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Amag: Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan iiretilen ve iireticiye yakin akraba tiirlerin gelismesinde
engelleyici bir etki gdsteren protein yapida bilesiklerdir. Son yillarda, termofilik bakteriler tarafindan
uretilen bakteriyosinler, termostabil olmalari nedeniyle isil islem gérmiis gidalarin korunmasinda dikkat
cekmistir. Bu ¢alismada, Geobacillus toebii HBB-218 susu tarafindan dretilen ve toebisin 218 olarak
adlandirilan bakteriyosinin konserve gidalarda Bacillus coagulans DSM 1 ve Geobacillus stearothermophilus
DSM 22°nin gelisimine karsi etkisi incelenmistir.

Yéntem: Bakteriyosin (reticisi olan Geobacillus toebii HBB-218 bakterisi sivi besiyerinde inkiibe edilmis
ve hiicresiz kiiltir sivilari liyofilize edilerek aktivite hesaplanmistir. Toebisin 218 olarak adlandirilan
bakteriyosin, konserve misir, konserve bezelye ve salgaya inokiile edilen indikator bakterilerin vejetatif
hiicreleri ve endosporlari iizerinde test edilmistir. indikatér bakteri olarak B. coagulans DSM 1 ve
Geobacillus stearothermophilus DSM 22 kullanilmistir. Farkli zaman araliklarinda gida érneklerinden
canli hiicre sayimlari yapilmis ve kontrol grubu ile kiyaslanmustir.

Bulgular: B. coagulans DSM 1 ve Geobacillus stearothermophilus DSM 22’nin vejetatif hiicreleri ile
yapilan deney diizeneginde liyofilize edilmis bakteriyosin bakteri hiicre sayisinda kademeli bir azalmaya
neden olmustur. Yirmi dért saat sonunda ise canli bakteri hiicresine rastlanmamigstir. Ayni islem, s6z
konusu bakterilerin endosporlari ile de denenmistir. Endosporlarla kurulan deney diizeneklerinde, sayim
sonuglari incelendiginde, iiremenin 2-7 veya 7-15 glinler arasinda sonlandigi gériilmiistiir.

Sonug: Calismanin sonuglarina gére, Toebicin 218’in, konserve yiyeceklerde G. stearothermophilus ve
Bacillus coagulans’a karsi biyokoruyucu olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu gérilmustdir.

Anahtar kelimeler: Bakteriyosin, Geobacillus toebii, konserve gida, termofilik
ABSTRACT

Objective: Bacteriocins are proteinaceus compounds produced by bacteria and have an inhibitory effect
on the development of closely related species. In recent years, bacteriocins produced by thermophilic
bacteria have attracted much attention because of their thermostability which is important for protection
of heat-processed food. In this study, a bacteriocin, which is tentatively named as toebicin 218 produced
by Geobacillus toebii strain HBB-218 was used against the growth of Bacillus coagulans DSM 1 and
Geobacillus stearothermophilus DSM 22 in canned food.

Methods: As bacteriocin producer Geobacillus toebii HBB-218 was incubated in liquid medium. After
incubation cell-free culture supernatants were lyophilized to estimate activity of bacteriocin in
supernatants. Toebicin 218 was tested on vegetative cells and endospores of indicator bacteria
inoculated into canned corn, canned pea and tomato paste. B. coagulans DSM 1 and Geobacillus
stearothermophilus DSM 22 were used as indicator bacteria. Viable bacterial cells of food samples were
counted at different time intervals and compared with control plates.

Results: In the experiment| performed using vegetative cells of B. coagulans DSM 1 and Geobacillus
stearothermophilus DSM 22, lyophilised bacteriocin induced a gradual decrease in bacterial cell counts.
After 24 hours, any viable cell was not observed. The same procedure was also tested with endospores
of the bacteria in question. In the experimental set ups established with endospores, when the bacterial
counts were examined it was seen bacterial growth was terminated within 2-7 or 7-15 days.
Conclusion: According to the results of the study, Toebicin 218 has a potential to be used as a
biopreservative in canned food against G. stearothermophilus and B. coagulans.

