de aktivitenin %50 azaldig1 goriilmiistiir.
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Tablo 3.4 :P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77suslar1 tarafindan Uretilen
bakteriyosinlerin aktivitesi Gzerine farkli sicaklik uygulamalarinin etkisi

(AU/ml)
Sicakhik Uygulamas1 PFC69 PFC77
Kontrol 12800 12800
80°C, 5 dk 12800 12800
80°C, 10 dk 12800 12800
80°C, 15 dk 12800 12800
90°C, 5 dk 12800 12800
90°C, 10 dk 12800 12800
90°C, 15 dk 12800 12800
100°C, 5 dk 12800 6400
100°C, 10 dk 12800 6400
100°C, 15 dk 12800 6400
121°C, 15 dk 12800 6400

PFC69 ve PFC77 suslan tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin aktivitesine farkl
enzimlerin etkisi Tablo 3.5°de gosterilmistir. Buna gore her iki susa ait
bakteriyosinlerin antimikrobiyal aktivitesi, proteolitik enzimlerin bir veya birkaci ile
muamele edildiginde kaybolurken, katalaz ve lizozim enzimi uygulamasindan sonra

devam etmistir.

Pediococcus Uyeleri tarafindan iretilen bakteriyosinler (pediosinler), yapisal
ozelliklerine gore degisik alt gruplara ayrilmistir. Bunlarin en bilinen 6rnekleri; P.
acidilactici tarafindan {iretilen AcH, PA-1, JD, SJ-1, UL5 ve P. pentosaceus
tarafindan tiretilen FBB-61, N5p ve ST18’dir (Cintas ve dig. 1995, Albano ve dig.
2007, Anastasiadou ve dig. 2008, Millette ve dig. 2006). Antimikrobiyal aktivite, pH,
sicaklik, ve enzim uygulamalarina karsi direnci esas alindiginda; P. acidilactici
PFC69 tarafindan {iretilen bakteriyosinin, pediosinlerin genel karakteristiklerini
(Bhuniave dig. 1988, Anastasiadou ve dig. 2008) 6nemli Ol¢iide gosterdigi ortaya
cikmustir. Ozellikle PFC69 susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin enzim duyarliligs
ozellikleri degerlendirildiginde, daha 6nce karakterize edilmis AcH, PA-1, SJ-1 ve
SM-1 pediosinlerine %100 benzerdir (Papagianni ve Anastasiadou, 2009).
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Tablo 3.5 :P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslar tarafindan tiretilen
bakteriyosinlerin antimikrobiyal aktivitesine farkli enzim uygulamalarinin
etkisi (AU/mI).

Uygulama PFC69 PFC77
Kontrol 12800 12800
Enzimler
Katalaz 12800 12800
Lizozim 12800 12800
o Amilaz 12800 12800
Lipaz 12800 12800
Proteinaz-K 0 0
Tripsin 0 0
Pepsin 0 12800
o Kemotripsin 0 0

3.3 P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 bakteriyosinlerinin saflastirilmasi ve

molekiiler biiyiikliigii

P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarinin kiiltiir {ist sivilarindan iliskili
bakteriyosinlerin saflastirilmas1 {i¢ asamada gergeklestirilmis ve her asamanin
sonunda tespit edilen bakteriyosin aktivitesi Tablo 3.6’de verilmistir. Buna gore
kiltir st sivisindaki protein fraksiyonu % 60 oraninda amonyum siilfat ile
coktiiriilerek toplanmustir. Akabinde protein c¢okeltisi kati faz ekstraksiyon
kolonundan (C18, SPE, Strata) gecirilmis ve safsizliklarin 6nemli bir kismi
uzaklagtirllmistir. Son asamada ise kolondan toplanan eluent HPLC sisteminden
gecirilmis ve tespit edilen pikler ayr1 ayri toplanarak antimikrobiyal aktivitesi
aragtirilmigtir.  PFC69 ve PFC77 bakteriyosinlerine ait soliisyonlarin  HPLC
sisteminden gecirilmesiyle 37. dakikada gelen pikten sonra toplanan sivida
antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5). Amonyum sllfat,
kati faz ekstraksiyonu ve HPLC bakteriyosinlerin saflastirilmasinda siklikla
kullanilan ve verimli ¢alisan sistemlerdir. S6z konusu bu sistemlerin kullanilmasiyla
birgok yeni bakteriyosin veri tabanina (BAGEL, http://bagel.molgenrug.nl)

kazandirilmistir (Saavedra ve Sesma, 2011).
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Tablo 3.6 : Saflastirma basamaklarinda P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77
kiiltiir Gst sivisindan kazanilan bakteriyosinin aktivitesi (AU/ml).

. . Toplam
Bakteriyosin Uygulama Hacim Aktivite Aktivite
(ml) (AU/mI)
(AU)
PFC69 Kiiltiir Ust Sivis 500 12800 6.4x10°
Amonyum Sulfat 50 25600  1.3x10°
Coktirmesi
Kat1 faz 5 12800  6.4x10°
ekstraksiyonu
HPLC 1 800 8.0x10?
PFC77 Kiiltiir Ust Sivisi 500 12800 6.4x10°
Amonyum Sulfat 50 25600  1.3x10°
Coktirmesi
Kat1 faz 5 800 4.0x10°
ekstraksiyonu
HPLC 1 400 4.0x10?
m?“_’i_._ﬂm

Sekil 3.4 : PFC69 bakteriyosinin HPLC kromotogrami
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Sekil 3.5 : PFC77 bakteriyosinin HPLC kromotogrami

Saflagtirilan PFC69 ve PFC77 bakteriyosinlerin trisin sodyum dodezil sulfat-
poliakrilamid jel elektroforez (Trisin-SDS-PAGE) sistemi kullanilarak yapilan
analizleri sonucu; molekiler buyiklikleri, sirasiyla yaklagik 5 ve 3.5 kDa tespit
edilmistir (Sekil 3.6 ve 3.7).

