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Vii
OZET

Geobacillus toebii HBB-218 TARAFINDAN URETILEN
BAKTERIYOSININ BOZULMAYI ENGELLEMEK AMACIYLA
KONSERVE GIDALARA UYGULANMASI

Ayse ALKIS

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Dog. Dr. Gamze BASBULBUL
2016, 37 sayfa

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan iiretilen ve iireticiye yakin akraba tiirlerin
gelismesinde engelleyici bir etki gosteren protein yapili bilesiklerdir. Gliniimiizde
pek cok bakteriyosin tanimlanmig ve etki ettigi tiirler aragtirilmistir. Bu
bakteriyosinler igerisinde bulunan nisin ve pediosin ise ticari olarak iiretilip

gidalarda biyokoruma amagli kullanilmaktadir.

Bu ¢aligmada Geobacillus toebii HBB-218 susundan elde edilen bakteriyosinin
(toebisin) gesitli konserve gidalarda Geobacillus stearothermophilus DSMZ-22 ve
Bacillus coagulans DSMZ-1’in gelisimine kars1 etkisi calisilmistir. Indikator
bakterilerin vejetatif hiicreleri ve endosporlart iizerine Geobacillus toebii HBB-
218 susundan elde edilen bakteriyosin nisin ve laktik asit ilaveleriyle birlikte farkli
kombinasyonlari da denenmistir. G. stearothermophilus DSMZ-22 ve B.
coagulans DSMZ-1’in vejetatif hiicreleriyle yapilan deney diizeneklerinde
liyofilize bakteriyosinin iireme sayisinda diisiise neden oldugu goriilmiistiir. 24
saat sonunda ise canli bakteri hiicresine rastlanmamistir. Ayni iglem, s6z konusu
bakterilerin endosporlar1 ile de denenmistir. Endospor ile kurulan deney
diizeneklerinde ise sayim sonuglarina bakildiginda tiremenin 2-7 ya da 7-15 giinler

arasinda sonlandigi goriilmiistir.

Anahtar Sozciikler: Bakteriyosin, Konserve Gida, Geobacillus toebii,
Geobacillus stearothermophilus, Bacillus coagulans






ABSTRACT

APPLICATION OF THE BACTERIOCIN FROM Geobacillus toebii
HBB-218 TO INHIBIT SPOILAGE IN CANNED FOODS

Ayse ALKIS

M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Gamze BASBULBUL
2016, 37 pages

Bacteriocins are protein compounds produced by bacteria and have an inhibitory
effect on the development of closely related species. Nowadays many bacteriocins
have been identified and studied. Among these bacteriocins Nisin and pediocin are
commercially produced and used in foods as preservatives.

In this study, bacteriocin produced by Geobacillus toebii HBB-218 strain
(toebicin) was used against the development of Geobacillus stearothermophilus
DSMZ-22 and Bacillus coagulans DSMZ-1 in canned foods. With lactic acid and
nisin combinations, bacteriocin obtained from Geobacillus toebii HBB-218 strain
was tested on the vegetative cells and endospores of indicator bacteria. In the
experimental setup with lyophilised bacteriocin and vegetative cells of G.
stearothermophilus DSMZ-22 and B. coagulans DSMZ-1 there was a derease in
growth of bacteria. At the end of 24 hours, no viable cell count was observed. The
same procedure was also tested with endospores of the mentioned bacteria. In the
experimental setups established with endospore, when the count results were
examined it was seen that within 2-7 or 7-15 days growth was terminated.

Key Words: Bacteriocin, Canned Food, Geobacillus toebi, Geobacillus
stearothermophilus, Bacillus coagulans.
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1. GIRiS

Insanlarin saglikli biiyiime ve gelismelerinde tiikettikleri gidalarin giivenilir olmasi
biiyiilk bir énem tagimaktadir. Tiketicilerin istegi lizerine yeni gida kaynaklar
gelistirilmekte ve bu gidalar fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerinin
gelistirilmesi, muhafaza siirelerinin uzatilmasi amaci ile cesitli katki maddelerine
maruz birakilmaktadir. Fakat katki maddelerinden bazilarinin sagliksiz olmasi ve
bunun yani sira kullanim oranina bagli olarak kanserojenik ve toksik etki
yapabilmeleri nedeniyle dogal ve gilivenilir katkilarin tiretilip kullanilmas1 oldukca
biiyiik bir onem arz etmektedir (Kurt ve Zorba, 2005 ).

Gidalarin  korunmasi, onlar1 bozan ya da glivenilmez hale getiren
mikroorganizmalara kars: siirekli devam etmekte olan miicadeledir. Gidalarda tat,
besleyicilik 6zelligi, dogallik ve kolay hazirlanabilirlik tiiketiciler tarafindan
aranilan 6zellikler arasindadir (Cutter ve Suragusa, 1994). Gidalarin korunmasi ve
raf Omiirlerinin uzatilmasinda, diisliik sicaklik veya 1si1l igslem uygulamasi,
paketleme yontemleri gibi belirli bir takim islemler uygulanmaktadir. Ayrica tuz,
seker ve antimikrobiyal katki maddeleri gibi katkilarin da kullanildig:
gortilmektedir (Riley, 1998).

Gida enddistrisi, artan istekler karsisinda yeni koruma teknikleri gelistirmektedir.
Geligtirilen bu teknikler ise gelencksel gida koruma tekniklerini (yogun 1sil
islemler, tuzlama, asitlestirme, kurutma ve kimyasal koruma) degistirme
egilimindedir. Gidalarin  giivenliginin  saglanmasinda olabildigince islem
uygulamalarindan kaginilmakta ve dogal katki maddelerinin kullanilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle dogal ve giivenilir katkilarin elde edilmesi ve
kullanilmasi olduk¢a 6nemli hale gelmektedir. Dogal antimikrobiyal bilesikler
arasinda bulunan ve gidalarda c¢esitli patojen ve/veya bozulma etkeni olan
mikroorganizmalarin ~ gelismesini engelleyen bakteriyosinler ise bahsedilen
nedenlerden dolayi siirekli aragtirilmaktadir (Kurt ve Zorba, 2005).

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen, protein
ozelliginde antagonistik etki gosteren bilesiklerdir. Ozellikle iiretici tiire yakin
akraba tiirlere kars1 bakteriyostatik veya bakteriyosidal etki gosterirler (James, vd
1996). Enterik bakterilerin rettigi bakteriyosinler hedefi bulma ve baglanmada
Ozel hiicre ylizey reseptorlerinden yararlanmaktadir. Hedefe tutunma islemi



gerceklestikten sonra, spesifik translokasyon mekanizmalar1 ile hiicre igine
taginirlar (James vd.,1996). Bakteriyosinlerin en ¢ok Gram-pozitif bakteriler
tarafindan tretildigi bilinmektedir. Ancak son aragtirmalar neticesinde baz1 Arke

tiyelerinin de bakteriyosin iirettigi Saptanmistir (Riley, 2002).

Gram negatif bakterilerden iiretilen bakteriyosinler genel olarak mikrosinler olarak
isimlendirilmektedir. Mikrosinler; protein biiyiikliikleri, mikrobiyel hedefleri, etki
mekanizmalar1 ve direng sistemleri agisindan ¢esitlilik géstermektedir (Silverstein,
2005).

Biitiin bu 6zelliklerin yani sira yapilan aragtirmalar neticesinde bakteriyosinlerin
populasyon ve komunite diizeyinde mikrobiyal ¢esitliligin saglanmasinda gérev
aldig1 anlagilmistir. Hatta bakteriyosinler diger tiirlerin de bulundugu bir niste,
yarigmaci floranin yayilmasini engelleme yetenegi de tagimaktadir (Riley ve
Wertz, 2002).

Bakteriyosinler, benzer aktivite 0Ozellikleri nedeniyle birgok kaynakta
antibiyotiklerle karistirilmaktadir. Bu maddeleri antibiyotiklerden ayiran ¢ok fazla
fark olmasina ragmen temel farki, antibiyotiklere nazaran dar bir etki
spektrumlaria sahip olmalaridir (Margaret vd., 2002). Peptid veya protein
yapilarinda olmalar ile pankreas kaynakli proteolitik enzimlerden bunun yani sira
mide salgilarindan da etkilenebilme o6zelligi ise insan viicudunda
sindirilebileceklerini gostermektedir (Kurt ve Zorba, 2005). Bakteriyosinlerin
(Grup 1II) 1s1 stabilitelerinin olmasi ise yiiksek sicaklikta iglem goren bircok gida
maddesinde kullanilabilecegini gostermektedir (Delves-Broughton vd., 1996, De
Martinis vd., 2002).

Bakteriyosinlerin siniflandirilmasi giiniimiize kadar gesitli farkliliklar géstermistir.
Yapilan ilk siniflandirma ise kolisinler grubunda yer almaktadir.

Fredericq (1957), tarafindan tavsiye edilen semaya gore, ilk olarak reseptore
tutunma 6zellikleri ele alinmig, daha sonra ise spesifik immunitelerine goére ayrima
tabii tutulmaktadir (Daw ve Falkiner, 1996).