Keywords: Bacteriocin, Geobacillus toebii, canned food, thermophilic
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GiRiS

Gidalarin korunmasi, tiiketici saghgina zarar veren
veya ekonomik kayiplara neden olan mikroorganiz-
malar nedeniyle strekli gindemde olan bir konudur.
Gidalarin korunmasi ve raf dmirlerinin uzatilmasin-
da kullanilan birtakim yontemler bulunmaktadir.
Cesitli paketleme yontemleri, 1sil islemler, dondura-
rak kurutma/sogutma, bakteriyosinler gibi antimik-
robiyal katkilar bu yontemlerin arasinda vyer
almaktadir®.

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan ribozomal ola-
rak sentezlenen, protein 6zelliginde ve antogonistik
etki gosteren bilesiklerdir. Uretici tiire yakin akraba
turlere karsi bakteriyostatik veya bakteriyosidal etki
modu ile dar veya genis bir aktivite spektrumu goste-
rirler. Tlketicilerin taze, besleyici ve kimyasal madde
icermeyen yiyeceklere olan talebi, bakteriyosinleri,
gida enddstrisi icin dogal bir biyokoruyucu haline
getirmektedir. Literatlirde, mezofilik bakteri grupla-
rindan uzun vyillardir bir¢ok bakteriyosin rapor edil-
mis olmasina ragmen®®, Geobacillus suslarinda
calisilan bakteriyosinlerin ¢ogu yakin zamanlarda
calisiimaya baslamistirt-8),

Bacillus coagulans ve Geobacillus. stearothermophilus
(eski adi Bacillus stearothermophilus) Gram pozitif
endospor olusturan bakterilerdir, asit ve asitlenmis
gidalarda “eksime” tarzinda bozulmaya neden
olabilirler**2%9, B, coagulans endosporlarinin kon-
serve meyve ve domates Urlnlerinde 4.1-5.0 pH
arasinda ¢imlenebilecegi rapor edilmistir®?. Yiksek
sicakhga dayanikli G. stearothermophilus sporlari,
ozellikle tropik iklimlerde disiik asitli konserve yiye-
ceklerde eksime tarzi bozulmalardan sorumludur.

Bu calismada, cesitli konserve gidalarda toebisin
218'’in G. stearothermophilus DSM-22 ve B. coagulans
DSM-1'in vejetatif hicrelerine ve endosporlarina
karsi inhibe edici etkinliginin belirlenmesi amaglan-
mistir. Edindigimiz bilgilere gore, bu c¢alisma
Geobacillus toebii susundan bir bakteriyosinin gida-
lar Gzerindeki etkisinin test edildigi ilk calismadir.

GEREC ve YONTEM

Bakteri suglari ve biiyiime kosullari: Toebisin 218
Ureticisi G. toebii HBB-218 susu topraktan izole edil-
mis ve 16S rDNA analizi ile tanimlanmigtir®®,
G. stearothermophilus DSM-22 (tip sus) ve B. coagulans
DSM-1 Alman Mikroorganizmalar ve Hiicre Kulturleri
Koleksiyonundan elde edilmistir (DSMZ,
Braunschweig, Almanya). G. toebii HBB-218, 55°C’de
beyin-kalp inflizyon (BHI) buyyon ortaminda gelisti-
rilmistir. G. stearothermophilus DSM-22 ve B. coagulans
DSM-1, siraslyla 45°C ve 37°C’de triptik soy agar
(TSA)’da rutin olarak bayGtulmustir.

Gida ornekleri: Konserve misir (pH 6.6), konserve
bezelye (pH 6.4) ve konserve domates salgasi (pH
4.4), Aydin’daki marketlerden saglanmistir. inokilim
icin misir ve bezelye konservelerinin sivi fraksiyonlari
kullanilmistir. Ornekler aseptik olarak agilmig ve ayni
anda bakteriler ile inokule edilmistir.