Molekiiler
Agirhik (kDa)

40

25

15

10

e Inhibisyon

Zonu

Sekil 3.6 : PFC69 bakteriyosininin SDS-PAGE analizi (1: Marker 2: PFC69 3:
PFC69 Inhibisyon Zonu)
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Molekiiler
Agirhk (kDa)

10

4.6

Inhibisyon
Zonu

Sekil 3.7 : PFC77 bakteriyosininin SDS-PAGE analizi (1: Marker 2: PFC77 3:
PFC77 inhibisyon Zonu)

Caligmamizda belirlenen PFC69 ve PFC77 bakteriyosinlerin molekiiler biiytikliikleri,
literatlir bulgularinda bu gruplar i¢in tanimlanan molekiiler biiyiikliiklerle uyumlu
bulunmustur (Cintas ve dig. 1995, Albano ve dig. 2007, Anastasiadou ve dig. 2008,
Millette ve dig. 2006, Takala ve Saris 2007). Bakteriyosinlerin bazi 6zel yapilari
(Anastasiadou ve dig. 2008, Milletteve dig. 2006) SDS-PAGE sistemlerinde dogru
molekiiler biiyiikliiklerin saptanmasinda sorunlara yol a¢cmaktadir. Diger yandan
izolasyon yontemine bagli olarak yaygin bir sekilde ortaya ¢ikan bakteriyosin yan
gruplarinin kaybi da, elektroforetik sistemlerde kesin molekiiler biiyiikliik tanisin
giiclestirmektedir. Bu nedenle SDS-PAGE sistemlerinde gergeklestirilen 6n tanilarin
ileri biyokimyasal analizler yapilarak desteklenmesi zorunludur. Ancak PFC69 ve
PFC77 bakteriyosinlerin molekiiler boyutlar1 dikkate alinarak degerlendirme
yapildiginda bu bakteriyosinlerin sirasiyla pediosin ve nisin benzeri olduklar1 sonuca

varilabilir.
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3.4 P.acidilactici PFCG69 ve L. lactis PFC77 suslarimin genomunda bakteriyosin
Uretimiyle iliskili temel genler ve DNA dizisi

P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslari tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin
nihai tanimlamasi icerdikleri bakteriyosin iiretiminden sorumulu genin arastirilmasi
ile gerceklestirilmistir. Buna ilaveten s6z konusu suslarda iiretilen bakteriyosinlere
ait temel genlerin DNA dizi homolojisi de tespit edilmistir.Bu amaglar dogrultusunda
her iki hiicrenin genomunda, LAB’lerinde siklikla tespit edilen 22 ayr1 bakteriyosinin
temel geni iizerinden hazirlanan primerler kullanilarak, genis capli tarama
gerceklestirilmistir. Yapilan PZR taramasi sonucunda beklendigi gibi P.
acidilactici PFC69 susunun genomunda papA ve pedA genlerinin varligina isaret
eden DNA fragmentleri ogaltilmistir. Ilaveten, L. lactis PFC77 susunun genomunda
ise nisZ ve IcnB genlerine ait DNA fragmentleri tespit edilmistir (Sekil 3.8 ve Sekil
3.9). Elde edilen bu sonuclar P. acidilactici PFC69 susu tarafindan iiretilen
bakteriyosinin pediosin oldugunu kanitlamistir. Diger taraftan, L. lactis PFC77
susunun ise nisin ve laktokoksin bakteriyosinlerini {ireten bir sus oldugu
anlagilmistir. Onceki sonuglarla birlikte bu durum degerlendirildiginde, L. lactis
PFC77 susunda laktokoksin tiretimiyle iligkili operonun aktif olmadigi, sadece nisini

tiretebildigi Ongorilmiistiir.

Sekil 3.8 : P.acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarinda bakteriyosin tiretimi
ile iligkili papA ve nisZ genlerinin DNA fragmenti (1: Marker 1 kb 2: Negatif
Kontrol)
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Sekil 3.9 : P.acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarinda bakteriyosin tiretimi
ile iliskili pedA ve lcnB genlerinin DNA fragmenti (1: Marker 1 kb 2: Negatif
Kontrol)

Calismada PZR sonucunda g¢ogaltilan IcnB, nisZ, pedA fragmentlerinin nikleotit
dizileri Sekil 3.10°da verilmistir.lcnB disindaki diger fragmentlerin eslenik genlerin
bilinen dizileri ile %100 benzer olduklar1 anlasilmistir. Ancak,lcnB fragmentinin iki
noktasinda piirin piirin (A<>G) degisimi ve iki timin insersiyonu tespit edilmistir.Bu
sonuglar P. acidilactici PFC69 tarafindan {iretilen bakteriyosinin pediosin oldugunu
onemli Ol¢iide gostermistir. Diger taraftan L. lactis PFC77 susunda ise her ne kadar
iki farkli bakteriyosin iiretimine ait genetik determinantlar yer alsa da laktokoksinin
imunitesinden sorumlu IcnB geninin ¢ogaltilan kismi bdlgesinde mutasyonlarin
tespiti bu susta sadece nisin Z’nin iretildigine isaret etmistir. Bu ¢alismada ilging
olan noktalardan birisi L. lactis PFC77 susunun iki farkli bakteriyosine ait genetik
determinanti igermesidir.Son yillarda benzer sekilde bazi laktik suslarda birden fazla
bakteriyosin lreticisi laktik asit bakterisi iiyeleri rapor edilmistir. Sawa vd (2013)
Shubo’dan (piring malti) izole ettigi L. sakei D98 susunun sakasin D98a, sakasin
D98b ve sakasin D98c olan {i¢ adet bakteriyosini iirettigini gostermistir. Benzer
sekilde Ishibashi ve dig.(2012) tarafindan E. faecium NKR-5-3 susunun birden fazla
enterosin trettigi belirlenmistir.Ancak birden fazla farkli yapilardaki bakteriyosin

iiretimi mevcut degildir.
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lcnB