Reeves, bakteriyosin tireten tirleri 16 ayri simifa ayirmustir. Bakteriyosinler
oldukga 6zgiil molekiiler yapiya sahip olduklari i¢in adlandirmalar tiir isimleri
kullanilarak yapilmaktadir (Reeves, 1965).
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Bradley, bakteriyosinlerin dogal yapilarin1 temel alan taksonomik Kkriter
olusturarak siniflandirmistir. Bakteriyosinleri iki alt smif igerisinde diisiik ve
yiiksek molekiil agirlikli olarak ayirmugtir. Ik grup, kiigiik 1stysa dayamkli
ultrasantrifigasyon ile ¢okelmeyen ve elektron mikroskopla saptanamayan
bakteriyosinlerden ikinci grup ise daha biiyiilk molekiilleri igeren, kolayca
cokelebilen, 1siya dayaniksiz, trypsine direncli ve elektron mikroskoplariyla
saptanamayan bakteriyosinlerden olugsmaktadir (Bradley, 1967).

Klaenhammer (1993), bakteriyosinleri Gram pozitif olmak {izere bakteriyosin
iiretebilen dort grup altinda siniflandirmistir. Birinci siif lantibiyotiklerden olusan
translasyondan sonra degisiklige ugrayarak aktif hale gegcen ve dehidre kisimlardan
lantionin ve B-metillantionin iceren kiigiik peptidlerden olusmaktadir. ikinci smifta
bakteriyosinler 1siya dayanikli, diisiik molekiil agirligina sahip membran-aktif
peptitlerdir. Ugiincii simif bakteriyosinler molekiil agirhiklar biiyiik, 1s1iya dayanikli
olmayan grubu olustururken, dérdiincii grupta yer alanlar, aktiviteleri i¢in protein
olmayan bir kisma gereksinim duyan kompleks bakteriyosinlerdir (Deraz vd.,
2005).

Jack vd., (1995), bakteriyosinleri siniflandirirken disiilfid ve monosiilfid baglarin
temel olusturdugunu belirtmislerdir. Bu 6zelliklerine gore bakteriyosinler dort grup
altinda smiflandirlmigdir. Ik smif, modifiye olmus aminoasit bulunduran
antibiyotikler yani lantibiyotiklerden olusturulmustur. Ikinci smif, aktive
gosterebilmek i¢in en az bir disiilfid kopriisiine ihtiya¢ duyan cystibiyotiklerdir.
Ugiincii sinif, antibiyotigin aktivitesi i¢in indirgenmis formda tek bir —SH rezidiisii
iceren thiolbiotiklerdir. Dordiincii grup da sistein kisim igermeyen antibiyotikler
bulunmaktadir (Jack vd., 1995).



Cizelge 1.1. Bakteriyosinlerin siniflandirilmasi (Jack et al., 1995)

ANTIMIKROBiYA | MOLEKULER | AMINOASITLER URETICI
L PEPTID AGIRLIK (kDa) MIKROORGANIZMA

Lantibiyotikler

Actagardine 1.9 19 Actinoplanes spp.

Ancovenin 2.0 19 Streptomyces spp.

Cinnamycin 2.0 19 S. cinnamoneus

Duramycin 2.0 19 S. cinnamoneus

Epidermin 2.2 22 Staphylococcus epidermidis

Gallidermin 2.2 22 S. gallinarum

Lanthiopeptin 2.0 19 Streptoverticullum
cinnamoneum

Mersacidin 1.8 19 Bacillus sp.

Nisin 34 34 Lactococcus lactis

Pep 5 3.5 34 S. epidermidis

Subtilin 3.3 32 B. subtilis

Cystibiotikler

Pediocin AcH/PA-1 4.6 44 P. acidilacti H/PAC 1.0

Leucocin A/JUAL 187 3.9 37 Leuconostoc gelidum UAL
187

Mezentericin Y 105 3.8 37 L.mesenteroides Y 105

Sakacin A 4.3 41 L. sake LB 706

Sakacin P 4.4 43 L.sake LTH 674

Lactacin F 5.6 57 L.acidophilus 11088

Carnobacteriocin A 51 53 Carnobacterium  piscicola
LV17A

Carnobacteriocin 45 43 C. piscicola LV 17 B

BM1

Carnobacteriocin B2 49 48 C. piscicola LV 17 B

Cerein 7/8 4.9 56 B. cereus Bc 7

Thiolbiotikler

Lactococcin B 5.3 47 L. lactis subsp. cremoris 9
B4

Sisteinsizler

Lactococcin A 5.8 54 L. lactis subsp. lactis bv.
diacetylactis WM4

Lactococcin M 4.3 48 L. lactis subsp. cremoris
9B4

Lactococcin N 4.4 47 L. lactis subsp. cremoris
9B4

Lactococcin Ga. 4.3 39 L. lactis subsp. lactis LMG
2081

Lactococcin Gf 4.1 35 L. lactis subsp. lactis LMG

2081




5

Son olarak Cotter vd., (2005), bakteriyosinleri baglica iki farkli kategori altinda
smiflandirilmiglardir. Yapilarinda bilinen aminoasitlerden farkli olarak lanthionine
(Lan) ve methyllanthionine (MeLan) amino asit tlirevlerini icerenler yani
Lantibiyotikler diger grup ise lantionin igermeyen, biiyiik, 1siya dayaniksiz, miirein
hidrolazlar, (hiicre duvarmi hidroliz edenler) yani ‘Bakteriyolizinler’ olarak
tanimlanmugtir (Cotter vd., 2005).

Cizelge 1.2. Gram pozitif bakterilerin tirettikleri bakteriyosinler (Cotter 2005)

SINIF | SINIF 11 BAKTERIYOLIZINLER
Lantionin iceren | Lantionin icermeyen | Bakteriyosin olmayan litik
bakteriyosinler/ bakteriyosinler proteinler**

Lantibiyotikler
Hem tek hem de iki peptidli | Heterojen kiigiik peptid | Biiyiik, 1s1ya dayaniksiz

lantibiyotikler; grubu:  Pediosin  benzeri | proteinler, genellikle miirein
11 alt sinif 6nerilmistir. (altsmif a bakteriyosinler), hidrolazlar
Tek peptidli: Nisin, Iki-peptidli ~ (altsif b | Lizostafin, enterolisin A
mersacidin, bakteriyosinler), **Bu gruba dahil olan iyeler
Laktisin 481 Halkasal (altsmuf c | arttk  bakteriyosin olarak
iki peptidli: Laktisin 3147, | bakteriyosinler, diistintilmemektedir.
sitolizin Onceden Smif V olarak

bilinenler),

Pediosin olmayan tek, linear

peptidler (altsinif d)

Smf IIa: Pediosin PAI,
Leukosin A;

Siif IIb: Laktasin F;

Smif Ilc: Enterosin AS48,
Reuterin 6;

Smf IId: Laktokokkin A,
Divergisin A

16 Ekim 2016 itibariyle toplam 489 adet bakteriyosinin tanimlanmasi yapilmistir.
Bunlardan 160°i kii¢iik modifiye bakteriyosinler, 236’1 kiiglik modifiye olmamis
bakteriyosinler ve 93 tanesi 10 kDA’dan daha biiyiik bakteriyosinler olarak
gruplandirilmustir  (http://bagel.molgenrug.nl/index.php/bacteriocin-database, son
erigim tarihi 16/10/2016).

Bilim alanindaki gelismelerin gida endiistrisine de yansimasina karsin gidalarin
bozulmasi 6nlenememis ve gida kaynakli hastaliklara tam anlamiyla bir ¢6ziim
tiretilememistir. Gida bilimindeki arastirmalar giin gectikge koruma teknolojileri

iizerine daha fazla yogunlagsa da {iiretilen ¢oziimlerin pek azi endiistriyel anlamda


http://bagel.molgenrug.nl/index.php/bacteriocin-database
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kullanilabilir haldedir. Hizla gelisen gida bilimi dogrultusunda yapilan son
caligmalar bakteriyosinlerin giin gegtikgce gidalarin korunmasinda daha ¢ok on
plana ¢iktigini ortaya koymaktadir (Cleveland vd., 2001).

Literatiirde bakteriyosinlerin kullanim yili 1951 olarak belirtilmis olsada insanlar
yaklasik 8000 yildir (peynir ve diger fermente gidalari iiretmeye basladigindan
beri) farkinda olmadan bakteriyosinlerden yararlanmaktadir. Laktik asit bakterileri
(LAB) iizerinde laktokok tiirlerinin inhibitor etkisi 1928 yilinda belirlenmistir.
1933 yilinda protein yapisina sahip bir madde Yeni Zelanda’ da tanimlanmis ve
1947 yilinda ise bu madde "Nisin " olarak isimlendirilmistir. Nisin 1953 yilinda
Ingiltere’de ilk kez satisa sunulmus tiir ve su anda yaklasik 50 iilke tarafindan hala
kullanilmaktadir (Cotter vd., 2005).

Gidalarda bakteriyosinlerin kullanimina dair ¢ok fazla aragtirma bulunmaktadir.
Bakteriyosinler gidalara ex situ (disaridan) veya in situ kosullarda inokule
edilebilir. Gidalarda koruyucu olarak kullanilabilmesi i¢in yasal agidan
onaylanmasi gerekmektedir. Bugiinki kosullar g6z Oniine alindiginda nisin ve
pediosin PA-1 lisansli olarak kullanimina izin verilen bakteriyosinlerdir (Balciunas
vd., 2013).



