
Girifl

Laktokoklar (Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis
subsp. cremoris ve L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis); laktozu fermente ederek laktik asit
oluflturma, kazein hidrolizi (proteolitik aktivite) ve
bakteriyosin üretimi baflta olmak üzere, üretim teknolojisi
ve ürün tipine ba¤l› di¤er biyokimyasal özellikleri de
saptanmak suretiyle, starter kültür sufllar› olarak
tan›mlanmakta ve fermente süt endüstrisinde
kullan›lmaktad›r (1, 2, 3, 4). Laktokoklarda laktoz

fermentasyonunun ana ürünü olan laktik asit, fermente
süt ürünlerinin yap›sal ve aromatik özelliklerinin
oluflturulmas› yan›nda, patojenik ve bozulma etmeni
mikroorganizmalara karfl› da koruyucu rol oynamaktad›r
(5, 6). Di¤er yandan bu bakteriler, içerdikleri proteinaz
enzim sistemleri ile kazeini parçalayarak geliflmeleri için
zorunlu ya da geliflmelerini teflvik eden amino asitleri
oluflturmaktad›r (7). Ayr›ca, kazein hidroliz ürünlerinin
peynirlerde tat ve aroman›n oluflumunda rol oynad›¤›
saptanm›flt›r (8).

Turk J Vet Anim Sci
25 (2001) 615-621
© TÜB‹TAK

615

Laktokoklarda Endüstriyel Aç›dan Önem Tafl›yan Özelliklerin
Genetik Determinantlar›

Mustafa AKÇEL‹K 
Ankara Üniversitesi, Ziraat Fakültesi G›da Mühendisli¤i Bölümü, Ankara - TÜRK‹YE

P›nar fiANLIBABA
Ankara Üniversitesi, Kalecik Meslek Yüksek Okulu, Ankara - TÜRK‹YE

Ça¤la TÜKEL
Ankara Üniversitesi, Ziraat Fakültesi G›da Mühendisli¤i Bölümü, Ankara - TÜRK‹YE

Yasin TUNCER
Süleyman Demirel Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, G›da Mühendisli¤i Bölümü, Isparta - TÜRK‹YE

Gelifl Tarihi: 10.10.2000

Özet: L. lactis subsp. lactis MPL114, L. lactis subsp. cremoris MPC112 ve L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis MPD166
sufllar›nda laktoz fermentasyonu, proteolitik aktivite ve bakteriyosin üretiminin genetik determinantlar› araflt›r›ld›. Mutasyon ve
genetik aktar›m çal›flmalar› sonucu, L. lactis subsp. cremoris MPC112 suflunda her üç özelli¤in de 65.4 kb büyüklükte bir plazmid
taraf›ndan kodland›¤› belirlendi. L. lactis subsp. lactis MPL114 suflunda 68.0 kb büyüklükteki plazmidin laktoz fermentasyonu ve
proteolitik aktivite özeliklerini, 12.4 kb büyüklükteki plazmidin ise bakteriyosin üretimi özelli¤ini kodlad›¤› saptand›. L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis MPD116 suflunda ise 61.0 kb’ l›k plazmid laktoz fermentasyonu, 14.2 kb’ l›k plazmid proteolitik aktivite
ve 9.0 kb’ l›k plazmid bakteriyosin üretiminden sorumlu bulundu.

Anahtar Sözcükler: Laktokoklar, laktoz fermentasyonu, proteolitik aktivite, bakteriyosin üretimi, plazmid 

Genetic Determinants of Industrially Important Characters
in Lactococci

Abstract: Genetic determinants of lactose fermentation, proteolytic activity and bacteriocin production in the strains L. lactis subsp.
lactis MPL114, L. lactis subsp. cremoris MPC112 and L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis MPD166 were studied. As a result
of mutation and genetic transfer studies, it was determined that all of these characters were encoded by the 65.4 kb plasmid in L.
lactis subsp. cremoris MPC112. Lactose fermentation and proteolytic activity were encoded by the 68.0 kb plasmid and bacteriocin
production was encoded by the 12.4 kb plasmid in L. lactis subsp. lactis MPL114. Lactose fermentation, proteolytic activity and
bacteriocin production in L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis MPD166 strain were found to be responsible for the 61.0 kb,
14.2 and 9.0 kb plasmids respectively.