TGTATGACTTGCTGTGTCAGTTGTTTGTTTTTACATATTGTTTTTCCTGTTCTAGTATCTTTATACC

Lerrr rreerrerrreer eeer e rrrrrrrrrrr et e e e e
TGTATAACTTGCTGTGTCAATTGTCTG--TTTACATATTGTTTTTCCTGTTCTAGTATCTTTATACC

AAGTATATGGTCCAGCACTCATGATATACTGCAAGCTTCCTCCATTA

Frrrrrrrrrrrerrrerrr et ettt e
AAGTATATGGTCCAGCACTCATAACATACTGCAAGCTTCCTCCATTA

nisZz

CTGTTTTCATGTTACAACCCATCAGAGCTCCTGTTTTACAACCGGGTGTACATAGCGAAATACTTGTA

PErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrr e e ettt e e et e e
CTGTTTTCATGTTACAACCCATCAGAGCTCCTGTTTTACAACCGGGTGTACATAGCGAAATACTTGTA

ATGCGTGGTGATGCACCTGAATCTTTCTTCGAAACAGATACCAAATCCAAGTTAAAATCTTTTGTAC

PErrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrre ettt e
ATGCGTGGTGATGCACCTGAATCTTTCTTCGAAACAGATACCAAATCCAAGTTAAAATCTTTTGTAC

pedA

TCTAGCATGTTAAACTCGCCCCACCCTTTTTGAGAATGCGCCAATTCATTGATGGCTGCTAGAACTTT

TCTAGCATGTTAAACTCGCCCCACCCTTTTTGAGAATGCGCCAATTCATTGATGGCTGCTAGAACTTT

GTTTTCTAGAACTTTGTTTTCTTCGGCAG

LErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrnd
GTTTTCTAGAACTTTGTTTTCTTCGGCAG

Sekil 3.10 : IcnB, nisZ ve pedA genlerine spesifik primerler ile cogaltilan DNA
bolgelerinin dizisi ve homolojisi. Koyu olarak isaretlenmis DNA dizileri BLAST
veri tabaninda kayitl iliskili genlere aittir. Uzeri renklendirilmis bolgeler transisyon

ve insersiyon varliginm gostermektedir.

3.5 Tarhana hamurlarimin mikrobiyolojik 6zellikleri

Hazirlanan tarhana hamurlardaki LAB sayilar1 Orneklere gore degiskenlik
gostermistir (Tablo 3.7). Hamur 6rneklerinin hazirlandigr ilk giin PFC69 ve PFC77
suglarinin ilave edilmedigi hamur 6rneklerinde (A, B, S) LAB sayis1 yaklasik 4 log
kob/g bulunmustur. PCF69 ve PFC77 ilave edilen hamur 6rneklerinde ise 6 log kob/g
olarak belirlenmistir. Fermantasyonun ilk 5 giiniinde tim hamur 6rneklerinde LAB
sayist hizla artig gostermistir. En yiiksek LAB sayisina BP ve BL hamurlarinda 5.
ginde, A, B ve SP hamurlarinda 10. glinde S ve SL hamurlarinda 15. giinde
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ulagilmistir. Daha sonraki fermantasyon giinlerinde sayisal degisimler yatay bir seyir
izlemistir. Soyyigit (2004) tarafindan Isparta ve yoresinde iiretilen ev yapimi
tarhanalarin mikrobiyolojik ve teknolojik kalitesini belirlemek amaciyla yapilan tez
calismasinda LAB sayis1 ortalama 5.81 log kob/g olarak bulunmustur. Bu ¢alismaya
kiyasla daha yliksekLAB sayilarinin bulunmasi tarhana hamurunun hazirlanirken
bakteriyosin ireticilerinin ilavesinden kaynaklanmistir. Erbas ve dig. (2005)
tarafindan yapilan caligmada da yas ve kuru tarhananin fermantasyon sirasinda
Lactobacillus spp. sayisiin 6,47 log kob/g’dan 5,44 log kob/g’a distigi
bildirilmigtir. Bu degerler ¢alismamizda fermantasyonun sonunda tarhana
hamurlarinda elde edilen degerlerden daha dusiiktir. Senglin ve dig. (2009)
tarafindan tarhana hamuru 6rneklerindeki en yiiksek LAB sayis1 fermantasyon 0. ve
1. glnlerinde tespit edilmistir; bu sonuglarin aksine ¢alismamizda en yiiksek LAB
sayisina 5. giin ve sonraki giinlerde ulasilmistir. Bu farklilik ise hamurlarin daha
diisiik sicaklikta (+ 22 "C) fermente edilmesi ve bilesenlerinin farkli olmasindan ileri
gelmistir. Settanni ve dig. (2011) tarafindan da en yiiksek laktik asit bakteri sayisi
fermantasyonun 4. giliniinde belirlenmistir. Bu verilere benzer sekilde bizim
calismamizda da en yiiksek LAB sayis1 5. giinde elde edilmistir. Ozel (2012)
tarafindan yapilan calismada, ev tipi tarhanalarda LAB sayisi ortalama 7,71 log

kob/g bulunmustur. Calismamizda da bu sonuca benzer sonuglar elde edilmistir.

Tarhana hamurlardaki toplam canli bakteri sayilari Orneklere gore degiskenlik
gostermistir(Tablo 3.6). Fermantasyonun ilk 5 giliniinde tiim hamur 6rneklerinde
TAMB sayis1 hizla artis gostermistir. En yliksek TAMB sayisina A hamurunda 10.
glin, S ve BP hamurunda 5. giin, B ve BL hamurlarinda 10. giin, SL hamurunda 15.
giin ve SP hamurunda 21. giinde ulasilmistir. 3. giine kadar hizli bir artis olmus, 5.
glinden sonraki fermantasyon gilinlerinde tiim hamurlarda TAMB sayisinda ¢ok az
bir degisim gozlenmistir. Fermantasyon sonunda en yliksek TAMB sayist SP

hamurunda, en diisiik ise BP hamurunda tespit edilmistir.