2. KAYNAK OZETLERI

Bakteriyosinlerin gidalar iizerinde kullanilabilirligine dair yapilan bir ¢alismada
enterosin AS-48, 3 farkli sebze konservesinde B. coagulans‘a kars1 denenmistir:
domates salgas1 (pH 4.64), konserve seftali suyu (pH 3.97) ve konserve ananas
suyu (pH 3.65). B. coagulans CECT 12’nin vejetatif hiicreleri igerisinde 6ug/ml
AS-48 bulunan ve farkli sicakliklarda saklanan domates salgalara eklendiginde
canl bakteri hiicre sayilar1 24 saatte yaklasik olarak 2.37 (4°C), 4.3 (22°C) ve 3.0
(37° C) log birim azalmistir. 15 giinliik depolamadan sonra higbir 6rnekte canli
bakteri hiicresi goriilmemistir. B. coagulans CECT 561 susu domates sal¢asinda
zaylf canlilik gostermis ancak hayatta kalan hiicreler de AS- 48 tarafindan
oldiiriilmiistiir. Bakteriyosin 22° C’de saklanan konserve ananas suyundaki CECT
12 vejetatif hiicrelerine kars1 da oldukc¢a aktif, konserve seftali sularinda daha az
etki gostermistir. %1.5’1lik laktik asit ile desteklenen gida orneklerinde AS-48 (6
ug/ml) 24 saatlik saklamada vejetatif hiicrelerin canli bakteri hiicre sayimini hizli
bir sekilde saptama limitlerinin altina diigiirmiistiir. Glukoz ve siikroz ilavesi (%10
ve %20) CECT 12 nin vejetatif hiicrelerine kars1 bakteriyosin aktivitesini oldukg¢a
artttrmigtir. Enterocin AS 48 CECT12 sporlari iizerinde 6nemli bir etkiye sahip
degildir. Bunun yaninda AS-48 ‘in 1siyla kombinasyonu (80-90°C) bakteriyosinin
sporlara kars1 aktivitesini 6nemli 6l¢iide arttirmistir (Lucas vd., 2006).

Nisinle islenmis film ile yapilan bir paketlemede ise Micrococcus luteus ATCC
10240 hiicre sayist hem sivi ortam da, hem de ¢ig siit ve pastorize siitte diisiis
gostermistir (Mauriello vd., 2005). Et {irlinleri iizerindeki etkisini aragtirmak adina
Alabalik filetolarinda yapilan c¢alismada Lactobacillus pentosus 39 susu ve bu
susun Urettigi bakteriyosin Listeria monocytogenes ve Aeromonas hydrophila
bakterilerine karsi denenmistir. Hem tiretici sus, hem de bakteriyosin, buzdolabi
sicakliginda her iki zararli bakterinin canli bakteri hiicre sayilarini oldukga
diistirmiisttr, (tiretici sus, A. hydrophila sayisinda 2.1; L. monocytogenes’de 3.6
log, bakteriyosin A. hydrophila sayisinda 1.4; L. monocytogenes’de 1.3 log
azalmaya neden olmustur).Gida patojenlerine kars1 bakteriyosinlerin diger
bilesiklerle birlikte kullanimi da arastirilmistir (Solomakos vd., 2008).

Konserve gida ve hindistan cevizi siitii 6rneklerine enterocin AS-48 eklenerek G.
stearothermophilus'in inaktivasyonu test edilmistir. 45 °C’de 30 giin boyunca
bezelye ve konserve misirlarin 6rneklerinde tanimlama seviyelerinin altinda canli

bakteri hiicre sayilarinda azalma goriilmistiir. Hindistan cevizi siitiinde AS-48
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tarafindan (1.75 pg/mL) gergeklestirilen bakteriyel inaktivasyon daha hizli
bulunmustur. G. stearothermophilus endosporlari inokiile edilmistir. Tim
konserve gida ve igecek orneklerine AS-48 (gida 6rnegi basma 1.75 pg/g veya ml)
ilave edilmis ve canli bakteri hiicre sayimlari saptanabilir diizeylerin altinda
bulunmustur. Ayrica saklama siiresince sporlarin yeniden gelisimi onlenmistir.
Endosporlarin kisa siireli bakteriyosinle muamelesinden sonra tripsin eklenmis ve
G. stearothermophilus sayilar1 olduk¢a artmigtir. Bunun nedeni, tripsinin
bakteriyosin aktivitesini gidermesidir (Viedma vd., 2009).

Bakteriyosinin 1sil islemlerle birlikte kullanimina dair 6rnek olusturan bir
calismada G. stearothermophilus CECT 48 ve CECT 49 ‘un E. feacalis EJ 97
tarafindan iiretilen enterosin EJ 97 ile vetetatif hiicreleri ve sporlarinin kontrolii
caligilmigtir. Kiiltir ortaminda iki sus da bakteriyosine yiiksek hassasiyet
gostermistir. Iki susun vejetatif hiicreleri veya endosporlariyla inokule edilmis ve
45 °C “de 30 giin boyunca saklanmis konserve gida orneklerinde canli bakteri
hiicre sayilar1  belirlenebilecek miktarin  altina  diigmistir.  Mikrobiyal
inaktivasyonun zaman araligi gida 6rneklerine ve bakteriyeosin konsantrasyonuna
baglidir. Dormant endosporlarin Enterosin EJ 97 ye kisa siireli muamelelerinde
(5dk) direngli iken 1s1 ile ¢imlendirilen endosporlar bakteriyosine kars1 hassas hale
gelirler. Enterosin EJ 97 ve 1sil islemin (90-95 °C) aym anda uygulanmasi
durumunda antimikrobiyal aktivite hizlanmigtir. Calisma sonucunda enterosin EJ
97’nin konserve gida ve igeceklerde kullanilma potansiyeli giiclendirilmistir
(Viedma vd., 2010).

Bakteriyosinlerin ambalaj ve paketleme sistemlerinde uygulandigi c¢alismalar
bulunmaktadir. Ornegin; Enterococcus faecalis EJ97 nin iirettigi enterocin EJ97,
EDTA ile birlikte ve tek basina polietilen ambalajlarda B. coagulans bakterisine
karsi (+4 ve 20°C) denenmistir. Konserve musir ve bezelye sularn
bakteriyosin/EDTA igeren ambalajlara konarak iglerine B. coagulans bakterisi
eklenmistir. EJ97 uygulanan ambalajlarda, 24 saat sonunda mikroskobik gbzlem
yapilmis ve 6lii hiicre yiizdesi %97 olarak saptanmustir. Her iki antimikrobiyalin
kombinasyonuyla hazirlanan filmlerde maksimum antibakteriyal aktivite +4 C’de
gozlenmistir (Anacarso vd., 2014).



3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bakteriyosin Eldesi Icin Kullamlan Sus

G. toebii HBB-218 susu Do¢. Dr. Gamze Bagbiilbiil tarafindan izole edilmis ve
16S rRNA analizi ile tanimlanmustir. (Basbiilbiil ve Biyik, 2012)

3.1.2. indikator Bakteriler
G. stearothermophilus DSMZ-22

Patojen olmamasma ragmen endospor olusturmasit ve yiiksek 1siya dayanikli
olmasi agisindan 6nemli bir bakteridir. Vejetatif hiicreleri 55-60 °C de tiremektedir.
Endosporlar1 ise 121°C’de 15 dakikaya kadar canlihigmi koruyabilmektedir
(Nazina vd., 2001).

B coagulans DSMZ-1

Diisiik pH degerlerinde bile canliligini koruyabilen ve 0&zellikle bagirsak
bozukluklarinda kullanilabilen yararli sayilabilecek bakteri tirleri arasindadir (De
Clerck vd., 2004).

3.1.3. Kullanilan Besi Yerleri Ve Cozeltiler
Tryptic Soy Agar (TSA)

18.5 g hazir besiyeri 500 ml distile suda 1sitilarak ¢oziilmiistiir. Otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilen besiyeri steril petrilere dokiilerek gidalardaki
bakteri say1sininin 6l¢iildiigii sayim yontemi igin kullanilmustir.

Tryptic Soy Broth (TSB)

12 g hazir besiyeri 500 ml distile suda 1sitilarak ¢oziilmiistir. Otoklavda 121°C’de
15 dakika sterilize edilen besiyeri steril tiiplere dokiilerek bakterilerin 48 saatlik
vejetatif hiicre kiiltiird i¢in kullanilmisgtir.
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Brain Heart Infusion (BHI) Agar

24.5 g hazir besiyeri 500 ml distile suda isitilarak ¢ozlilmiistiir. Otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilen besiyeri steril petrilere dokiilerek HBB-218

susunun 24 saatlik kiiltiirleri i¢in kullanilmistir.
Brain Heart Infusion (BHI) Broth

18.5 g hazir besiyeri 500 ml distile suda 1sitilarak ¢oziilmiistiir. Otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilen besiyeri steril erlenlere dokiilerek HBB-218
susundan bakteriyosin elde etmek i¢in 24 saatlik inkiibasyonlar1 i¢in kullanilmistir.

