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Lactococcus lactis Suş lar ı n ı n Stres Koş ullar ı na Dirençlilik 
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Özet: Bu çal ış mada, L. lactis subsp. lactis LL52, L. lactis subsp. cremoris LC79 ve L. lactis subsp. lactis biovar. 
diacetylactis LD62 suş lar ı nda dört farkl ı  stres koş uluna karşı  hücresel dirençlilik geli ş imi araş t ı r ı ld ı . Stres koş ulu olarak 
yüksek ve dü şük s ı cakl ı k, düş ük asitlik ve ozmotik bas ı nc ı n kullan ı ld ığı  denemelerde, LL52 di ğ er suş lardan daha 
duyarl ı  bulundu. Stres koş ullar ı na dirençlilik ya indüksiyona bağ l ı  ya da sürekli bir karakter gösterdi. Stres dirençlilik 
indüksiyonu, bakteri tipine ve stres faktörlerine ba ğ l ı  olarak hücre üremesinin 40 ve 90 dakikalar] aras ı nda meydana 
geldi. 

Anahtar Kelimeler: Lactococcus lactis, stres, direnç 

Resistance Characteristics of Lactococcus lactis Strains Under Stress 
Conditions 

Abstract: In this study, cellular resistance responses against four stress factors were investigated for the strains 
L. lactis subsp. lactis LL52, L. lactis subsp. cremoris LC79 and L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis LD62. Strain 
LL52 was found to be the most sensitive strain at the end of stress bioassays such as high and low temperatures, low 
pH and osmotic pressure. Stress resistance specif ı cities of these strains were showed either inducible or constitutive 
characteristics. Stress resistance induction occurred between 40 - 90 minutes of cell growth according to the bacterial 
types and stress factors. 
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Giriş  

Laktokoklar ı n (Lactococcus) starter kültür olarak 
kullan ı lan su ş lar ı ; fermente süt ürünlerinin yap ı sal ve 
aromatik özelliklerinin geli ş imi yan ı nda, bu ürünlerin g ı da 
kökenli hastal ı k ya da g ı da bozulmas ı  etmeni 
bakterilerden korunmas ı nda da aktif bir rol oynamaktad ı r 
(Schleifer ve ark. 1985, Kim ve ark. 1999). Starter 
kültürler, ta şı nma, saklama, kültür transferi ve endüstriyel 
fermentasyonlar ı n değ i ş ik a ş amalar ı nda stres ko ş ullar ı na 
maruz kalmaktad ı r. Bunlar ı n ba ş l ı calar ı ; hammadde 
i ş leme süreçlerinde tipik stres ko ş ulu olan yüksek s ı cakl ı k, 
üretilen starter kültür preparatlar ı n ı n saklanmas ı nda 
karşı la şı lan dü ş ük s ı cakl ı k ya da ozmotik bas ı nç (sprey 
kurutucularda kurutma i ş lemine ba ğ l ı  olarak ortaya ç ı kar) 
ve çoğ u kez do ğ al ortamlar ı nda güne ş  alt ı nda maruz 
kal ı nan ultraviyole ışı nlar (yüksek s ı cakl ı k ile birlikte), 
olarak say ı labilir (Le Bourgeois ve ark. 1995, Sanders ve 
ark. 1999). Do ğ al koş ullarda kritik bir di ğ er stres faktörü de 
yetersiz besin arz ı d ı r (Duwat ve ark. 1999). Üreme 
yeteneğ indeki hücre say ı s ı nda önemli ölçüde dü ş meye yol 
açan stres ko ş ullar ı na dirençli starter kültür su ş lar ı n ı n 
seçimi ve kullan ı m ı , fermente g ı da üretiminde kalite ve 
maliyet ekonomisi aç ı s ı ndan büyük önem ta şı maktad ı r. 
Dirençli su ş lar ı n seçiminde stres ko ş ullar ı n ı n 
tan ı mlanmas ı  en kritik a ş amay ı  teş kil etmektedir. 
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Zira, do ğ al ekosistemlerin önemli ölçüde zarar gördü ğ ü 
günümüz dünyas ı nda, herhangi bir organizma için 
optimum ko ş ullardan söz etmek, ancak deneysel 
ortamlarda mümkün olmaktad ı r (Fukuda ve ark. 2002, 
Kleerebezem ve ark. 2002, Weber ve Jung 2002). Özetle 
doğ al ko ş ullarda ya ş am ı n süreklili ğ i, organizmalar ı n karşı  
karşı ya kald ı klar ı  stres ko ş ullar ı na adaptasyon yetenekleri 
ile doğ rudan ili ş kili hale gelmi ş tir (Jakob ve ark. 1999). 