Soyyigit (2004) tarafindan Isparta ve yoresinde iiretilen 27 adet ev tarhanasinda
toplam mikroorganizma sayisi ortalama 6,17 log kob/g olarak tespit edilmistir. Bu
caligmadaki degerlerden diisiik bulunmasi, kurutmanin yapilmis olmasina
baglanmistir. Erbag ve dig. (2005) tarafindan yapilan calismada fermantasyon
sirasinda, tarhana hamurunun artan asit igerigi ile toplam mikroorganizma sayisinin

6,43 log kob/g’dan 5,95 log kob/g’a diistiigli belirtilmistir. Bu degerler calismada
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elde edilen degerlerden daha diisiiktiir. Coskun (1996) tarafindan Trakya ve
yoresinden toplanan 51 adet ev yapimui tarhanada en yiiksek toplam mikroorganizma
sayisinin 6,0x10" adet/g olarak tespit edildigi; 9 adedinde 1ise canlh
mikroorganizmaya rastlanilmadigini bildirmistir. Ozel (2012) tarafindan yapilan
caligmada, ev tipi tarhanalarda TAMB sayis1 ortalama 7,12 log kob/g olarak tespit
edilmistir. Bu calismada da yine TAMB sayisi ortalama olarak ayni seviyelerde

oldugu belirlenmistir.

Tarhana hamurlarnda maya-kiif sayilar1 fermentasyonun ilk giinlerinde dalgali bir
degisim izlemistir (Tablo 3.6). S, SP ve SL hamurlarinda ise maya-kuf tespit
edilememistir. A hamurunda yaklasik 2 log kob/g, B, BP ve BL hamurlarinda ise 3
log kob/g olarak belirlenmistir. Ancak fermantasyonun 3. gununden itibaren bitln
hamur 6rneklerinde maya-kiif sayilar1 artmistir. En ylksek maya-kif sayilarina A,
SP, B, BP ve BL hamurlarinda 10. giinde, S ve SL hamurlarinda 21. glinde
ulasilmistir. B hamurunda maya-kiif sayis1 10. giinden itibaren diisiis gostermis ve
15. giinde maya-kuf tespit edilememistir. Temiz ve Pirkul (1991) tarafindan yapilan
calismada da maya-kiif sayilar1 fermantasyonun 1. ve 2. giinlerinde artis gosterirken;
3. guninde hizli bir azalma gosterdigi ve fermantasyonun sonunda maya-Kuf
sayisinin 0. giinline gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Soyyigit (2004)
tarafindan Isparta ve yoresinde lretilen ev yapimi tarhanalarda maya-kiif sayisi
ortalama 6,20 log kob/g olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada ise fermantasyonun ilk
gunlerinde dalgali bir sayisal degisim, ilerleyen gunlerde ise artis tespit edilmistir.
Ozel (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, ev tipi tarhanalarda ortalama 5,65 log
kob/g seviyelerinde maya-kuf tespit edilmistir. Bu galismadamaya-kiif sayisi ise bu
sonuca gOre daha diisiik bulunmustur. Bu farklilik tarhana Uretiminin laboratuar
Olgeginde  hazirlanmasindan  veyafermantasyon  sirecinin  daha  kontrolli

isletilmesinden kaynaklanmis olabilir.

Calismamizda tarhana hamuru fermantasyonu boyunca bakteriyosin Ureticisi P.
acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarinin S. aureus ATCC29213 ve B.
cereus ATCC11778 suslar fiizerindeki etkisi incelenmistir. Buna gore farkli
fermantasyon gunlerindeki S. aureus ATCC29213 ve B. cereus ATCC11778
sayilarinin degisimi Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de gosterilmistir. Yapilan ¢alismada
fermantasyonun ilk bes gilinlinde S. aureus sayisinin biitlin hamurlarda artis

gosterdigi gozlenmistir. Fermantasyonun ilerleyen giinlerinde S hamuru disinda
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diger hamurlarda hizli diisiis gozlenmistir. Ancak bakteriyosin iireticisi P.
acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarini igeren hamurlarda fermantasyonun
son evresinde daha diisik (< 3 log kob/g) S. aureus sayisina ulasilmistir.
Bakteriyosin iireticileri kendi aralarinda degerlendirildiginde ise ve L. lactis PFC77
susunun daha etkili oldugu gozlenmistir. Calismada kontrol susunda, bakteriyosin
Ureticisine benzer sekilde diisiis saglanmasi 6zellikle yiiksek asitlik sonucu ortaya
cikan bir antimikrobiyal etki gibi degerlendirilse de bakteriyosin {ireticilerinin
baslangi¢ sayisin1 daha fazla diisiirmesi asitligin yaninda bu metabolitlerinde etkili
olabilecegini gostermistir. Fermantasyonun 5. giinlinden itibaren S. aureus sayisi
diismeye baslamis ve son giinlere dogru bakteriyosin iireticilerini igeren hamurlarda
daha diisiik sayilarda S. aureus tespit edilmistir. Bu sonug¢ bakteriyosin {iretimi ile

bakteriyosinlerin etkinliginin sonucu olarak degerlendirilebilir.