Nutrient Agar (NA)

14 g hazir besiyeri 500 ml distile suda 1sitilarak ¢oziilmiistiir. Otoklavda 121°C’de
15 dakika sterilize edilen besiyeri steril petrilere dokiilerek G. stearothermophilus
DSMZ-22’nin 24 saatlik kiiltiirleri, endospor gelistirmede ve HBB-218 susunun

uirettigi bakteriyosin aktivitelerine bakilirken kullanilmistir.
Nisin (E234)

Lactococcus lactis den elde edilen bakteriyosin olan nisin ticari olarak temin
edilmistir. 0,2 g tartilip 30 ml HCI de ¢oziilerek nisin stogu olarak 0.20 pl por ¢apl
steril membran filtreden siiziilerek saklanmistir. Deneylerde kullanilmadan 6nce 20
kat seyreltilerek gida drneklerine eklenmistir (Aouadhi vd., 2014).

Fizyolojik Tuzlu Su Cozeltisi (FTS)

Gidalardaki bakteri miktarinin saptanmasi sirasinda seyreltme sivisi olarak
kullanilmigtir. 1000 ml de 85g NaCl tartilip igerisine balik atilarak manyetik
karistiricida homojen hale getirilmis ve 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

Safranin
0.25g safranin 10 ml etanolde ¢6ziilmiis ve 100 ml ye distile su ile tamamlanmgtir.
Malasit Yesili

5g malasit yesili 100 ml suda ¢oziilmiis ve endospor boyamada kullanilmaistir.
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Metilen Mavisi

5 g hazir toz haldeki metilen mavisi 100 ml distile su ile karistirilip iyice
¢oziindiikten sonra fitre kagidindan gegirilerek koyu renkli cam siselerde 1sik

gérmeyen yerde saklanilmistir. Endospor boyama da kullanilmastir.
Laktik Asit

%30’luk Laktik asit ¢ozeltisinden %1.5 ’luk solusyon hazirlanip gida 6rneklerinde

kullanilmustir.
3.2. Yontem
3.2.1. Bakteriyosin Hazirhig

G. toebii HBB-218 suslari stok kiiltiirden alinarak Brain Heart Infusion agara swab
yardimi ile yayma ekim yontemiyle ekilmistir. Ekimi tamamlanan petriler 24 saat
55 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde petrilerden 6ze ile
aliman bakteriler BHI broth’a ekilmistir. 24 saat boyunca 55 C de inkiibasyona
birakilmigtir. Daha sonra 8000 rpm de 10 dk santrifiij edilen 218 suglarinin {ist fazi
(slipernatant) steril siringalarla ¢ekilerek 0.20 ul por ¢apli steril membran filtreden
stizlilmiis ve siiziintiler (CFS, cell-free supernatant) steril tiiplere toplanmistir.
Elde edilen CFS’ler liyofilizasyon cihazinda 48 saat liyofilize edilerek bakteriyosin
(toebicin) preparatlart hazirlanmistir (Abriouel vd., 2003).

3.2.2. Bakteriyosin Aktivitesinin Tayini

Gidalara eklenecek toebicinin aktivitesinin belirlenmesi i¢in indikatdr bakteri
olarak G. stearothermophilus DSMZ-22 ’un agar ortamindaki 24 saatlik
kiiltiirlerinden steril distile suda 0.5 MacFarland bulanikligina esdeger olacak
sekilde siispansiyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyonlar steril swab ile
nutrient agara yayma ekim yontemiyle ekilmistir. Bu islemden sonra 8 esit parca
olusturacak sekilde petri cam kalemi ile bolmelere ayrilmistir. Ayrilan her
b6lmenin orta kismina 6 mm c¢apli steril agar delici ile kuyucuk olusturulmustur.
Daha 6nceden hazirlanan TSB besi ortamindan steril ependorflara 300 pl ilave
edilmistir. Onceden hazirlanan CFS’lerden 300 pl aliarak ardisik olarak ikiser kat
seyretlme yapilmistir. Yapilan her seyreltmeden ve CFS 6rneginden 50 ul alinarak
seyreltme sayisina gore daha Onceden belirlenmis kuyucuklara ilave edilmistir.
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Petriler +4 °C’de 2 saat bekletilmistir. Petriler daha sonra 55 °C’de inkiibe edilmis
ve olusan zorlarin ¢aplari Olgiilmiiitiir. Aktivite tayini ayn1 zamanda liyofilize
bakteriyosin preparatlart ile de yapilmigtir. Bu amacla (% 0.1 lik) bakteriyosin
preparatlarindan ayn1 miktarda alinip aktivite tayini i¢in biitiin islemler
tekrarlanmistir. Inkiibasyondan sonra zon goriilen en son seyreltme baz almarak

hesaplama yapilmustir.

Aktivite Hesaplanmasinda AU/mL= d x (1000 / 50) (d En son zon goriilen

seyreltme) formiilii kullanilmistir.
3.2.3. Inokiiliim ve Endospor Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

G. stearothermophilus DSMZ-22’nin iissel fazindaki vejetatif hiicreleri yiyecek ve
iceceklere inokiile edilmeden Once Tryptic Soy Broth’da 45 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. B. coagulans DSMZ-1’ in iissel fazindaki vejetatif
hiicreleri yiyecek ve iceceklere inokule edilmeden once Tryptic Soy Broth’da
37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Endospor preparatlari igin ise TSA
besiyerlerine G. stearothermophilus DSMZ-22 ve B. coagulans DSMZ-1 stok
kiiltiirlerinden swab yardimiyla ekim yapilmistir. G. stearothermophilus DSMZ-22
yaklagik 20-25 giin 45 °C’de, B. coagulans DSMZ-1 37 °C’de 4-5 giin inkiibe
edilmistir. Ureyen bakterilerden 6ze ile bir miktar almp endospor boyama
yapilmigtir. Boyama yapilan preparatlar 151k mikroskobu altinda incelenmis ve
%95 endospor yogunluguna ulasip ulasmadigi saptanmustir (Viedma vd., 2009).

3.2.3.1. Endospor boyama

Petrilere ekilen bakterilerin endospor olusturup olusturmadiklarmi belirlemek
amaciyla Tryptic Soy agardaki yash kiiltiirler (G. stearothermophilus DSMZ-22
icin 20 giin, B. cougulans DSMZ-1 i¢in 4-5 giin) kullanilmigtir. Lam tizerine bir
damla su konulmustur. Yasl kiiltirlerden 6ze ile bir miktar alinarak lam
iizerindeki su icerisinde dagitilmistir. A¢ik havada kurumaya birakilan preparatlar
ateste fikse edildikten sonra {izeri metilen mavisi ile kaplanacak sekilde boyanip 9-
10 dk bekletilmistir. Daha sonra su ile yikanan preparatlar agik havada kurumaya
birakilmis ve mikroskop altinda immersiyon damlatilarak 100x’lik objektifte
incelenmigtir (Tamer vd., 1989).
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3.2.3.2. Endospor yikama

Yaslandirilmis hiicreler her bir petriden 6ze yardimiyla toplanip 1000 pl distile su
bulunan ependorflarin igerisine toplanmistir. Vortekslendikten sonra ependorflar
13000 rpm de 5 dk santrifiij edilir. Stipernatant atilip iizerine yeniden 1000 pl
distile su ilave edilerek bu islem ii¢ kez tekrarlanir. Son santrifiijden sonra
siipernatant atilir ve distile su ilavesi yapilip vortekslenir ve stok endospor kiiltiitii
olarak -20 de saklanmir (Garde vd.,2011).

3.2.4. Deney Diizeneklerinin Kurulmasi

Gida ornekleri ikili tekrar halinde vejetatif hiicre ve endospor siispansiyonlari ile
inokiile edilmistir. Kontroller ve toebicin uygulanan rnekler 45 °C ve 37 °C’ de
kontrollii inkiibasyona birakilmistir. Belirli araliklarda konserve gida 6rnekleri tuz
cozeltisi ile seri olarak seyreltilerek Triptic soy agar petrilerine {i¢ paralelde ekilip
45 °C ve 37 °C ’de inkiibasyona birakilmistir. Koloniler sayilarak canli bakteri
hiicre sayisi CFU/g veya CFU/mL olarak ifade edilmigtir. Saptama limiti 10
CFU’dur (Viedma vd.,2009). Yaptigimiz ¢alismada vejetatif hiicre sayimlari i¢in
belirli saatlerde, endospor sayimlar1 igin ise belirli giinlerde ekim yapilmistir.
Ayrica ¢alismada toebicine laktik asit ve ticari nisin ilavesi yapilarak da farkli
kombinasyonlar halinde denenmistir. Petri iizerindeki bolmelerde en son iireme
goriilen bolimdeki koloni sayisi sayilip bulundugu seyreltme faktorii ile
carptlmistir. Daha sonra 10 tabaninda Logaritmast alinarak CFU sayist

saptanmigtir.
3.2.4.1. Vejetatif hiicreler ile deney diizeneginin kurulmasi

Indikator bakterilerin vejetatif hiicreleri TSB besiyerlerinde 48 saat boyunca (G.
stearothermophilus DSMZ-22 45°C, B. coagulans DSMZ-1 37°C) gelistirilmis ve
bu kiiltiirler inokiilim kaynagi olarak kullanilmigtir. Misir ve bezelye
konservelerinin s1vi kismindan, sal¢a konservesinin ise (%50 lik) siv1 ¢ozeltisinden

steril falkonlara konulmustur. 4 tip diizenek hazirlanmigtir.
1) Gida 6regi + Vejetatif hiicreler (Kontrol)
2) Gida 6rnegi + Vejetatif hiicreler + Toebicin