Key Words: Lactococci, lactose fermentation, proteolytic activity, bacteriocin production, plasmid



Laktokoklar›n üretti¤i bakteriyosinler, etki
mekanizmalar› ve biyokimyasal özellikleri esas al›narak befl
grup alt›nda toplanmaktad›r. Bunlar; diplokoksinler,
laktokoksinler, laktokokkal porasyon kompleksleri,
laktoztrepsinler ve lantibiyotiklerdir (9). Genellikle dar bir
etki spektrumuna sahip olan bu gruplar içerisinde, özellikle
asitli g›dalar›n korunmas›nda, lantibiyotikler grubu üyesi
nisin yayg›n bir kullan›m alan› bulmaktad›r (10). Nisinin,
Clostridium, Staphylococcus, Listeria ve Bacillus gibi önemli
g›da bozulma etmeni ve patojen mikroorganizmalar›n
geliflimini engelledi¤i saptanm›flt›r (11).

Bu araflt›rmada, Lactococcus cinsine ait iki alt tür ve
bir biyovaryetede laktoz metabolizmas›, proteolitik
aktivite ve bakteriyosin üretiminin genetik
determinantlar›n›n saptanmas› amaçlanm›flt›r.

Materyal ve Metot

Materyal 

Araflt›rmada kullan›lan bakteriler Tablo 1’de
verilmifltir. Lactococcus sufllar› M17 ortam›nda (12)
gelifltirilmifltir. Laktoz fermentasyon yetene¤ini kaybetmifl
(Lac-) mutantlar için, bu ortama laktoz yerine glukoz ilave
edilmifltir. Leuconostoc carnosum ve Lactobacillus
plantarum MRS broth’ta (13), Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus ve Listeria monocytogenes standart
Nutrient broth’ta (Merck, Darmstadt, Germany)
gelifltirilmifltir.

Bakteri kültür stoklar›, % 40 oran›nda gliserol içeren
s›v› besin ortamlar›nda ve - 4°C’ta saklanm›flt›r.

Metot

Mutantlar›n Seçimi ve Plazmid ‹zolasyonu

Plazmid giderme çal›flmalar›nda mutajen ajan olarak
akriflavin (Sigma Chem. Co., USA) kullan›lm›flt›r.
Laktokok sufllar›n›n laktoz fermentasyonu ve proteolitik
aktivite özelliklerindeki de¤iflmeler Fast-Slow Differential
Agar (14) ortam›nda belirlenmifltir. Laktoz
fermentasyonu ve proteolitik aktivite yetene¤ini (Lac+ ve
Prt+) sürdüren koloniler; 2-3 mm çap›nda, beyaz, konkav
morfolojik yap›da ve koloni çevresinde k›rm›z› zon
oluflumu ile tan›mlanm›flt›r. Laktoz fermentasyonu ve
proteolitik aktivite yetene¤ini kaybetmifl (Lac- ve Prt-)
koloniler ise; düz, yar› fleffaf, çaplar› 1 mm den küçük
olmalar› ve presipitasyon zonu oluflturmamalar› esas›na
göre seçilmifltir. Bu kolonilerin bakteriyosin üretimleri
agar diffüzyon yöntemi (15) ile belirlenmifltir. 

Plazmid DNA izolasyonunda Anderson ve McKay (16)
taraf›ndan önerilen alkali denatürasyon yöntemi
kullan›lm›fl ve DNA örnekleri sezyum klorür-etidyum
bromit (CsCl-EtBr) yo¤unluk gradienti ile saflaflt›r›lm›flt›r
(17). Plazmid büyüklüklerinin saptanmas›nda cccDNA
marker moleküllerinden (BRL, Product No: 5622SA,
USA) yararlan›lm›flt›r.