A hamurunda B. cereus tespit edilmemistir. BP ve BL hamurlarinda yaklasik 6 1og
kob/g, B hamurunda 4 log kob/g seviyesinde bulunmustur. A, B ve BP hamurlarinda
fermantasyonun 5. giiniinekadar artis gozlenirken BL hamurunda 1. glinekadar artis
ve sonrasinda hizli bir diislis gozlenmis ve 21. giin sonunda tespit edilebilir miktarin
altina digmiistiir. BP hamurunda 5. giinden sonra hizli diisiis gerceklesmis ve
fermantasyon sonunda B. cereus tespit edilmemistir. B ve A hamurlarinda 5. giinden
sonra hizli bir diislis gdzlenmis ve sonug olarak 3 log kob/g bakteri tespit edilmistir.
Bakteriyosin iireticileri kendi aralarinda degerlendirildiginde birbirine yakin sonuglar
verdikler1 tespit edilmistir. Bakteriyosin iireticisi suslarin ilave edilmedigi
hamurlarda fermantasyon sonunda B. cereus bakterisinin canliligini siirdiirmesi ve 3
log kob/g seviyelerine diismesi asitlik artisiyla izah edilebilirken, bakteriyosin
tireticilerinin  inokiile edildigi hamurlarda B. cereus bakterisinin canliligini

stirdiirememesi bakteriyosinlerin etkinligini gostermistir.
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Tablo 3.7 :Farkli fermantasyon giinlerindetarhana hamurlarinin mikrobiyolojik

Ozellikleri
Hamur Giin Mikrobiyolojik Sonuglar (log kob/g)
Adi LAB TAMB M-K SA BC
A 3,79+ (1,17) 4,49+ (0,45) 1,70+ (1,98) 4,18+ (0,25) <3
S 4,63+ (0,06) 4,90+ (0,00) <1 4,30 (0,23) TE
SP 6,13+ (0,01) 7,03+ (0,80) <1 4,12+ (0,03) TE
SL 0. 6,54+ (0,01) 6,42+ (0,02) <1 4,07+ (0,33) TE
B 3,49+ (0,16) 4,23+ (0,09) 3,30+ (0,76) TE 4,53+ (0,09)
BP 6,55+ (0,63) 6,37+ (0,33) 3,33+ (0,62) TE 6,12+ (0,01)
BL 6,53+ (0,10) 6,10+ (0,28) 3,08+ (0,12) TE 6,49+ (0,04)
A 6,08+ (0,08) 5,97+ (0,17) 1,52+(1,76) 4,79+ (0,02) 6,02+ (0,03)
S 6,07+ (0,04) 597+ (0,03) 3,04+ (0,06) 4,95+ (0,12) TE
SP 7,01+ (0,05) 7,43+ (0,05) 2,96+ (0,08) 5,10+ (0,14) TE
SL 1. 7,21+ (0,08) 7,28+ (0,03) 2,83+ (0,24) 5,08+ (0,12) TE
B 5,36+ (0,06) 5,32+ (0,39) <3 TE 5,13+ (0,19)
BP 7,27+ (0,28) 7,46+ (0,09) <3 TE 5,05+ (0,08)
BL 7,86+ (0,03) 8,39+ (0,96) <3 TE 7,71+ (0,09)
A 8,77+ (0,5) 8,86+ (0,4) 3,64+ (0,76)  8,32+(0,06) 7,57+ (0,11)
S 9,09+(0,02)  9,02+(0,04)  3,85+(0,08)  8,14+(0,06) TE
SP 9,29+(0,06) 9,25+(0,03)  2,94+(0,06)  7,78%(0,07) TE
SL 3. 9,09+(0,08) 9,06+(0,05)  2,82+(0,03)  7,65%(0,01) TE
B 7,72+(0,04)  8,21+(0,06)  3,87+(0,04) TE 7,50+(0,14)
BP 9,34+(0,06) 9,33+(0,04)  4,79+(0,16) TE 7,28+(0,16)
BL 8,76+(0,01)  8,95+(0,07)  2,99+(0,43) TE 6,78+(0,01)
A 9,68+ (0,69) 9,05+ (0,14) 4,58+ (1,61) 8,06+(0,03) 7,79+ (0,06)
S 9,26+(0,01)  9,32+(0,10)  4,01+(0,02)  8,04+(0,02) TE
SP 9,55+(0,20)  9,66+(0,02)  3,60+(0,04)  7,94+(0,08) TE
SL 5. 9,17+(0,01) 9,05+(0,04)  3,30+(0,02)  8,06%(0,07) TE
B 9,00+(0,03)  8,90+(0,00)  5,51+(0,16) TE 7,48+(0,06)
BP 9,54+(0,01)  9,49+(0,08)  6,21+(0,13) TE 7,02+(0,04)
BL 10,00+£(0,02)  9,17+(0,04)  3,32+(0,03) TE 6,74+(0,07)
TE: Tespit edilmedi. (Devam)
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Tablo 3.7 (Devam) : Farkli fermantasyon gilinlerindetarhana hamurlarinin
mikrobiyolojik 6zellikleri (Sayisal sonuglar iki tekrarin ortalama

degerleridir.)
Hamur Giin Mikrobiyolojik Sonuclar (log kob/g)
Adi LAB TAMB M-K SA BC
A 9,70+(0,47) 9,50+ (0,67)  6,47+(0,41)  6,35+(0,04)  7,72+(0,11)
S 9,08+(0,27) 8,63+£(0,04)  4,33%£(0,02)  7,78+(0,03) TE
SP 9,60+(0,11)  9,69+(0,00)  6,63+(0,05)  5,49+(0,01) TE
SL 10. 9,17+(0,01)  9,14+(0,02)  5,65+(0,04)  5,91(0,12) TE
B 9,22+(0,04)  9,35+(0,19)  6,63+(0,02) TE 5,95+(0,07)
BP 8,83+(0,09)  8,84+(0,22)  7,34+(0,06) TE 6,05+(0,03)
BL 9,19+(0,11)  9,43%+(0,06)  7,61%(0,11) TE 4,67+(0,03)
A 9,23+(0,07)  8,98+(0,37)  5,23+(1,07)  4,67+(0,18) 5,32+ (0,21)
S 9,324(0,05) 9,09+(0,01) 3,68+(0,12)  7,39+(0,01) TE
SP 9,52+(0,04)  9,61+(0,01)  5,30+(0,04)  3,74+(0,04) TE
SL 15. 9,294(0,02) 9,19+(0,01)  4,324(0,06)  3,41+(0,08) TE
B 9,03+(0,05) 9,02+(0,03) <4 TE 5,35+(0,17)
BP 9,03+(0,05)  9,23+(0,33)  6,81+(0,09) TE 2,97+(0,04)
BL 9,03+(0,05) 9,03+(0,05) 6,66+(0,15) TE 4,37+(0,22)
A 8,82+(0,35)  8,47+(0,03)  578+(0,8) 4,67+ (0,23) 3,6+ (0)
S 9,07+(0,06) 9,19+(0,02) 5,88+(0,05)  7,51+(0,06) TE
SP 9,35+(0,03)  9,70+(0,04)  4,15+(0,03)  4,49+(0,08) TE
SL 21. 9,16+(0,04)  9,19+(0,06)  6,84+(0,07)  3,04+(0,04) TE
B 8,84+(0,08) 8,98+(0,01) <1 TE 2,67+(0,11)
BP 8,84+(0,08)  8,38+(0,12)  3,42+(0,17) TE <1
BL 9,13+(0,05) 8,35+(0,05) 5,37+(0,02) TE <1