3) Gida 6rnegi + Vejetatif hiicreler + Toebicin + Laktik asit
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4) Gida 6rnegi + Vejetatif hiicreler + Toebicin + Nisin
Misir ve bezelye konserveleri ile deney diizeneginin kurulmasi

Gida ornekleri son hacim 10 ml olacak sekilde falkon tiipleri igerisine steril pipet
yardimiyla dlgiilerek aktarilmistir. Diizenekler dort farkli kombinasyonla ve iKi
tekrarli olarak kurulmustur. Her bir diizenek ise ti¢ tekrarli olarak TSA besi ortami
iceren steril petrilere ekilmistir. Ekim islemi; alinan 6rneklerden seri seyreltme
yapilarak petrilere damlatma yontemiyle inokule edilmesi esasina dayanir. Ekimi
yapilan ornekler indikator bakteriye uygun sicaklikta (G. stearothermophilus
DSMZz-22 45 °C’, B. coagulans DSMZ-1 37 °C) inkiibasyona birakilmstir.
Indikator bakterilerin vejetatif hiicreleriyle yapilan deney diizeneklerinin ekimi
(0/2/4/24) saatlik periyotlarda gergeklestirilmistir. Ekimi yapilan petrilerin 48 saat
sonra sayimi yapilmistir.

Salca ile deney diizeneginin kurulmasi

Son hacim 10 ml olacak sekilde falkon tiipleri igerisine steril pipet yardimiyla
Olgiilerek aktarilmistir. Diizenekler dort farkli kombinasyonla ve iki tekrarli olarak
kurulmustur. Her bir diizenek ise ii¢ tekrarli olarak TSA besi ortami igeren steril
petrilere ekilmistir. Ekim islemi; alinan Orneklerden seri seyreltme yapilarak
petrilere damlatma yontemiyle inokule edilmesi esasina dayanir. Ekimi yapilan
ornekler indikator bakteriye uygun sicaklikta (G. stearothermophilus DSMZ-22 45
°C’, B. coagulans DSMZ-1 37 °C) inkiibasyona birakilmistir. Indikatdr bakterilerin
vejetatif hiicreleriyle yapilan deney diizeneklerinin ekimi (0/2/4/24) saatlik
periyotlarda gergeklestirilmistir. Ekimi yapilan petrilerin 48 saat sonra sayimi
yapilmistir.

3.2.4.2. Endosporlar ile deney diizeneginin kurulmasi

Daha 6nceden hazirlanan endospor stoklarindan inokulum saptama limitini tespit
etmek i¢in seri seyreltmeler yapilarak TSA ortamina yayma ekim yontemiyle ekim
yapilir. 24 saat sonra ekim yapilan seyreltmelerden koloni sayimi yapilarak
inokulum miktar1 belirlenir. (CFU 3X10°) Misir ve bezelye konservelerinin sivi
kismindan, salca konservesinin ise (%50 lik) sivi ¢ozeltisinden steril falkonlara
konulmustur. 4 tip diizenek hazirlanmustir.
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1) Gida 6rnegi + Endospor (Kontrol)

2) Gida 6rnegi + Endospor + Toebicin

3) Gida 6rnegi + Endospor + Toebicin + Laktik asit

4) Gida 6rnegi + Endospor + Toebicin + Nisin

Misir ve bezelye konserveleri ile deney diizeneginin kurulmasi

Gida ornekleri son hacim 10 ml olacak sekilde falkon tiipleri igerisine steril pipet
yardimiyla Olgiilerek aktarilmistir. Diizenekler dort farkli kombinasyon ve iki
tekrarl olarak kurulmustur. Her bir diizenek ise ti¢ tekrarli olarak TSA besi ortami
iceren steril petrilere ekilmistir. Ekim islemi; alinan &rneklerden seri seyreltme
yapilarak petrilere damlatma yontemiyle inokule edilmesi esasina dayanir. Ekimi
yapilan ornekler indikatér bakteriye uygun sicaklikta (G. stearothermophilus
DSMZz-22 45 °C’, B. coagulans DSMZ-1 37 °C) inkiibasyona birakilmstir.
Indikatér bakterilerin endosporlartyla yapilan deney diizeneklerinin ekimi (0/1/2/7)
giinliik periyotlarda gerceklestirilmistir. Ekimi yapilan petrilerin 48 saat sonra

sayimi yapilmustir.
Salca ile deney diizeneginin kurulmasi

Son hacim 10 ml olacak sekilde falkon tiipleri igerisine steril pipet yardimiyla
Olgiilerek aktarilmustir. Diizenekler dort farkli kombinasyon ve iki tekrarli olarak
kurulmustur. Her bir diizenek ise ii¢ tekrarli olarak TSA besi ortami iceren steril
petrilere ekilmistir. Ekim islemi; alinan Orneklerden seri seyreltme yapilarak
petrilere damlatma ydntemiyle inokiile edilmesi esasina dayanir. Ekimi yapilan
ornekler indikator bakteriye uygun sicaklikta (G. stearothermophilus DSMZ-22 45
°C’, B. coagulans DSMZ-1 37 °C) inkiibasyona birakilmistir. Indikatdr bakterilerin
endosporlartyla yapilan deney diizeneklerinin ekimi (0/1/2/7/15) giinliik
periyotlarda gerceklestirilmistir. Ekimi yapilan petrilerin 48 saat sonra sayimi
yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Aktivite Sonuclari

HBB-218 susundan elde edilen toebicinin aktivitesi petri diizeyinde G.
stearothermophilus DSMZ-22, B. cougulans DSMZ-1 ve M. luteus’a Kkarsi
denenmistir. Ayrica nisinin B. cougulans DSMZ-1 ’e kars1 aktivitesi belirlenmistir.

Sekil 4.1. Toebicinin G. stearothermophilus DSMZ-22’ye kars1 aktivitesi (Aktivite
>1280 AU/ml’dir.)
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Sekil 4.3. Toebicinin B. coagulans DSMZ-1’e kars1 aktivitesi. (Aktivite 320
AU/ml’dir.)
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Sekil 4.4. 20 kat seyreltilmis nisinin B. coagulans DSMZ-1’¢ kars1 aktivitesi.
(Aktivite >2560 AU/mI)

4.2. Endospor Boyama Sonuglari

Metilen mavisi ile basit boyamasi yapilan B. coagulans ve G.
stearothermophilus’'un 100X’lik bilyiitmede immersiyon yag: ile endosporlar
incelenemigtir. Vejetatij hiicreler metilen mavisi ile boyanip mavi renkte
goriiniirken endosporlar boyanmayip renksiz goriinmektedir.

Sekil 4.5. B. coagulans DSMZ-1 ’in endospor boyamasi
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Sekil 4.6. G. stearothermophilus DSMZ-22 ’nin endospor boyamasi

4.3. Vejetatif Hiicre Inokiiliimii
4.3.1. G. stearothermophilus DSMZ-22’nin Vejetatif Hiicre Sayim Sonuglari

4.3.1.1. Misir konservesinde G. stearothermophilus DSMZ-22’nin vejetatif
hiicre sayim sonuclar

G. stearothermophilus DSMZ-22 bulastirilan misir konservesinde yapilan deney
neticesinde kontrol grubuna gére canli bakteri hiicre sayisindaki en ¢ok diisiis nisin
(2,59 Log) ilave edilen diizenekte goriilmiistiir. Sirasiyla toebicin (1,78 Log) ve
laktik asit (1,55 Log) ilave edilen diizeneklerde de anlamli bir azalma goriilmiistiir.
(p<0.05) 24. saatteki sayim sonucunda ise li¢ diizenekte de bakteri gelisimi ihbibe
edilmistir.
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Cizelge 4.1. Misir konservesinde G. stearothermophilus DSMZ-22’nin vejetatif
hiicre sayim sonuglari. (Canli bakteri hiicre sayim sonuglar1 log 10 CFU
/mL olarak ifade edilmektedir. + standart sapmay1 (SS) ifade etmektedir.)

o TOEBICIN+ TOEBICIN+
SAAT KONTROL | TOEBICIN ] . .
LAKTIK ASIT NiSiN
0 5,03 +0.03 5,03 +0.03 5,03 +0.03 5,03 +0.03
2 5,03 £0.01 448 +0.12 4,79 +0.00 3,82+ 0,01
4 498 +0.01 3,25 £ 0.00 3,48 £0.13 2,44 £ 0,08
24 5,56 £0.04 0 0 0

4.3.1.2. Bezelye konservesinde G. stearothermophilus DSMZ-22’nin vejetatif

hiicre sayim sonuclari

G. stearothermophilus DSMZ-22 bulastirilan bezelye konservesinde yapilan deney
neticesinde kontrol grubuna gore canli bakteri hiicre sayisindaki en ¢ok diisiis nisin
(3,32 Log) ilave edilen diizenekte goriilmiistiir. Sirasiyla toebicin (2,07 Log) ve
laktik asit (2,61 Log) ilave edilen diizeneklerde de anlamli bir azalma goriilmiistiir.
(p<0.05) 24. saatteki sayim sonucunda ise ii¢ diizenekte de bakteri gelisimi ihbibe

edilmistir.