Bakteriyosin Biyodenemeleri

Bakteriyosin üretimi (Bac+) ve bakteriyosin dirençlilik
(Imm+) testlerinde, agar diffüzyon yöntemi kullan›lm›flt›r.
Spesifik bakteriyosin aktivitesi (AU/ml), indikatör
mikroorganizmaya karfl› berrak zon veren en yüksek
dilüsyon oran›n›n 100 ile çarp›m› sonucu elde edilmifltir.
Bakteriyosinlerin k›smi saflaflt›r›lmas›nda amonyum sülfat
presipitasyon yönteminden yararlan›lm›flt›r (18).

Bakteriyosin aktivitesi üzerine pH’n›n etkisini
belirlemek amac› ile, hücrelerden ar›nd›r›lm›fl kültür
s›v›lar›n›n pH’s›, 6 N NaOH ya da HCl kullan›lmak
suretiyle, 2-11 aras›nda 10 farkl› düzeyde ayarlanm›flt›r.
Örnekler 4°C’ta 24 saat tutulduktan sonra, indikatör
mikroorganizmaya karfl› aktiviteleri belirlenmifltir.
Bakteriyosin aktivitesi üzerine s›cakl›¤›n etkisi ise,
nötralize edilmifl kültür s›v›lar›n›n 100°C de 5, 10, 15 ve
20 dk sürelerle inkübe edilmesinden sonra saptanm›flt›r.
Nötralize edilmifl kültür s›v›lar› ayn› zamanda; tripsin (pH
7.0), α-kemotripsin (pH 7.0), proteinaz K (pH 7.0),
pepsin (pH 3.0), α-amilaz (pH 7.0), lipaz (pH 7.0),
katalaz (pH 7.0) ve lizozim (pH 7.0) ile 37°Cde 2 saat
inkübe edilmifl ve bu süre bitiminde reaksiyon, deney
ortamlar›n›n 100°C’ta 5 dk tutulmas› sonucu
durdurulmufltur. Enzim uygulamayan örnekler kontrol
olarak kullan›lm›flt›r (19).

S›cakl›k ve enzim uygulamas›ndan sonra kültür
s›v›lar›nda kalan bakteriyosin aktivitesi, L. lactis subsp.
cremoris LC5 indikatör sufluna karfl› kritik dilüsyon
yöntemi (15) ile belirlenmifltir.

Sonuçlar ve Tart›flma 

L. lactis sufllar›nda laktoz fermentasyonu (Lac+),
proteolitik aktivite (Prt+) ve bakteriyosin üretimi (Bac+)
özelliklerini kodlayan genetik determinantlar›n
belirlenmesinde; akriflavin uygulamas›ndan sonra Fast-
Slow Differential Agar ortamlar›nda Lac+, Prt+; Lac+, Prt-;
Lac-, Prt+ ve Lac-, Prt- fenotipler esas al›narak seçilen ve
agar diffüzyon yöntemi ile indikatör bakteriye karfl› ( L.
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lactis subsp. cremoris LC5) bakteriyosin üretim özellikleri
tan›mlanan (Bac+ ya da Bac-) kolonilerin plazmid
profillerinden yararlan›lm›flt›r. Bu denemelerde, belirli bir
plazmid veya plazmidlerin varl›¤›nda ya da yoklu¤unda
laktoz fermentasyonu, proteolitik aktivite ve bakteriyosin
üretim özellikleri de¤iflen mutantlar esas al›nm›flt›r (fiekil
1, 2 ve 3).

Mutant seçme ve seçilen mutantlara ait plazmid
profillerinin, do¤al sufllar›n plazmid içerikleri ile
karfl›laflt›r›lmas› sonucu; L. lactis subsp. cremoris
MPC112 suflundan sadece 65.4 kb büyüklükteki
plazmidin kayb›n›n, Lac-, Prt- ve Bac- fenotipin oluflumuna
yol açt›¤› saptanm›flt›r (fiekil 1). L. lactis subsp. lactis
MPL114 suflunda ise, sadece 68.0 kb büyüklükteki
plazmidi içeren mutant›n (MPL114-11) Lac+ ve Prt+ ancak
Bac- fenotipik özellik gösterdi¤i, di¤er yandan do¤al
sufltan yaln›z 12.4 kb büyüklükteki plazmidi içermemesi
ile ayr›lan MPL114-8 mutant›n›n da Lac+, Prt+, Bac-