TE:Tespit edilmedi.
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Sekil 3.11 : Tarhana hamurlarindaS. aureus sayisinin fermantasyon giinlerine gore

degisimi.
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3.6 Tarhana hamurlarinin pH, asitlik ve kurumadde ozellikleri

Hazirlanan tarhana hamurlarinin pH, asitlik ve kurumadde sonuglar1 Tablo 3.8 ‘de
gosterilmistir. Tarhana hamuru orneklerinde pH distisii 10. giine kadar devam
etmistir. Hamur pH’lar1 4 seviyelerine diistiikten sonra yatay bir seyir izlemistir.
Tarhana hamurlarimin tiimiinde asitlik fermantasyonun ilk 10 giiniinde hizli artmistir.
Fermantasyon sonunda A, B ve S hamuru 6rneklerinde PFC69 ve PFC77 inokile
edilen oOrneklere kiyasla daha yiiksek asitlik degerlerine ulasilmistir. Tim
fermantasyon giinlerinde hamurlarin su aktivitesi degerleri 0,899 ile 0,942 arasinda
tespit edilirken fermantasyonun basinda yaklasik olarak 0,925 su aktivite degerleri
tespit edilmistir. Fermantasyonun 5. glnlne kadar butin hamur &rneklerinde
birbirine yakin su aktivitesi degerleri okunmustur. Daha sonraki giinlerde tiim
hamurlarda benzer sonuglar kaydedilmistir. Fermantasyon sonunda S, SP ve SL
hamurlarinda ortalama 0,922, A, B, BP ve BL hamurlarinda ortalama 0,910

degerleri kaydedilmistir.

Soyyigit (2004) tarafindan Isparta ve yoresinde iiretilen ev yapimi tarhanalarin
kimyasal analiz sonuglarina gore; pH 3,61-4,86 degerleri arasinda bulunmustur.
Settanni ve dig. (2011) tarafindan yapilan calismada da pH degeri A (30 °C
fermantasyon) ve B (40 °C fermantasyon) orneklerinde 5 farkli fermantasyon
giiniinde incelenmistir. A ve B 6rnegi i¢in pH degerleri sirasiyla 0. giin 4,49 ve 4,49;
2. gun 3,73 ve 4,29; 4. gin 3,63 ve 4,02; 6. giin 3,61 ve 4,07; 8. gin 3,62 ve 4,05
olarak tespit edilmistir. Calismada elde edilen pH degerleri literatiir verileri ile uyum
icindedir.

Soyyigit (2004) tarafindan Isparta yoresinde iretilen ev yapimi tarhanalarda
belirlenen asitlik degerleri 4,91 ila 36,62 arasinda; Settanni ve dig. (2011) tarafindan
tretilen A (30 °C fermantasyon) ve B (40 °C fermantasyon) tarhana orneklerinde 5
farkli fermantasyon giiniinde yapilan ¢aligmada, asitlik degerleri sirasiyla 0. giin 4,54
ve 4,55; 2. gun 7,59 ve 6,07; 4. gun 10,61 ve 10,23; 6. glin 13,64 ve 11,37; 8. gun
12,88 ve 10,23 olarak bulunmustur. Ayrica Ozel (2012) tarafindan yapilan ¢alismada
tarhana Orneklerinin fermentasyon giinlerindeki pH degerlerinin sirasiyla 4.40, 3.76,

3.34, 3.18 ve 3.70 olarak, toplam asitlik degerlerinin ise 8.79, 9.22, 12.35, 15.70 ve
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18.45 olarak 6l¢iilmiistlir. Buna gore ¢alismada elde edilen veriler literatiir ile uyum

icindedir.

Tablo 3.8 :Tarhana hamurlariin farkli fermantasyon giinlerindeki kimyasal analiz

sonugclari
B Kimyasal Sonuglar
Hamur Ad1 Gun
pH Su Aktivitesi Toplam Asitlik
A 5,08 0,925 6,05
S 5,09 0,921 6,50
SP 5,10 0,926 7,50
SL 0. 5,12 0,928 5,90
B 4,89 0,932 4,00
BP 4,92 0,933 4,50
BL 4,90 0,931 4,20
A 4,92 0,933 8,45
S 5,03 0,927 7,50
SP 5,04 0,927 7,75
SL 1. 5,08 0,927 7,50
B 4,66 0,942 8,50
BP 4,69 0,931 10,50
BL 4,69 0,931 9,25
A 4,46 0,919 10,87
S 4,44 0,916 12,75
SP 4,31 0,921 10,50
SL 3. 4,41 0,923 11,75
B 4,41 0,920 10,00
BP 4,25 0,920 9,10
BL 4,20 0,922 16,25
4,23 0,919 12,92
S 4,29 0,921 16,25
SP 4,08 0,921 15,95
SL 5. 4,26 0,920 15,85
B 4,17 0,919 11,00
BP 3,96 0,911 11,50
BL 4,08 0,916 18,75
3,84 0,912 22,57
S 3,89 0,929 23,55
SP 3,95 0,930 21,90
SL 10. 3,93 0,928 22,25
B 3,74 0,905 20,90
BP 3,87 0,902 19,50
BL 3,96 0,903 20,50
(Devam)
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Tablo 3.8(Devam) : Tarhana hamurlarinin farkli fermantasyon giinlerindeki kimyasal
analiz sonuglari