Cizelge 4.2. Bezelye konservesinde G. stearothermophilus DSMZ-22’nin vejetatif
hiicre sayim sonuglari. (Canli bakteri hiicre sayim sonuglar1 log 10 CFU
/mL olarak ifade edilmektedir. + standart sapmay1 (SS) ifade etmektedir.)

o TOEBICIN+ TOEBICIN+
SAAT KONTROL | TOEBICIN ] ] .
LAKTIK ASIT NiSIN
0 5,03+ 0,06 | 5,03+ 0,06 5,03+ 0,06 5,03 + 0,06
2 5,02 + 0,03 3,56 +£0,10 3,69 + 0,02 2,32+0,22
4 5,02+0,02 | 2,96+ 0,04 3,42+0,10 1,71 £0,04
24 5,41+029 0 0 0
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4.3.1.3. Sal¢a konservesinde G. stearothermophilus DSMZ-22’nin vejetatif
hiicre sayim sonuclan

G. stearothermophilus DSMZ-22 bulastirilan salga konservesinde yapilan deney
neticesinde kontrol grubuna gore canli bakteri hiicre sayisindaki en ¢ok diisiis nisin
(3,06 Log) ilave edilen diizenekte goriilmiistiir. Sirasiyla laktik asit (1,78 Log) ve
toebisin (1,44 Log) ilave edilen diizeneklerde de anlamli bir azalma goriilmiistiir.
(p<0.05) 24. saatteki sayim sonucunda ise li¢ diizenekte de bakteri geligimi ihbibe
edilmistir. Bunun yani sira kontrol grubunda da bakteri sayisinda azalma

gOriilmiigtiir.

Cizelge 4.3. Salca konservesinde G. stearothermophilus DSMZ-22’nin vejetatif
hiicre sayim sonuglari. (Canli bakteri hiicre sayim sonuglar1 log 10 CFU
/mL olarak ifade edilmektedir. + standart sapmay1 (SS) ifade etmektedir.)

w TOEBICIN+ TOEBICIN+
SAAT KONTROL | TOEBICIN ] . .
LAKTIK ASIT NiSiN
0 441+ 0,06 | 4,41+ 0,06 441+ 0,06 441+ 0,06
2 3,55+0,15 3,24+0,18 3,13 £ 0,06 2,56 +0,1
4 440+0,02 | 2,70+0,12 2,63+0,11 1,35+0,15
24 3,57 £ 0,29 0 0 0

4.3.2. B. coagulans DSMZ-1’in Vejetatif Hiicre Sayim Sonuglari

4.3.2.1. Miusir konservesinde B. coagulans DSMZ-1’in vejetatif hiicre sayim

sonuclari

B. coagulans DSMZ-1 bulastirilan misir konservesinde yapilan deney neticesinde
kontrol grubuna goére canli bakteri hiicre sayisindaki en ¢ok diisiis nisin (4,74 Log)
ilave edilen diizenekte goriilmiis ve 0. saat itibariyle canli bakteri hiicresine
rastlanmamustir. Sirasiyla toebicin (2,11 Log) ve laktik asit (1,91 Log) ilave edilen
diizeneklerde de anlamli bir azalma gorilmistir. (p<0.05) 24. saatteki sayim
sonucunda ise {i¢ diizenekte de bakteri gelisimi ihbibe edilmistir.
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Cizelge 4.4. Misir konservesinde B. coagulans DSMZ-1’in vejetatif hiicre sayim
sonuglari. (Canli bakteri hiicre sayim sonuglar1 log 10 CFU /mL olarak

ifade edilmektedir. + standart sapmay1 (SS) ifade etmektedir.)

o TOEBICIN+ TOEBICIN+
SAAT KONTROL | TOEBICIN ] . .
LAKTIK ASIT NISIN
0 474+0,00 | 4,74 +0,00 4,74 + 0,00 4,74 + 0,00
2 4,86 + 0,06 3,06 + 0,03 3,17 +0,07 0
4 478 +0,02 | 2,63+0,01 2,83+0,17 0
24 4,87 + 0,20 0 0 0

4.3.2.2. Bezelye konservesinde B. coagulans DSMZ-1’in vejetatif hiicre sayim
sonuclari

B. coagulans DSMZ-1
neticesinde kontrol grubuna gore canli bakteri hiicre sayisindaki en ¢ok diisiis nisin

bulastirilan bezelye konservesinde yapilan deney

(5,17 Log) ilave edilen diizenekte goriilmiis ve 0. saat itibariyle canli bakteri
hiicresine rastlanmamustir. Sirasiyla laktik asit (2,54 Log) ve toebicin (2,47 Log)
ilave edilen diizeneklerde de anlamli bir azalma goriilmiistiir. (p<0.05) 24. saatteki

sayim sonucunda ise ii¢ diizenekte de bakteri geligsimi ihbibe edilmistir.

Cizelge 4.5. Bezelye konservesinde B. coagulans DSMZ-1’in vejetatif hiicre sayim
sonuglari. (Canli bakteri hiicre sayim sonuglar1 log 10 CFU /mL olarak
ifade edilmektedir. + standart sapmay1 (SS) ifade etmektedir.)

o TOEBICIN+ | TOEBICIN+
SAAT | KONTROL | TOEBICIN ] ) o
LAKTIK ASIT NiSIiN
0 517 +0,07 | 5,17 0,07 5,17 + 0,07 5,17+ 0,07
2 4,76 +£0,14 | 3,24+ 0,00 3,13+ 0,1 0
4 4,72 +0,05 | 2,70 + 0,06 2,63+ 0,05 0
24 5,53 + 0,00 0 0 0
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4.3.2.3. Sal¢a konservesinde B. coagulans DSMZ-1’in vejetatif hiicre sayim
sonuclari

B. coagulans DSMZ-1 bulastirilan sal¢a konservesinde yapilan deney neticesinde
kontrol grubuna gére canli bakteri hiicre sayisindaki en ¢ok diisiis nisin (4,02 Log)
ilave edilen diizenekte goriilmiis ve 0. saat itibariyle canli bakteri hiicresine
rastlanmamustir. Sirasiyla toebicin (1,74 Log) ve laktik asit (1,67 Log) ilave edilen
diizeneklerde de anlamli bir azalma goriilmiistir. (p<0.05) 24. saatteki sayim
sonucunda ise ii¢ diizenekte de bakteri gelisimi ihbibe edilmistir. Bunun yani sira
kontrol grubunda da bakteri sayisinda azalma goriilmistiir.

Cizelge 4.6. Salga konservesinde B. coagulans DSMZ-1’in vejetatif hiicre sayim
sonuglari. (Canli bakteri hiicre sayim sonuglar1 log 10 CFU /mL olarak
ifade edilmektedir. + standart sapmay1 (SS) ifade etmektedir.)

w TOEBICIN+ TOEBICIN+
SAAT KONTROL | TOEBICIN . ) .
LAKTIK ASIT NISIN
0 4,02 0,18 4,02 +0,18 4,02 +0,18 402 40,18
2 4,08+0,08 | 3,23+0,40 3,3+0,20 0
4 44+0,18 228+0,16 235+0,62 0
24 2,71 +0,27 0 0 0

4.4. Endospor Inokiiliimii
4.4.1. G. stearothermophilus DSMZ-22’nin Sayim Sonuglari

44.1.1. Misir konservesinde G. stearothermophilus DSMZ-22’nin sayim
sonuclari

G. stearothermophilus DSMZ-22
konservesinde yapilan deney neticesinde kontrol grubuna gore canli bakteri hiicre

endosporlarmin  bulastirildign ~ misir
sayisindaki en ¢ok diistis nisin (3,5 Log) ilave edilen diizenekte goriilmiistiir.
Sirasiyla laktik asit (3,16 Log) ve toebicin (2,91 Log) ilave edilen diizeneklerde de
anlamli bir azalma goriilmiistiir. (p<0.05) 7. gilin yapilan sayim sonucunda ise ii¢

diizenekte de bakteri geligimi ihbibe edilmigtir.
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Cizelge 4.7. Misir konservesinde G. stearothermophilus DSMZ-22’nin vejetatif
hiicre sayim sonuglari. (Canli bakteri hiicre sayim sonuglari log 10
CFU /mL olarak ifade edilmektedir. + standart sapmay1 (SS) ifade

etmektedir.)

) . TOEBICIN+ TOEBICIN+
GUN KONTROL | TOEBICIN . . .
LAKTIK ASIT NISIN
0 4,70 £ 0,24 4,70 £ 0,24 4,70 +£ 0,24 4,70 £ 0,24
1 4,54+ 0,10 2,61 +£0,05 2,46 + 0,15 1,95+ 0,00
2 4,56 £ 0,07 1,79 + 0,04 1,54 £ 0,02 1,2+0
7 538+0,12 5 0 5
4.4.1.2. Bezelye konservesinde G. stearothermophilus DSMZ-22’nin sayim
sonuclari
G. stearothermophilus DSMZ-22 endosporlarinin  bulastirildigi ~ bezelye

konservesinde yapilan deney neticesinde kontrol grubuna gore canli bakteri hiicre
sayisindaki en ¢ok diislis nisin (3,2 Log) ilave edilen diizenekte goriilmiistiir.
Sirastyla laktik asit (2,68 Log) ve toebicin (2,52 Log) ilave edilen diizeneklerde de
anlamli bir azalma goriilmiistiir (p<<0.05). 7. giin yapilan sayim sonucunda ise ii¢
diizenekte de bakteri gelisimi ihbibe edilmistir.