Bakteriyosin preparatinin hazirlanmasi: G. toebii
HBB-218, BHI buyyon besiyerinde 55 °C’de 24 saat
inkibe edilmistir. Daha sonra 8.000 rpm de 10 dakika
santrifiij edilerek stipernatant alinmis ve 0.20 ul por
capl steril membran filtreden stztlmustir. Hicresiz
kiltir sipernatanlari (CFS) -50°C’de 48 saat boyunca
liyofilize edilmistir (Freezone 6, Model 77520;
Labconco Co. Kansas City, MO, ABD). Liyofilize prepa-
rat, steril distile su icinde % 0.1 konsantrasyonda
hazirlanarak indikator bakteri G. stearothermophilus
DSM-22'ye karsi bakteriyosin aktivitesi belirlenmis-
tirl?2, Aktivite AU/mL=d x (1.000 / 50) (d En son zon
gorilen seyreltme) formiliine gére hesaplanmistir
(Resim 1).

inokiiliim ve endospor siispansiyonlarinin hazirlan-
masi: G. stearothermophilus DSMZ-22'nin Ussel
fazindaki vejetatif hiicreleri yiyecek ve iceceklere
inokiile edilmeden 6nce TSB’da 45°C’de 48 saat inki-
be edilmistir. B. coagulans DSM 1, TSB’da 37°C’de 48
saat inkiibe edilmistir. Endospor preparatlari igin ise
TSA besiyerlerine G. stearothermophilus DSM-22 ve
B. coagulans DSM-1 stok kdltirlerinden swab ile
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ekim yapilarak G. stearothermophilus DSM-22, 20-25
glin 45°C’'de, B. coagulans DSM-1 37°C’de 4-5 giin
inkiibe edilmistir. Endospor konsantrasyonu mikros-
kop altinda incelenip %90 seviyesine ulastiginda
petrilere steril distile su eklenerek kiltirler tlplere
toplanmis ve 13.000 rpom’de 5 dakika santrifujlendik-
ten sonra, slipernatantlar atilarak pellet li¢ kez yikan-
mistir. Son olarak, pellet steril distile suda ¢oziilerek

daha sonra kullanilmak Gzere -20°C’de saklanmis-
tir1923),

Deney diizeneklerinin kurulmasi: Gida 6rnekleri, bir
sette logaritmik gelisme fazindaki, 14 saatlik
G. stearothermophilus DSM-22 (1 mL) hicreleri ve
diger sette logaritmik fazdaki 12 saatlik B. coagulans
DSM-1 (1 mL) hicreleriile inokdle edilmistir. Teobicin
218 (1280 AU/mL) tek basina veya %1.5 laktik asit
cozeltisi ile kombinasyonlar halinde 6rneklere eklen-
mistir. Kontrol grubundaki bitin tupler,
G. stearothermophilus DSM-22 icin 45°C’de ve
B. coagulans DSM-1 icin 37°C’de inklbe edilmistir.
Ayni prosedir, G. stearothermophilus DSM-22 ve
B. coagulans DSM-1 endosporlari icin daha 6nce
belirtildigi gibi hazirlanan endospor siispansiyonlari
(3x10° cfu/mL) kullanilarak uygulanmistir. Ornekler
periyodik olarak alinip, homojenize edilmis ve ardisik
seyreltilerek (g tekrarl olarak koloni sayimi igin TSA
petrilerine yayilmistir. Canli hiicre sayisi, cfu/mL ya
da cfu/g olarak belirtilmistir ve sayim igin belirlenen
alt limit 10 CFU’dur.
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BULGULAR

Toebicin 218’in gida orneklerinde vejetatif
G. stearothermophilus DSM-22 hiicreleri Gizerinde-
ki etkisi: Toebicin 218 ilave edilmis konserve misir,
konserve bezelye ve domates salgasi 6rneklerinde,
canli hiicre sayisi 2-4 saat igerisinde gittikce azalmis-
tir. Konserve misir, konserve bezelye ve domates
salgasi 6rneklerinde, sirasiyla 1.8, 1.5 ve 1.7 log birim
azalmalar belirlenmistir. Toebicin 218 laktik asit kom-
binasyonu ile test edildiginde kismen farkli sayimlar
gbzlenmis; misir, bezelye ve domates salgasi 6rnekle-
rinde 4 saatlik inklibasyon sonunda canli hiicre sayi-
sinda sirasiyla 1.5, 1.6 ve 1.7 log birim azalmalar
gorialmustdr. Yirmi dort saatlik inkiibasyon sonunda
ise, kontrol grubu haricindeki dizeneklerde canl
hicre belirlenememistir (Tablo 1).