Bu araş t ı rmada; yüksek ve dü ş ük s ı cakl ı k, dü ş ük 
asitlik ve ozmotik bas ı nç gibi dört de ğ i ş ik stres ko ş uluna 
karşı  direnç yan ı t ı  olu ş turan Lactococcus lactis su ş lar ı n ı n 
tan ı mlanmas ı  amaçlanm ış t ı r. 

Materyal ve Yöntem 

Çal ış ma kapsam ı nda kullan ı lan, L. lactis subsp. 
lactis LL52, L. lactis subsp. cremoris LC79 ve L. lactis 
subsp. lactis biovar. diacetylactis LD62 su ş lar ı  Ankara 
Üniversitesi Ziraat Fakültesi G ı da Mühendisliğ i Bölümü 
kültür koleksiyonundan sa ğ lanm ış t ı r. Su ş lar M17 broth 
ortamlar ı nda (Terzaghi ve Sandine 1975) 30 °  C'de 12 saat 
süreyle geli ş tirilmi ş  ve haftal ı k transferler yap ı larak 
+4°C'de muhafaza edilmi ş tir. 
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* Ayn ı  üst simgeler farklanma olmad ığı n ı , farkl ı  üst simgeler 
farklanma oldu ğ unu gösterir. 
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Bakterilere stres ko ş ullar ı n ı n uygulanmas ı  

M17 s ı v ı  besiyerinde 30°  C'de 18 saat süreyle 
geli ş tirilen kültürler steril santrifüj tüplerine aktar ı lm ış  ve 
5500 devir/dk h ı zda 15 dk santrifüj i ş lemine tabi tutularak 
çöktürülmü ş tür. Deneyden bir saat önce 42 °  C'ye ayarl ı  su 
banyosuna konulan GM17 s ı v ı  besiyeri içerisinde bakteri 
çökeltileri çözülmü ş  ve hücre süspansiyonlar ı  42°  C'deki 
su banyosunda 10 - 150 dk süreyle inkübasyona 
b ı rak ı larak yüksek s ı cakl ı k uygulamas ı  yap ı lm ış t ı r. 
Örnekler her 10 dk'da bir al ı narak analiz edilmi ş tir 
(Whitaker ve Batt 1991). Ayni ko ş ullarda haz ı rlanan ve 
örneklenen L. Lactis su ş lar ı nda ; dü ş ük s ı cakl ı k stres 
koş ulu için +8°  C inkübasyon s ı cakl ığı , ozmotik bas ı nç 
stres ko ş ulu için % 2.5 tuz (NaCI) konsantrasyonu içeren 
geli ş me ortam ı  ve dü ş ük asitlik stres ko ş ulu için de pH 
5.5'e ayarlanan geli ş me ortam ı  kullan ı lm ış t ı r (Wouters ve 
ark. 1998; Wouters ve ark. 1999, Guillot ve ark. 2000, Kim 
ve ark. 2002). 

Canl ı  koloni say ı m ı  sonucu elde edilen tablo girdileri, 
faktöryel varyans analizi ile de ğ erlendirilmi ş tir (Norman 
1981). 