Cizelge 4.8. Bezelye konservesinde G. stearothermophilus DSMZ-22’nin vejetatif
hiicre sayim sonuglari. (Canli bakteri hiicre sayim sonuglar1 log 10 CFU
/mL olarak ifade edilmektedir. + standart sapmay1 (SS) ifade etmektedir.)

. o TOEBICIN+ TOEBICIN+
GUN KONTROL | TOEBICIN ] . .
LAKTIK ASIT NISIN
0 443+0,57 | 4,43+0,57 443 +0,57 443 +0,57
1 4,72 +0,07 2,40 +0,05 2,23 +0,05 1,81 +0,03
2 4,73+ 0,01 1,91+ 0,04 1,75+ 0,06 1,23 0,07
7 5,73 + 0,03 0 0 0
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4.4.1.3. Salca konservesinde G. stearothermophilus DSMZ-22’nin sayim
sonuclari

G. stearothermophilus DSMZ-22  endosporlarinin  bulagtirildigi  salga
konservesinde yapilan deney neticesinde kontrol grubuna gore canli bakteri hiicre
sayisindaki en ¢ok diisiis nisin (3,16 Log) ilave edilen diizenekte goriilmiistir.
Sirasiyla toebicin (2,77 Log) ve laktik asit (2,54 Log) ilave edilen diizeneklerde de
anlamli bir azalma goriilmiistiir. (p<0.05) 7. giin yapilan sayim sonucunda ise ii¢
diizenekte de bakteri gelisimi ihbibe edilmistir. Bunun yani1 sira kontrol grubunda
da bakteri sayisinda azalma goriilmiistiir.

Cizelge 4.9. Salca konservesinde G. stearothermophilus DSMZ-22’nin vejetatif
hiicre sayim sonuglari. (Canli bakteri hiicre sayim sonuglar1 log 10 CFU
/mL olarak ifade edilmektedir. + standart sapmay1 (SS) ifade etmektedir.)

. F TOEBICIN+ | TOEBICIN+
GUN KONTROL | TOEBICIN , . o
LAKTIK ASIT NiSIN
0 420+0,25 | 420+0,25 420+ 0,25 420+ 0,25
1 3,74+0,02 | 2,44+0,08 2,42 % 0,06 1,93+ 0,01
2 3,54+0,10 | 1,43+043 1,66+ 0,10 1,04 +0,04
7 2,92+0,16 0 0 0

4.4.2. B. coagulans DSMZ-1’in Sayim Sonuglari.
4.4.2.1. Misir konservesinde B. coagulans DSMZ-1’in sayim sonuclari

B. coagulans DSMZ-1 endosoporlarinin bulastirtlildigit musir  konservesinde
yapilan deney neticesinde kontrol grubuna gore canli bakteri hiicre sayisindaki en
¢ok diisiis nisin (4,64 Log) ilave edilen diizenekte gérillmiistiir. Sirasiyla laktik asit
(2,31 Log) ve toebicin (2,11 Log) ilave edilen diizeneklerde de anlamli bir azalma
goriilmistiir. (p<0.05) 7. gilin yapilan sayim sonucunda ise {i¢ diizenekte de bakteri
gelisimi ihbibe edilmistir.
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Cizelge 4.10. Misir konservesinde B. coagulans DSMZ-1"in vejetatif hiicre sayim
sonuglari. (Canli bakteri hiicre sayim sonuglar1 log 10 CFU /mL olarak

ifade edilmektedir. + standart sapmay1 (SS) ifade etmektedir.)

; . TOEBICIN+ TOEBICIN+
GUN | KONTROL | TOEBICIN ] . o
LAKTIK ASIT NiSiN
0 5,76 £0,03 | 5,76 +0,03 5,76 £ 0,03 5,76 £ 0,03
1 576+0,11 | 4,41+0,25 45+0,01 1,43 0,07
2 4,68 +0,06 | 3,65+0,01 3,45+0,15 1,1 £0,10
7 4,57+0,12 0 d 0

4.4.2.2. Bezelye konservesinde B. coagulans DSMZ-1’in sayim sonuglari

B. coagulans DSMZ-1 endosoporlarinin bulasgtirtlildigi bezelye konservesinde
yapilan deney neticesinde kontrol grubuna gore canli bakteri hiicre sayisindaki en
cok diisiis nisin (4,15 Log) ilave edilen diizenekte goriilmistiir. Sirasiyla laktik asit
(2,67 Log) ve toebicin (2,55 Log) ilave edilen diizeneklerde de anlaml bir azalma
goriilmiistiir. (p<0.05) 7. giin yapilan sayim sonucunda ise ii¢ diizenekte de bakteri
gelisimi ihbibe edilmistir.

Cizelge 4.11. Bezelye konservesinde B. coagulans DSMZ-1’in vejetatif hiicre
sayim sonuglart. (Canli bakteri hiicre sayim sonuglart log 10 CFU /mL
olarak ifade edilmektedir. + standart sapmay1 (SS) ifade etmektedir.)

] o TOEBICIN+ TOEBICIN+
GUN KONTROL | TOEBICIN ] . .
LAKTIK ASIT NiSiN
0 5,3+0,09 5,3+0,09 5,3+ 0,09 5,3+0,09
1 5,71+0,01 | 3,68+022 3,39+ 0,06 1,79 + 0,03
2 5,17+0,08 | 2,75+0,01 2,63+0,14 1,15+ 0,05
7 4,52 +0,03 0 0 0

4.4.2.3. Sal¢a konservesinde B. coagulans DSMZ-1’in sayim sonuglari

B. coagulans DSMZ-1 endosoporlarinin bulastirtlildigi bezelye konservesinde
yapilan deney neticesinde kontrol grubuna gére canli bakteri hiicre sayisindaki en
¢ok diisiis nisin (3,85 Log) ilave edilen diizenekte goériilmiistiir. Sirasiyla toebicin
(3,83 Log) ve laktik asit (3,7 Log) ilave edilen diizeneklerde de anlamli bir azalma
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gorlilmistir. (p<0.05) 15. gilin yapilan sayim sonucunda ise li¢ diizenekte de
bakteri gelisimi ihbibe edilmistir. Bunun yani sira kontrol grubunda da bakteri

sayisinda azalma goriilmiistiir.

Cizelge 4.12. Salga konservesinde B. coagulans DSMZ-1’in vejetatif hiicre sayim
sonuglari. (Canli bakteri hiicre sayim sonuglart log 10 CFU /mL olarak
ifade edilmektedir. + standart sapmay1 (SS) ifade etmektedir.)

. r TOEBICIN+ TOEBICIN+

GUN KONTROL | TOEBICIN , . 4
LAKTIK ASIT NISIN

0 5,56+ 0,07 | 5,56+ 0,07 5,56 + 0,07 5,56 = 0,07

1 519+0,16 | 2,27 40,01 223+0,12 2,38+ 0,07

2 2,71+0,14 | 2,01+0,15 2,21+ 0,20 1,74+ 0,08

7 221+0,05 | 1,73+0,04 1,86+0,12 1,71 £0,12

+
15 2,5+0,30 4 0 0
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5. TARTISMA VE SONUC

Bakteriyosinlerin etki mekanizmasi ve gidalarda kullanilmasi adma yapilan
caligmalar giin gectikge artmaktadir. Fakat gidalarda kullanim amac ile yeterince
karakterize edilememislerdir. Dolayisiyla sinirli miktarlarda da olsa nisin ve
pediocin disinda baska bakteriyosinlerin kullanimina izin verilmemektedir.
Bakteriyosinlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri patojen mikroorganizmalara karsi
etkili olmalaridir (Kurt ve Zorba, 2005). Bu nedenle gidalarda kullanlmalart
durumunda faydali ve etkili sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir.

Bakteriyosinlerin gidalarda kullanildigi durumlar da;
e Gidalarin raf 6miirlerini uzatmak,
e Sicakligin zararli olacag: sartlar altinda ekstra koruma saglamak,
e (Gida zinciri boyunca, gida kaynakli patojenlerin bulagma riskini azaltmak,

e Bakteriyosinler sayesinde, gidalarin bozulmasindan kaynaklanan
ekonomik kayiplar1 azaltmak ve kimyasal koruyucular1 daha az kullanmak,

o Is1l islem daha az kullanildig1 i¢in, gidalardaki besleyici maddeler ve

vitaminlerin daha az zarar gérmesi,

¢ Yeni (daha az asidik, daha diisiik tuz konsantrasyonuna sahip, yiiksek su
icerikli) gidalarin pazarlanmasi gibi yararlar saglamaktir.