Toebicin 218'in gida 6rneklerinde G. stearothermophilus
DSM-22 endosporlari lizerindeki etkisi: Toebicin
218’in G. stearothermophilus DSM-22 endosporlari
Uzerindeki etkisini test etmek igin 6rnekler inkiibasyo-
nun belirli araliklarinda (0, 1, 2 ve 7 giin) alinmis ve canh
hiicre sayimi yapilmistir. Kirk sekiz saatlik inkiibasyon
sonunda yalnizca Toebicin 218 eklenmis tliplerde kont-
rol grubuna gore misir, bezelye ve salgada sirasiyla 1.8,
1.5 ve 0.8 log azalma gorilmistir. Toebicin 218 ve lak-
tik asitin birlikte eklendigi misir, bezelye ve salga 6rnek-
lerinde ise sirasiyla 1.7, 1.6 ve 0.8 log birimlik azalma
tespit edilmistir. Bir haftalik inkiibasyon sonrasinda, test
edilen 6rneklerde, kontrol grubu haricinde, canli hiicre-
ye rastlanmamistir (Tablo 2).

Tablo 1. Toebicin 218 ve Toebicin 218+laktik asit kombinasyonunun farkl gida 6rneklerinde Geobacillus stearothermophilus DSM-22’nin
vejetatif hiicreleri lizerine etkisi.

Canli hiicre sayisi

Konserve misir Konserve bezelye Domates salgasi

inkiibasyon siiresi Kontrol  Toebicin Toebicin Kontrol  Toebicin  Toebicin Kontrol  Toebicin  Toebicin
(guinler) 218 218 + 218 218 + 218 218 +
laktik asit laktik asit laktik asit
0 5.03+0.03 5.03+0.03 5.03+0.03 5.03+0.06 5.03+0.06 5.03+0.06 4.41+0.06 4.4110.06 4.41+0.06
2 5.03+0.01 4.48+0.12 4.79+0.00 5.02+0.03 3.56+0.10 3.69+0.02 3.55+0.15 3.24+0.18 3.13%0.06
4 4.98+0.01 3.25+0.00 3.48%0.13 5.02+0.02 2.96+0.04 3.42+0.10 4.40+0.02 2.70+0.12 2.6310.11
24 5.56 +0.04 ND* ND* 5.41+0.29 ND* ND* 3.57+0.29 ND* ND*

*Plaklarda canli hiicre sayilmamistir.
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Tablo 2. Toebicin 218 ve Toebicin 218 + laktik asit kombinasyonunun farkli gida 6rneklerinde Bacillus coagulans DSM1’in vejetatif hiicreleri
lizerine etkisi.

Canli hiicre sayisi

Konserve misir Konserve bezelye Domates salgasi

inkiibasyon siiresi Kontrol Toebicin  Toebicin Kontrol  Toebicin  Toebicin Kontrol  Toebicin  Toebicin
(giinler) 218 218 + 218 218 + 218 218 +
laktik asit laktik asit laktik asit
0 4.74+0.00 4.74+0.00 4.74+0.00 5.1740.07 5.17+0.07 5.17+0.07 4.0240.18 4.02+0.18 4.02+0.18
2 4.860.06 3.06+0.03 3.17+0.07 4.7620.14 3.24+0.00 3.13%0.1 4.08+0.08 3.23%0.40 3.3+0.20
4 4.78+0.02 2.63+0.01 2.83+0.17 4.72+0.05 2.70+0.06 2.63+0.05 4.440.18 2.28+0.16 2.35+0.62
24 4.87+0.20 ND* ND* 5.53+0.00 ND* ND* 2.71+0.27 ND* ND*

*Plaklarda canli hiicre sayilmamistir.

Tablo 3. Toebicin 218 ve Toebicin 218 + laktik asit kombinasyonunun farkl gida 6rneklerinde Geobacillus stearothermophilus DSM-22
endosporlari lizerine etkisi.

Canli hiicre sayisi

Konserve misir Konserve bezelye Domates salgasi

inkiibasyon siiresi Kontrol  Toebicin Toebicin Kontrol  Toebicin  Toebicin Kontrol  Toebicin  Toebicin
(guinler) 218 218 + 218 218 + 218 218 +
laktik asit laktik asit laktik asit
0 5.03+0.03 5.03+0.03 5.03+0.03 5.03+0.06 5.03+0.06 5.03+0.06 4.41+0.06 4.4110.06 4.41+0.06
2 5.03+0.01 4.48+0.12 4.79+0.00 5.02+0.03 3.56+0.10 3.69+0.02 3.55+0.15 3.24+0.18 3.13+0.06
4 4.98+0.01 3.25+0.00 3.48+0.13 5.02+0.02 2.96+0.04 3.42+0.10 4.40+0.02 2.70+0.12 2.63+0.11
24 5.56 £0.04 ND* ND* 5.41+0.29 ND* ND* 3.57+0.29 ND* ND*

*Plaklarda canli hiicre sayilmamuistir.