Bulgular ve Tart ış ma 

Stres 	uygulamalar ı ndan 	toplam 	etkilenme 
düzeylerinin 	bakteri 	türleri 	ile 	ili ş kisinin 	bulunup 
bulunmad ığı , çoklu kar şı la ş t ı rma testi kullan ı larak 
ölçülmü ş tür. Bu test sonucunda L. lactis subsp. lactis LL52 
su ş unun stres ko ş ullar ı ndan di ğ er iki bakteriye oranla 
daha yüksek düzeyde etkilendi ğ i (-2,044), L. lactis subsp. 
lactis biovar. diacetylactis LD62 ile L. lactis subsp. 
cremoris LC79 su ş lar ı  aras ı nda ise anlaml ı  bir üreme 
farkl ı l ığı n ı n meydana gelmedi ğ i belirlenmi ş tir (Çizelge 1). 

LL52 Yüksek S ı cakl ı k 

zaman (dk) 

Ş ekil 1. L. lactis subsp. lactis suş unun yüksek s ı cakl ı k 
stresi alt ı ndaki geliş im e ğ risi 

Bakterilerin stres ko ş ullar ı  alt ı nda, zamana kar şı  
üreme grafikleri Ş ekil 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 
12'de verilmi ş tir. L. lactis subsp. lactis LL52 suş unda, 
yüksek s ı cakl ı k uygulamas ı n ı n 0 - 80 dk'lar ı  aras ı nda canl ı  
hücre say ı s ı nda dü ş me belirlenmi ş tir. 80. dk'dan sonra, 
stres ko ş uluna geli ş tirilen hücresel yan ıta ba ğ l ı  olarak, 
150. dk'ya kadar sürekli art ış  meydana gelmi ş tir ( Ş ekil 1). 
Yüksek s ı cakl ı k stresi alt ı nda L. lactis subsp. lactis biovar. 
diacetylactis LD62 su ş unda, L. lactis subsp. lactis LL52 
su ş unun tam aksine, 80. dk'ya kadar üremede art ış  olmu ş , 
80 - 150 dk'lar ı  aras ı nda, hücresel stres yan ı t ı n ı n 
geli ş tirilememesi nedeni ile sürekli azalma tespit edilmi ş tir 
(Ş ekil 2). L. lactis subsp. cremoris LC79 su ş unda da 
s ı cakl ı k stresine kar şı  hücresel yan ı t geli ş tirilememi ş tir. L. 
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis LD62 su ş u ile 
benzer bir ş ekilde, bu su ş ta da stres uygulamas ı n ı n 50. 
dk's ı na kadar canl ı  hücre say ı s ı  artm ış , 50 - 150 dk'lar ı  
aras ı nda azalm ış t ı r ( Ş ekil 3). 

Dü ş ük s ı cakl ı k stresine kar şı , her üç bakteri de 
benzer sonuçlar meydana gelmi ş tir. Stres ko ş ulu 
uygulamas ı nda L. lactis subsp. lactis LL52 ve L. lactis 
subsp. cremoris LC79 su ş lar ı nda 70. dk, L. lactis subsp. 
lactis biovar. diacetylactis LD62 su ş unda ise 80. dk'ya 
kadar canl ı  hücre say ı s ı  azalm ış , bu sürelerden sonra, 
stres yan ıt ı na bağ l ı  olarak, üremede art ış  ba ş lam ış t ı r 
(Ş ekil 4, 5 ve 6). 

Çizelge 1. L. lactis suş lar ı n ı n stres faktörlerinden 
toplam etkilenme düzeyleri 

Bakteri 
	

LLLL52 	LDLD622 	LCLC79 

Ortalama 	-2,044 A* 	1,139 a 	0,315 B  

zaman (dk) 

Ş ekil 2. L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis LD62 
suşunun yüksek s ı cakl ı k stresi alt ı ndaki geliş im 
eğ risi 
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zaman (dk) 

Ş ekil 3. L. lactis subsp. cremoris LC79 suş unun yüksek s ı cakl ı k stresi alt ı ndaki geliş im eğ risi 

LD62 Dü ş ük S ı cakl ı k 

LL52 Düş ük S ı cakl ı k 

zaman (dk) 

Ş ekil 4. L. lactis subsp. lactis LL52 su ş unun düş ük 
s ı cakl ı k stresi alt ı ndaki geli ş im 
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Ş ekil 5. L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis LD62 
suş unun düş ük s ı cakl ı k stresi e ğ risi alt ı ndaki geliş im 
eğ risi 