Bakteriyosinlerin gidalarda kullanilabilmesi i¢in antimikrobiyal etki spektrumlari,
biyokimyasal yapilari, gidalarda kullanilabilirligi hakkinda bilgi sahibi olunmasi
gerekmektedir. Bunun yam sira gidalarda kullanilmasi durumunda ortaya
cikabilecek kar ve zarar maliyetinin hesaplanmasi dncelikli olarak dikkate alinmasi

gereken belirteglerdir.
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Cizelge 5.1. Baz1 bakteriyosinlerin kullanildig1 gidalar ve etkileri (Kurt ve Zorba,

2005).
Bakteriyosin  Uygulanan gida Etkileri
Nisin A Sekillendirilmesi yeniden yapilan et Bakteriyel inaktivasyonu
iiriinleri (formed meat products) saglamistir
Nisin A Ricotta peyniri tizerinde L. L. monocytogenes’i 8 hafta
monocytogenes’in karsi kullanilmistir etkili bir sekilde inhibe
etmistir
Pediocin AcH  Pediocin AcH sentezleyen L. plantarum L. monocytogenes’
WHE 92, olgunlasmanin baslangicinda gelisimini elgelledigi
Munstar peynirinin ylizeyine gorilmistiir.
spreylenmistir
Enterocin 4 E. faecalis INIA4 tarafindan sentezlenen L. monocytogenes Ohio ‘yu
Enterocin, Manchego peynir {iretim inhibe edebilmis fakat Scott
safhasinda kullanilmistir A’y1 inhibe etmemistir
Linocin M-18  B. lines kirmizi peynir iiretimi esnasinda L. ivanovi ve L.
starter sus olarak kullanilmistir monocytogenes’te 2 log
diisiise neden olmustur
Piscicolin 126  Jambonda L. monocytogenes kontrolii Ticari bakteriyosinlerden
nedeniyle uygulanmistir daha etkili oldugu
gOriilmiistiir
Leucocin A L. gelidium UAL187 vakum paketlenmis L. sake ‘nin de etkisiyle
sigir  etinde bozulma kontrolii igin bozulma 8 haftaya kadar
kullanilmistir geciktirilmistir.
Tavuk eti sosisinde L. monocytogenes’i Etkili  bir  sekilde L.
Pediocin AcH nhibe etmek igin pediosin iireten P. monocytogenes say1sini
acidilactici (Ped+) kullanilmistir azaltmustir.
Pediocin Sarap ve firmcilik driinlerinde kullanim Bu tiir {iriinlerde kullanim
potansiyeli aragtirtlmigtir potansiyeli oldugu
belirlenmistir
Pediocin AcH  Tavuk etine pediosin preparati ilave 5°C’de 28 giin L.
edilmigtir monocytogenes  gelisimini
kontrol etmistir
Pediocin PA-1 Fermente sosiste starter olarak P. L. monocytogenes’i etkili bir
acidilactici (Ped+) kullanilmustir sekilde kontrol etmistir.
Enterocin Jambon, domuz eti, tavuk gogiis eti, pate Cesitli sartlar altinda L.
ve sosis’te kullanilmistir monocytogenes  gelisimini

kontrol etmistir

Konserve gidalarin korunmasinda asidifikasyon ve termal islem en ¢ok kullanilan
metotlardir. Bununla birlikte, pek ¢ok bakteri tiirii, bu zor kosullarda geliserek
gidalarda bozulmalara neden olur. Endospor olusturan bakteriler, hem ¢ig
gidalarda bol bulunduklari i¢in hem de bu bakterilerin endosporlari, vejetatif
hiicrelere gore daha zor inaktive edildigi i¢in gida endiistrisinde en yaygin problem
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olusturan bakterilerdir. Bu iglemlerin maliyeti yiiksektir ve {iriin kalitesini azaltir.
B. coagulans DSMZ-1 ve G. stearothermophilus DSMZ-22 konserve gidalarda en
cok bulunan bakterilerdir. B. coagulans zayif asidofilik ve termotolerant bir
bakteridir. Bu bakteri, gaz olusturmadan laktik asit {irettigi icin eksime tarzi
bozulmaya neden olur. B. coagulans DSMZ-1 sporlari ¢gimlenme yetenegindedir ve
pH 4°de bile gelisir, sebzelerde ve meyve konservelerinde ve 6zellikle pH’s1 4,1-

5,0 arasi1 olan domates tiriinlerinde 6nemlidir.

G. stearothermophilus DSMZ-22 de B. coagulans DSMZ-1 gibi asidik konserve
gidalarda eksime tarzi bozulmaya neden olan, endosporlu bir bakteridir. Islem
sirasinda bozulmanin en 6nemli nedeni yetersiz sogutma ve Uriiniin kontamine
olmasidir. Glinlimiize kadar, bakteriyosinlerin dogal koruyucu olarak
kullanilmasiyla ilgili caligmalar daha ¢ok hayvansal orjinli gidalar ve gida katkilar
izerine yogunlasmistir. Bakteriyosinlerin sebze igeren gidalarda kullanimu ile ilgili

pek az ¢alisma bulunmaktadir.

Bakteriyosinlerin gidalar iizerinde kullanilabilirligine dair yapilan bir ¢alismada
enterosin AS-48 3 farkli sebze konservesinde (domates salgasi, konserve seftali
suyu ve konserve ananas suyu) B. coagulans ‘a karsi denenmistir. B. coagulans
CECT 12’nin vejetatif hiicreleri icerisinde AS-48 bulunan ve farkli sicakliklarda
saklanan domates salgalarina eklendiginde canli hiicre sayilar1 24 saatte yaklasik
olarak 3 log birim azalmistir.15 giinliik depolamadan sonra higbir 6rnekte canli
bakteri hiicresi goriilmemistir (Lucas vd., 2006).

Yaptigimiz ¢alismada {i¢ ayr1 gida (salga, misir, bezelye konservesi) konservesine
bakterilerin vejetatif hiicreleri ve endopsorlari inokiile edilmis ve peryodik olarak
canli bakteri hiicre saymmlari yapilmistir. Vejetatif hiicreler ile kurulan
diizeneklerde tiimiiyle inhibisyon 24 saatte gerceklesirken endosporlarin
tamaminin inaktivasyonu 2-7 veya 7 -15 giinde ger¢eklesmistir.

Vejetatif hiicreler ile kurulan diizeneklerde hem G. stearothermophilus DSMZ-22
hem de B. coagulans DSMZ-1 hiicreleri iizerine en etkili kombinasyon toebicin ve
nisin olarak belirlenmistir. G. stearothermophilus DSMZ-22 i¢in 24. saatte, B.
coagulans DSMZ-1 i¢in ise bu kombinasyon eklendiginden itibaren gelisim

tamamen inhibe olmustur.

Endosporlar ile kurulan diizeneklerde ise yine en etkili kombinasyon toebicin ve
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nisinin birlikte kullanildigi kombinasyon olmustur. Ancak bakteriyosinlerin etki
etme siiresi vejatatif hiicreler igin gereken silireden daha uzun olmustur (2-7 giin
arast veya 7-15 giin arasi). Mikrobiyal inaktivasyonun zaman araligi gida
orneklerine ve bakteriyosin konsantrasyonuna baglidir. Dormant endosporlarin
enterosin EJ 97’ye kisa siireli muamelelerinde (5dk) direngli iken 1s1 ile
¢imlendirilen endosporlar bakteriyosine karsi hassas hale gelirler (Viedma ve ark.,
2010) . Ayrica c¢alismada kullandigimiz bakteriyosinin etki mekanizmasini hiicre
zarinda por olusturarak gosterdigini diisiinmekteyiz (Basbiilbiil, G.2008). Bu
sebeple dormant endosporlara vejetatif hiicreler kadar erken etki etmeyip,

¢cimlenmeden sonra inaktivasyon gosteriyor olabilir.

Reuterinin diger bakteriyosinlerle kombinasyonlari siitte bulunan gida kaynakl
olan patojenlere karst denenmistir. Reuterinin nisin, laktisin ve enterosin ile L.
monocytogenes iizerindeki etkisi gézlenmistir. Sadece nisin bulunan diizeneklerde
reuterinin etkisini S. aureus tizerindeki denemede arttirdigi goriilmiistiir (Arqués, J.
vd 2011). Calismamizda nisin ve liyofilize bakteriyosinin beraber bulundugu
diizeneklerde her iki susta da canli bakteri hiicre sayisini daha hizli disiirdigii
gozlemlenmistir. Bu da baz1 bakteriyosinlerin birlikte kullanimi esnasinda daha
fazla inaktivasyona neden oldugunu kanitlar niteliktedir. Fakat bu etki
aragtirilirken kullanilan bakteriyosinlerin ve bakterilerin 6zellikleri dnemli bir
unsur olusturmaktadir. Kullanilan materyaller degistikce farkli sonuglar elde etmek

mumkiindiir.

Giiniimiizde insanlarin  kansere yakalanma riskleri giinden giline artis
gostermektedir. Arastirmacilar ise siirekli olarak artan bu risklerin nedenlerini
aragtirmaktadirlar.  Yapilan ¢alismalar neticesinde bu etmenler arasinda
tiikettigimiz gidalar biiylik bir 6nem arz etmektedir.

Sonug olarak; yakin gelecekte bakteriyosinlerin antimikrobiyal aktivitesinin daha
derinlemesine aragtirilmasiyla gidalarda dogrudan kullanilarak daha gilivenli
gidalar elde edilebilecektir. Boylece insanlar tiikettikleri gidalarm katki
maddelerinden  uzaklastirilmis  olmalar1  nedeniyle goniil rahathigi ile
kullanabileceklerdir. Ayrica bozulmalardan kaynaklaran maddi kayiplarin da
oOniine gegilebilecektir.
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