Tablo 4. Toebicin 218 ve Toebicin 218 + laktik asit kombinasyonunun farkl gida 6rneklerinde Bacillus koagulans DSM-1 endosporlari lize-
rine etkisi.

Canli hiicre sayisi

Konserve misir Konserve bezelye Domates salgasi

inkiibasyon siiresi Kontrol  Toebicin  Toebicin Kontrol  Toebicin  Toebicin Kontrol  Toebicin  Toebicin
(gtinler) 218 218 + 218 218 + 218 218 +
laktik asit laktik asit laktik asit
0 5.76+0.03 5.76+0.03 5.76+0.03 5.3+0.09 5.3x0.09  5.3+0.09 5.56+0.07 5.56+0.07 5.56+0.07
1 5.76+0.11 4.41+0.25 4.5+0.01 5.71#0.01 3.68+0.22 3.39+0.06 5.19+0.16 2.27+0.01 2.23%+0.12
2 4.68+0.06 3.65+0.01 3.45+0.15 5.17+0.08 2.75+0.01 2.63+0.14 2.71+0.14 2.01+0.15 2.21+0.20
7 4.57+0.12 ND* ND* 4.52+0.03 ND* ND* 2.21+0.05 1.73+0.04 1.86%0.12
15 ND* ND* ND* ND* ND* ND* 2.5+0.30 ND* ND*

*Plaklarda canli hiicre sayilmamuistir.

Toebicin 218’in gida orneklerinde vejetatif
B. coagulans hiicreleri Uzerindeki etkisi: Toebicin
218’in B. coagulans DSM1 (izerindeki etkisine bakil-
diginda, misir, bezelye ve salca 6rneklerinde 4 saat
icinde sirasiyla canli hiicre sayilarinin 2.1, 2.5, 1.7 log
birim azaldigi gorGlmustir. Dort saat sonra laktik asit
takviyeli orneklerde benzer sonuglar gozlenmistir.
Yirmi dort saatlik inkiibasyonun sonunda, kontrol

disinda test edilen tim gida numunelerinde koloni
sayllarinin limit seviyesinin altinda oldugu gorilmus-
tir (Tablo 3).

Toebicin 218’in gida orneklerinde B. coagulans
endosporlari lizerindeki etkisi: Toebisin 218’in tek
basina B. coagulans endosporlarina karsi test edil-
mesi sonucunda misir, bezelye ve salca 6rneklerindeki
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koloni sayimlarinda sirasiyla 2.1, 2.6, ve 3.6 log birim-
lik disus gdzlenmistir. Orneklere uygulanan laktik
asit takviyesi benzer seviyedeki canh hiicre sayilarini
2.3, 2.7, 3.4 log birim kadar dustirmustir. Konserve
misir ve konserve bezelye igin 7 giinlik inkiibasyo-
nun sonunda canli hiicreye rastlanmazken, domates
salcasinda bir hafta inkiibasyon sonunda kontrol gru-
bunda hala canh bakteri oldugu belirlenmistir (Tablo
4).

Resim 1. Toebicin 218’in Geobacillus stearothermophilus’a karsi
aktivitesi.

TARTISMA

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda, Toebicin 218’in gida-
larda bulunan her iki bakterinin blylimesine karsi
etkili oldugu bulunmustur. Vejetatif hiicre ilaveli
deney diizeneklerinde 24 saat iginde tamamen inak-
tivasyon gozlenirken, endospor iceren gidalarda 2-7
veya 7-15 gln arasinda canli hiicre sayimi, limit sevi-
yenin altinda kalmistir.