. Kimyasal Sonuglar
Hamur Adi Gin

pH Su Aktivitesi Toplam Asitlik
A 3,74 0,908 25,62
S 3,79 0,916 28,50
SP 4,00 0,924 23,50
SL 15. 3,80 0,920 24,25
B 3,70 0,905 34,90
BP 3,86 0,907 22,25
BL 3,69 0,911 26,25

3,69 0,910 31,50
S 3,73 0,925 33,50
SP 3,83 0,925 24,25
SL 21. 3,75 0,922 26,00
B 3,75 0,908 35,05
BP 3,94 0,910 30,15
BL 3,67 0,909 26,50

3.7Tarhana hamuru fermantasyonunda P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77

suslarinin canliliginin stabilitesi ve hamur mikroflorasinin degisimi

Tarhana hamuru ortamina fermantasyonun basinda destek kiiltiir olarak ilave edilen
bakteriyosin dreticileri P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarinin
fermentasyonun ilerleyen giinlerinde tarhana mikroflorasindaki stabilitesinin
izlenmesi ve buna ilaveten bakteriyosin itiretim Ozelliklerinden dolay1 yerlesik
mikroflorasina etkisinin belirlenmesi i¢in hamur ortamindan toplanan bakteriyal
genomlarindan ¢ogaltilan 16S rDNA V3 bélgesi DGGE {izerinde yiiriitiilmiistiir
(Sekil 3.13, 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18 ve 3,19). Calisma sonugclar1 incelendiginde P.
acidilactici PFC69 susu ilave edilmis BP ve SP hamurlarinda referans banda esdeger
bandin her iki hamurda 5. giiniinden sonra fermentasyonun sonuna kadar net bir
sekilde izlenebildigi ancak kontrol hamurlar1 olan A, B ve S’de referans bandin tiim
fermentasyon giinlerinde izlenmedigi goriilmektedir. Diger taraftan L. lactis PFC77
susunun ilave edildigi BL ve SL hamurlarinda benzer sekilde 5. giinden itibaren
referans bandin izlendigi, kontrol hamurlarinda L. lactis PFC77 susunu agikga isaret
eden bandin bulunmadigi belirlenmistir. Ancak L. lactis PFC77 susuna ait referans
bandinin fermentasyonun ilk gilinlerinde zayif da olsa izlenmesi, bu susun P.

acidilactici PFC69 kiyasla fermentasyonun basinda daha aktif olduguna isaret
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etmektedir. Bu sonuglar 6zellikle tarhana izolati olan P. acidilactici PFC69 ve L.
lactis PFC77 suslarinin hamur ortaminda canliligini siirdiirebildigini ve bu suslarin
fermentasyonun ilk baslarinda zayif ancak ortasindan sonra daha fazla gelisebildigini

net bir bigimde ortaya ¢ikarmistir.

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler yakin akraba tiirler Gzerinde
de etkilidir (Cintas ve dig. 2001; Hassan ve dig. 2012). Tarhana hamuru
fermentasyonunda laktik asit bakterileri biiyilk rol oynamakatadir. Dolayisiyla
tarhana hamurunun hazirlanmasinda bakteriyosin ireticilerinin kullaniminin hamur
florasindaki etkisi de degerlerlendirilmesi gereken bir konudur. Bu tez c¢aligmasi
kapsaminda bakteriyosin treticisi P. acidilactici PFC69’un ilave edildigi BP ve SP
hamurlarinin A, B ve S hamurlar1 ile DGGE profilleri kiyaslandiginda 5. glinden
sonra sadece Ustten 7. bandin kayboldugu izlenmistir. Bunun disinda major bantlarda
degisikliler izlenmemistir. Bu durum biiyiik oranda mikroflora stabilitesinin devam
ettirildigi floradaki diger laktik suslarin c¢esitliliginde Onemli bir degisikligin

meydana gelmedigine isaret etmektedir.
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Sekil 3.13 :A tarhana hamuru 6rneginin 0, 1, 5, 10, 15 ve 21. glnlerdeki DGGE
profili. 69 ve 77: P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarini temsil
etmektedir.
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Sekil 3.14 : B tarhana hamuru 6rneginin 0, 1, 5, 10, 15 ve 21. giinlerdeki DGGE
profili. 69 ve 77: P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarini temsil

etmektedir.

Sekil 3.15 :BP tarhana hamuru 6rneginin 0, 1, 5, 10, 15 ve 21. gunlerdeki DGGE
profili. 69 ve 77: P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarini temsil
etmektedir.
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Sekil 3.16 :BL tarhana hamuru 6rneginin 0, 1, 5, 10, 15 ve 21. giinlerdeki DGGE
profili. 69 ve 77: P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarini temsil

etmektedir.

Sekil 3.17 :S tarhana hamuru 6rneginin 0, 1, 5, 10, 15 ve 21. gunlerdeki DGGE
profili. 69 ve 77: P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarini temsil
etmektedir.
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Sekil 3.18 :SP tarhana hamuru 6rneginin 0, 1, 5, 10, 15 ve 21. gunlerdeki DGGE
profili. 69 ve 77: P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarini temsil
etmektedir.