özellikte oldu¤u saptanm›flt›r (fiekil 2). Son olarak, L.
lactis subsp. lactis biovar. diactylactis MPD166 suflunda
yaln›z 61.0 kb plazmidi içeren mutant›n (MPD166-2)
Lac+, Prt+ ve Bac-, 26.3 kb ve 22.1 kb plazmidleri
kaybetmifl mutant›n (MPD166-20) Lac+, Prt+, Bac+,
yaln›z 50.8 kb plazmidi içeren mutant›n (MPD166-71)
Lac-, Prt-, Bac-, 26.3 kb ve 14.2 kb plazmidleri içeren
mutant›n (MPD166-42) Lac-, Prt+, Bac- ve 50.8 kb, 14.2
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Tablo1. Araflt›rmada kullan›lan bakteriler

Bakteriler Özellik Kaynak ya da Referans

L. lactis subsp. lactis MPL114 Lac+, Prt+, Bac+ (20)

L. lactis subsp. cremoris MPC112 Lac+, Prt+, Bac+ (20)

L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis MPD166 Lac+, Prt+, Bac+ (20)

L. lactis subsp. lactis ATCC7962 Nisin üretici sufl W. M. de Vosa

L. lactis subsp. cremoris LC5 Nisin ve bakteriyosin duyarl› indikatör sufl (21)

L. lactis subsp. cremoris LC13 Nisin ve bakteriyosin duyarl› indikatör sufl (21)

Micrococcus luteus NCIMB8166 Nisin duyarl› indikatör sufl J. Erde¤erb

Lactobacillus plantarum ATCC2046 Nisin duyarl› indikatör sufl C. Gürakanc

Staphylococcus aureus ATCC6538 Nisin duyarl› indikatör sufl (21)

Listeria monocytogenes ATCC15313 Nisin duyarl› indikatör sufl (21)

Leuconostoc carnosum DSM5576 Nisin duyarl› indikatör sufl (21)

Lac+: Laktoz fermentasyonu özelli¤i

Prt+ : Proteolitik aktivite

Bac+: Bakteriyosin üretim özelli¤i
a : NIZO, The Netherlands
b : Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi 
c : ODTÜ G›da Mühendisli¤i Bölümü

fiekil 1. L. lactis subsp. cremoris MPC112 suflu ve mutantlar›n›n
plazmid içerikleri

1; MPC112-33 (Lac-, Prt-, Bac-): 29.1 kb

2; MPC112-3 (Lac-, Prt-, Bac-): 48.2, 44.6 ve 6.4 kb

3; MPC112 (Lac+, Prt+, Bac+, do¤al sufl): 65.4, 48.2, 44.6,

29.1 ve 6.4 kb



kb ve 9.0 kb plazmidleri içeren mutant›n (MPD166-7)
Lac-, Prt+ ve Bac+ özellikler içerdi¤i saptanm›flt›r (fiekil 3).
Bu sonuçlar; L. lactis subsp. cremoris MPC112 suflunda
her üç özelli¤in de 65.4 kb, L. lactis MPL114 suflunda
laktoz fermentasyonu ve proteolitik aktivite özelliklerinin
68.0 kb, bakteriyosin üretim özelli¤inin ise 12.4 kb ve L.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis MPD166 suflunda
laktoz fermentasyonunun 61.0 kb, proteolitik aktivite
özelli¤inin 14.2 kb ve bakteriyosin üretiminin 9.0 kb
büyüklükteki plazmidler taraf›ndan kodland›¤›na iflaret
etmektedir. Laktokoklarda laktoz fermentasyonu,
proteolitik aktivite, faj dirençlilik ve bakteriyosin üretimi
gibi endüstriyel aç›dan önem tafl›yan özelliklerin, de¤iflik
kombinasyonlarda olmak üzere ayn› genetik
determinantlar taraf›ndan kodland›¤› belirlenmifltir.