LC79 Dü ş ük S ı cakl ı k 

zaman (dk) 

Ş ekil 6. L. lactis subsp. cremoris LC79 su ş unun düş ük s ı cakl ı k stresi alt ı ndaki geli ş im eğ risi 
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Ozmotik stres ko ş ullar ı nda L. lactis subsp. lactis 
LL52 su ş unda hücresel yan ı t haz ı rl ı k süresi 0 - 40 dk 
aras ı nda tan ı mlanm ış t ı r. Bu zaman diliminde üremede 
azalma meydana gelirken, 40 - 150 dk aras ı nda, stres 
koş ullar ı na direnç özelli ğ inin kazan ı lmas ı  sonucu, art ış  
belirlenmi ş tir ( Ş ekil 7). L. lactis subsp. lactis biovar. 
diacetylactis LD62 su ş u ozmotik stres alt ı nda sürekli artan 
bir üreme karakteristi ğ i göstermi ş tir ( Ş ekil 8). Bu bulgu, 
söz konusu su ş un ozmotik stres ko ş uluna uyum için 
sürekli üretilen yan ı t mekanizmalar ı  içerdi ğ ine i ş aret 
etmektedir. 

L. lactis subsp. cremoris LC79 su ş u ise ozmotik ş ok 
ko ş ullar ı na 60. dk'dan sonra stres yan ı t ı  olu ş turmu ş tur. 
Zira üremede art ış  bu süreden sonra ba ş lam ış t ı r ( Ş ekil 9). 
Dü ş ük asitlik stresi alt ı nda L. lactis subsp. lactis LL52 
su ş unun üremesinde 90. dk'ya kadar azalma saptan ı rken, 
90 - 150 dakikalan aras ı nda sürekli bir art ış  gözlenmi ş tir 
( Ş ekil 10). Bu bulgu; L. lactis subsp. lactis LL52 su ş unun, 
söz konusu stres ko ş uluna kar şı  hücresel yan ı t 
olu ş turabilmek için 90 dk.'l ı k bir haz ı l ı k süresine ihtiyaç 
duydu ğ unu ispat etmektedir. 

L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis LD62 
su ş unda 80. dk'ya kadar artan canl ı  hücre say ı s ı , 80 - 150 
dakikalar ı  aras ı nda azalm ış t ı r (Ş ekil 11). L. lactis subsp. 
cremoris LC79 su ş u ise, dü ş ük asitlik ko ş ullar ı nda sürekli 
artan bir üreme karakteristi ğ i göstermi ş tir ( Ş ekil 12). Bu 
bulgu da, L. lactis subsp. cremoris LC79 su ş unun dü ş ük 
asitlik ko ş ullar ı nda geli ş tirdi ğ i hücresel yan ıt 
mekanizmalar ı n ı n süreklilik arz etti ğ ini kan ıtlamaktad ı r . 

Literatür verilerinde genellikle L. lactis subsp. lactis'in 
stres ko ş ullar ı na karşı  L. lactis subsp. cremoris'ten daha 
dirençli oldu ğ u belirtilmektedir (Duwat ve ark.1999, 
Sanders ve ark.1999, Pillidge ve ark. 2002, Frees ve ark. 
2003). Türkiye kökenli L. lactis su ş lar ı nda bu literatür  