Laktik asit, antimikrobiyal 6zellige sahip bir organik
asittir ve genellikle diisiik pH seviyelerinde bakteri-
yosinin net yukin({ artirabilmesi nedeniyle bakteri-
yosinlerle birlikte kullanilir. Béylece laktik asit, bakte-
riyosinin hilicre ceperi icinden translokasyonunu
kolaylastirir ayrica bakteriyosinin ¢6zUnurlGgini
arttirnir®), Ancak calismamizda, laktik asit takviyesi-
nin G. stearothermophilus endosporlari disinda belir-
gin bir mikrobiyal inaktivasyon etkisi yoktur. Yirmi
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dort saatlik inkiibasyonun sonunda, vejetatif bakteri
hicreleri ile inokiile edilen érneklerde canli hiicreler
gbzlenmezken, endosporlarla kontamine olmus gida
numunelerinde hald yasamda kalan hiicreler mev-
cuttur. Bu durum, Toebicin 218’in vejetatif hiicre
membranlarinda por olusturma etkisi ile agiklanabilir
(yayinlanmamis veri). Bakteriyel endosporlar vejeta-
tif hicrelerle karsilastirildiginda birkag istisna disinda
bakteriyosin uygulamasina karsi daha direnclidir®*
%), Calismamizda, endospor inokile edilen 6rnek-
lerde hicre sayisinda (en az 2.1 log Unite - en fazla
3.2 log unite) gugli azalma gozlenmistir. Ayrica
G. stearothermophilus endosporlarinin, konserve
bezelye ve misir 6rneklerinde hiicre sayisinda daha
yuksek azalma seviyeleri ile bakteriyosin uygulamasi-
na daha duyarli oldugu bulunmustur. Viedma ve
ark.®®, 2009 konserve ve hindistancevizi sitlerinde
G. stearothermophilus’a karsi test edilen Enterocin
AS-48 icin de benzer sonuglar Dbildirmistir.
Arastirmacilar, hindistancevizi sttindeki bakteri
inaktivasyonunun vejetatif hiicreler icin endosporlar-
dan daha hizli oldugunu bulmuslardir. Enterocin
AS-48 ayni zamanda B. coagulans’in vejetatif hiicre-
leri ve endosporlarina karsi konserve meyve ve bitki-
sel gidalarda da test edilmistir. B. coagulans hiicrele-
ri domates salcasinda 37°C’de 24 saat icinde 3 log
birim azalmis ve 15 gilinlik inkiilbasyonun sonunda
hicbir canli hiicre goézlenmemistir. Calismamizda
domates salgasi ile kurulan deney dizeneklerinin
kontrol gruplarinda hiicre sayisi azalirken konserve
bezelye ve misirda hafif bir artis yasanmistir. Bu
durum domates salgasinda kullanilan bazi kimyasal
maddeler veya katki maddeleri ile ilgili olabilir.

Baska bir calismada, enterocin EJ97, hindistan cevizi
sitl, konserve bezelye ve misir, hindistan cevizi
suyunda G. stearothermophilus CECT48 ve CECT 49
suslarina karsi test edilmistir. Otuz glinlik inkibasyo-
nun sonunda canli hiicre sayilarinin limit seviyeleri-
nin altinda oldugu belirlendi ve arastirmacilar, mikro-
biyal inaktivasyondaki degisikliklerin bakteriyosin
konsantrasyonuna ve kullanilan gidanin tiriine bagh
oldugunu belirtmiglerdir®. Enterocin EJ97 ayni
zamanda B. coagulans’a karsli konserve misir ve
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bezelye sivilarinda EDTA igceren veya icermeyen poli-
etilen paketlemede kullaniimistir. Mikroskopik ince-
lemelere gore, bakteri ve EDTA ile muamele edilmis
orneklerde 24 saatlik inklibasyon sonunda 6li hiicre
seviyesinin %97 oldugu bulunmustur®”),

Bu calismada, Toebicin 218’in konserve gida 6rnekle-
rinde hem G. stearothermophilus hem de
B. coagulans’in vejetatif hiicrelerinin ve endosporla-
rinin gelisimini inhibe ettigi bulunmustur. Bu 6zellik-
lerinden dolayi, Toebisin 218 bakteriyosini konserve
gida Urlinlerinde bozulmaya neden olan ve endospor
olusturan bakterileri inhibe etmek icin glivenli bir
biyolojik koruyucu olarak kullanilma potansiyeline
sahiptir.
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