Ancak bu flufllarda laktoz fermentasyonu ve proteolitik
aktivite özelliklerinin gen kodu genellikle farkl› plazmidler
üzerinde tafl›nmaktad›r (21, 22, 23, 24, 25).

L. lactis sufllar›n›n üretti¤i bakteriyosinlerin
karakteristikleri, L. lactis subsp. lactis ATCC7962
suflunun üretti¤i nisin ile karfl›laflt›rmak suretiyle
tan›mlanm›flt›r. L. lactis subsp. lactis MPL114 ve L. lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis MPD166 sufllar›n›n
üretti¤i bakteriyosin sadece L. lactis subsp. cremoris
sufllar›na karfl› inhibitör etki gösterirken, L. lactis subsp.
cremoris MPC112 suflunun üretti¤i bakteriyosin, t›pk›
nisin gibi, denenen tüm bakterilere karfl› etkili
bulunmufltur (Tablo 2). MPL114 ve MPD 166 sufllar›n›n
k›smi saflaflt›r›lm›fl bakteriyosinlerinin L. lactis subsp.
cremoris LC5 sufluna karfl› inhibitör etkisi; tripsin, a-
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fiekil 2. L. lactis subsp. lactis MPL114 suflu ve mutantlar›n›n
plazmid içerikleri

1; MPL114-11(Lac+, Prt+, Bac-): 68.0 kb
2; MPL114-8 (Lac+, Prt+, Bac-): 68.0, 65.4, 60.0 ve 10.8
kb
3; MPL114 (Lac+, Prt+, Bac+, do¤al sufl): 68.0, 65.4, 60.0,
12.4 ve 10.8 kb

fiekil 3. L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis MPD166 suflu ve
mutantlar›n›n plazmid içerikleri

1; MPD166-42 (Lac-, Prt+, Bac-): 26.3 ve 14.2 kb
2; MPD166-7 (Lac-, Prt+, Bac+): 50.8, 14.2 ve 9.0 kb
3; MPD166 (Lac+, Prt+, Bac+, do¤al sufl): 66.0, 61.0, 52.6,
50.8, 44.4, 26.3, 22.1, 14.2 ve 9.0 kb
4; MPD166-20 (Lac+, Prt+, Bac+): 66.0, 61.0, 52.6, 50.8,
44.4, 14.2 ve 9.0 kb
5; MPD166-2 (Lac+, Prt-, Bac-): 61.0 kb
6; MPD166-71 (Lac-, Prt-, Bac-): 50.8 kb



kemotripsin, proteinaz K ve pepsin uygulamas› sonucu
tamamen kaybolurken, MPD166 bakteriyosini, yine nisin
kontrolü ile paralel bir flekilde, α-kemotripsin ve
proteinaz K muamelesi sonucunda inhibitör etkisini
kaybetmifltir. Tüm sufllar›n üretti¤i bakteriyosinler ›s›
stabil özellik göstermifltir (Tablo 3). MPL114 ve MPD166
sufllar› bakteriyosinleri pH 2 ve pH 3’de hiçbir inhibitör
etki göstermezken, en yüksek inhibisyon etkisi pH 7-pH
8’de belirlenmifltir. pH 9 ve üzerinde inhibitör etki, her iki
bakteriyosinde de azalmaya bafllam›flt›r. MPC112
bakteriyosini ve nisin pH 2, pH 3 ve pH 4’de maksimum

etki göstermifltir. pH 5 ve üzerinde L. lactis subsp. cremoris
LC5 sufluna karfl› inhibitör etki azalmaya bafllam›fl ve pH
7’de bu etki nisin için % 89.0, MPD166 bakteriyosini için
ise % 87.12 oran›nda düflmüfltür (Tablo 4).