Sekil 3.19 :SL tarhana hamuru 6rneginin 0, 1, 5, 10, 15 ve 21. glinlerdeki DGGE
profili. 69 ve 77: P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77 suslarini temsil
etmektedir.
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3.8 Tarhana hamur drneklerinde bakteriyosinlerin antimikrobiyal aktivitesi

Tarhana hamuru 6rneklerinin farkli fermantasyon giinlerinde alinan numunelerin 10
gr'dan ekstrakte edilen bakteriyosinlerin antimikrobiyal aktivitesi M. luteus NCIMB
susuna kars1 agar lizerinde denenmis ve antimikrobiyal aktiviteye ait zonlar Sekil
3.20°de gosterilmistir. BL hamurundan alinan orneklerde 1. giin aktivite zonu
alinmazken 3. giinden itibaren 5., 10., 15. ve 21. giinlerde aktivite zonu tespit
edilmistir. SP hamurunda ise 5. giinden itibaren aktivite zonu elde edilmis ve 10., 15.
ve 21. ginlerde antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir (Sekil 3.21). Bu sonuglar
mikrobiyoloji ve DGGE analizlerinden elde edilen sonuglar1 desteklemektedir. Her iki
susun 5. giinden sonra hamur ortaminda tespit edilebilir diizeyde bakteriyosin

tiretebildikleri anlagilmistir.

15. Giin

Sekil 3.20 : Farkli fermantasyon giinlerinde BL Tarhana hamurundan ekstrakte

edilen bakteriyosinlerin M. luteus NCIMB susuna kars1 antimikrobiyal etkisi
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Sekil 3.21 : Farkli fermantasyon giinlerinde SP Tarhana hamurundan ekstrakte

edilen bakteriyosinlerin M. luteus NCIMB susuna kars1 antimikrobiyal etkisi
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4. SONUC VE ONERILER

Bu calismada tarhana hamuru fermentasyonundan izole edilmis ve molekiiler
diizeyde tanimlanmis (Ozel, 2012) iki farkl1 susta (P. acidilactici PFC69 ve L. lactis
PFC77) bakteriyosin iiretimi ve karakteristikleri belirlenmis, ardindan bu suslarin
tarhana tiretiminde kullanilmasi ile bazi patojen bakteriler (S. aureus ATCC29213 ve
B. cereus ATCC11778) lzerindeki antimikrobiyal etkinligi in vivo kosullarda

arastirilmistir.

Bu calismayla birlikte tarhana fermantasyonundan bakteriyosin Ureticisi laktik asit
bakterilerin karakterizasyonu ilk defa bagarilmistir. Son yillarda bakteriyosinler veya
bakteriyosin Ureticilerinin gidalarda kullanimi tiiketici ve {irlin glivenliginin
saglanmast i¢in alternatif dogal muhafaza yollarindan birisi olarak kabul
edilmektedir. Bu ¢alisma ile bakteriyosin iireticileri olarak belirlenen P. acidilactici
PFC69 ve L. lactis PFC77 suslari yiiksek tiretim yetenekleri ve 6zgul antimikrobiyal
etkinlikleri dolayisiyla basta tarhana olmak tiizere bir ¢ok fermente gida igin
biyokoruyucu starter kiiltiir niteligi tasimaktadir. Ozellikle s6z konusu suslarm,
tarhana hamuru ortamindan izole edilmesinden dolayi, beslenme igin oldukga 6nemli
olan gesitli fermente tahil tirlinlerin hazirlanmasinda kullanilabilecek 6neme sahiptir.
Onerilebilecek kullanim alanlarindan birisi taze tarhana iiretimidir. Boylece 6zellikle
son zamanlarda giderek yayginlasan taze tarhana tliketimi esnasinda olusabilecek
olumsuz mikrobiyolojik vakalarin 6niine gegilebilecektir. Diger taraftan ayni suslar
eksihamur ekmeginin iiretiminde de kullanilarak, giivenli ekmek {iretimine katki

saglanabilecektir.

Bakteriyosinler ve bakteriyosin iireticileri gida alaninda oldugu kadar medikal alanda
terapotik ajanlar olarak da Onem kazanmaya baslamistir. Calisma kapsaminda
karakterize edilen pediosin ureticisi P. acidilactici PFC69 susunun VRE’ler tizerinde
yiiksek seviyede antimikrobiyal aktiviteye sahip bulunmasi bu yonde oldukca 6nemli
bir bulgudur. Bu bakterinin gelisme ortamindan saflastirilacak pediosin kullanilarak
medikal alanda yiiksek ila¢ direnglilige sahip enterokoklarin engellenmesi mumkun
hale gelebilir. Boylece yuksek dozda antibiyotik kullaniminin engellenmesi yonlinde

katki saglanacaktir..

Calismada belirlenen nisin Greticisi L. lactis PFC77 susunun baska bir bakteriyosine

ait genetik determinati da igermesi ancak bunun aktif olmamasi ilging bir sonugtur.
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Nitekim bu susta genetik diizenleme ile bu determinatlarda tespit edilen/edilecek
mutasyonlarin onarilmast durumunda, s6z konusu bakteriyosin Uretimi aktif hale
getirilebilicektir. Dolayisiyla iki farkl tiirde bakteriyosin iiretebilen yeni bir varyant
elde edilebilicektir. Boylece L. lactis PFC77 susunun antimikrobiyal etkinligi daha
fazla gelistirilecektir. Bu durum 6zellikle gerek nisine diren¢ kazanmis gerekse de
nisinin antimikrobiyal aktivitesi bulunmayan bakterilerin engellenmesi agisindan

avantaj saglayacaktir.

Bu calismada elde edilen diger 6nemli sonuglardan birisi, bakteriyosin lireticilerinin
tarhana model sisteminde cesitli patojen mikroorganizmalara kasi antimikrobiyal
etkisinin belirlenebilmesidir. Ciinkii gida sistemleri olduk¢a komplekstir. Ayrica
calismada kullanilan DGGE sistemi ile P. acidilactici PFC69 ve L. lactis PFC77
suslarinin fermentasyon ortaminda stabilitelerini saglayabildikleri izlenebilmistir.
Hatta eszamanli olarak tarhanadan yapilan bakteriyosin ekstraksiyonlar1 ile
bakteriyosin Gretimi de takip edilebilmistir. Bu sonucglar tarhana Gretiminde risk
olusturabilen B. cereus ATCC11778ve S. aureus ATCC29213 gibi patojen
bakterilerin engellenmesinde bakteriyosinlerin ve bakteriyosin Ureticilerinin iyi birer

silah oldugunun ispatidir.
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