Bu bulgular, MPL114 ve MPD166 sufllar›n›n; tür içi
etki spektrumuna sahip, ›s› stabil ve protein alt üniteleri
içeren bakteriyosinler üretti¤ine iflaret etmektedir.
Yukar›da tan›mlanan özellikler laktokoksinlerin genel
karakteristikleri ile uyum göstermektedir (26, 27, 28).
MPD166 suflunun üretti¤i bakteriyosinin; ATCC7962
suflu taraf›ndan üretilen nisin ile ayn› biyolojik aktiviteye
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Tablo 2. L. lactis sufllar› ve nisin üretici kontrol sufl L. lactis subsp. lactis ATCC7962 suflunun hücreden ar›nd›r›lm›fl ve nötralize edilmifl kültür
s›v›lar›n›n (CFNS) bakteri inhibisyon spektrumu

‹ndikatör Sufllar CFNSa

MPL114 MPC112 MPD166 ATCC7962

L. lactis subsp. cremoris LC5 + + + +

L. lactis subsp. cremoris LC13 + + + +

Leuconostoc carnosum DSM5576 - + - +

Lactobacillus plantarum ATCC2046 - + - +

Micrococcus luteus NCIMB8166 - + - +

Staphylococcus aureus ATCC6538 - + - +

Listeria monocytogenes ATCC15313 - + - +

a :  Hücrelerden ar›nd›r›lm›fl kültür s›v›lar›, 6N NaOH kullan›lmak suretiyle pH 6.5-7.0 düzeyine ayarlanm›fl ve 100°C’ta 5 dk ›s›t›ld›ktan sonra 
kullan›lm›flt›r.

-  : ‹nhibitör etki yok.
+ : ‹nhibitör etki var.

Tablo 3. L. lactis sufllar›n›n üretti¤i bakteriyosinlerin aktivitesi üzerine enzimler ve s›cakl›¤›n etkisi

Uygulama Bakteriyosin Aktivitesi (AU/mL)

MPL114 MPC112 MPD166 ATCC7962

Kontrol 8200 12400 6600 10200

Tripsin (Sigma, No. T8658) 0 13600 0 12800

α-Kemotripsin (Sigma, No. C-6423) 0 0 0 0

Proteinaz K (Sigma, No. C-0390) 0 0 0 0

Pepsin (Merck, No. 7147) 0 18800 0 16400

α-Amilaz (Sigma, Tip VIIA) 8000 14200 6200 13400

Katalaz (Sigma, No. C-10) 7200 14200 5400 13400

Lizozim (Sigma, No. 7651) 7200 14200 5400 13400

Lipaz (Sigma, No. L1714) 7200 14200 5400 13400

100°C – 5 dk 7200 14200 5400 13400

100°C – 10 dk 7200 14200 5400 13400

100°C– 15 dk 7200 14200 5400 13400

100°C– 20 dk 2400 2400 1200 4800



sahip olmas› ve pH, s›cakl›k ve enzim muamelesine karfl›
da benzer davran›fl› göstermesi, bu inhibitör materyalin
nisin oldu¤unun güçlü delilleridir. Zira pH 2-3 civar›nda
optimum aktivite gösteren ve tür d›fl› inhibitör etkiye
sahip yegane laktokokkal bakteriyosin, nisin’dir (29, 30).

Araflt›rmada kullan›lan sufllar içerisinde L. lactis subsp.
cremoris MPC112; gerek tan›mlanan her üç metabolik
özelli¤inin de tek bir plazmid taraf›ndan kodlanmas› ve
gerekse genifl bir antimikrobiyel spektrumuna sahip bir
inhibitör madde üretmesi özellikleri ile, endüstriyel
starter kültür sufllar› gelifltirme çal›flmalar› için ideal bir
konakç› kapasitesi göstermektedir.
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Tablo 4. L. lactis sufllar›n›n üretti¤i bakteriyosinlerin aktivitesi üzer-
ine pH’ n›n etkisi

pH Bakteriyosin Aktivitesi (AU/mL)

MPL114 MPC112 MPD166 ATCC7962

2 0 32600 0 30800
3 0 32600 0 30800
4 1800 32600 800 30800
5 3200 28400 2400 26600
6 7400 16200 5800 13200
7 8200 4200 6600 2800
8 8200 2200 6600 800
9 6400 2200 4600 800
10 2400 1800 1200 800
11 1600 200 600 200
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