verilerinin aksine stres faktörlerinin toplam etkinli ğ ine karşı  
en hassas su ş  L. lactis subsp. lactis LL52 olarak 
belirlenmi ş tir. LL52 su ş u, denenen tüm stres faktörlerine 
karşı  stres direnç yan ı t ı  olu ş turma özelli ğ i ile de LD62 ve 
LC79 su ş lar ı ndan ayr ı lm ış t ı r. Bu farkl ı  karakteristikleri 
LL52 su ş unu gerek bilimsel ve gerekse endüstriyel aç ı dan 
önemli hale getirmektedir. Di ğ er yandan ozmotik stres 
yan ı t ı n ı n L. lactisle genellikle yüksek s ı cakl ı k stresi ile 
benzer mekanizmalar içerdi ğ ine dair literatür verilen de 
(Sanders ve ark. 1999, Vereecken ve Van Impe 2002, 
Frees ve ark. 2003) ara ş t ı rmam ı zda kullan ı lan LD62 ve 
LC79 su ş lardan elde edilen bulgular ile uyumlu de ğ ildir. 
Zira, LD62 ve LC79 su ş lar ı nda ozmotik strese kar şı  yan ı t 
geli ş tirilmi ş  ancak yüksek s ı cakl ı k stresine ba ş lang ı çta 
direnç göstermelerine ra ğ men, süreklilik arz eden bir yan ı t 
olu ş turulamam ış t ı r. Bu su ş larda hücresel stres yan ı t 
mekanizmalar ı n ı n detayl ı  bir ş ekilde çal ışı lmas ı , L. lactis'te 
biyokimyasal ve genetik farkl ı la ş man ı n esas ı na ili ş kin 
ipuçlar ı  sunabilir. 

Stres koş ullar ı na karşı  Türkiye kökenli L. lactis 
su ş lar ı nda, genel bakteriyel yan ı t sistemlerinde de olduğ u 
gibi, ya belirli bir düzeyde direnç gösterildikten sonra yan ı t ı  
olu ş turacak proteinlerin ileri düzeyde indüksiyonu 
gerçekleş tirilememi ş  (yüksek s ı cakl ı k stresine kar şı  LC79 
ve LD62 su ş lar ı n ı n yan ı t ı nda oldu ğ u gibi) ya da bakterinin 
sürekli dirençlili ğ ini sa ğ layacak yan ıt olu ş turulmu ş tur. 
Starter kültür su ş lar ı nda tercih edilen stres direnç 
mekanizmalar ı , süreklilik arz eden yan ı t sistemleridir. Zira, 
endüstriyel fermentasyonlarda belirli bir stres faktörü ya da 
stres faktörlerinin birkaç ı  bir arada bulunabilir ve uzun 
süreli etkinlik gösterebilirler. Di ğ er yandan, laktokoklar ı n 
alternatif kullan ı m alan ı  olan gastrointestinal sisteme a şı  
ta şı n ı m ı , ancak bu organizmalar ı n dü ş ük asit stresine 
stabil bir ş ekilde direnç gösteren su ş lar ı  ile mümkün 
olabilir (Sanders ve ark. 1999, Kim ve ark. 2001). 

LL52 Ozmotik şok 

zaman (dk) 

Ş ekil 7. L. lactis subsp. lactis LL52 suş unun ozmotik stres alt ı ndaki geli ş im e ğ risi 
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Ş ekil 8. L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis LD62 suş unun ozmotik stres alt ı ndaki geliş im eğ risi 
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Ş ekil 9. L. lactis subsp. cremoris LC79 suş unun ozmotik stres alt ı ndaki geliş im eğ risi 

LL52 Düş& Askik 

Ş ekil 10. L. lactis subsp. lactis LL52 su ş unun düş ük asitlik stresi alt ı ndaki geliş im eğ risi 
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LD62 Düş ük Asitlik 

zaman (dk) 

Ş ekil 11. L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis LD62 suş unun dü ş ük asitlik stresi alt ı ndaki geliş im eğ risi 

LC79 Düşük Asitlik 

E 
0 

zaman (dk) 

Ş ekil 12. L. lactis subsp. cremoris LC79 suş unun düş ük asitlik 
stresi alt ı ndaki geli ş im e ğ risi 

LC79 ve LD62 su ş lar ı nda oldu ğ u gibi, yüksek 
s ı cakl ı k stresine belirli düzeyde ve sürede direnç 
gösterebildikten sonra, bu direncin k ı r ı larak hücrelerin 
parçalanmas ı  da, özellikle peynir endüstrisi aç ı s ı ndan 
kritik öneme sahip bir bulgudur. Peynirin olgunla ş mas ı  ve 
aromas ı n ı n olu ş umu, süt proteinlerinin a ş amal ı  
parçalanmas ı  ile elde edilmektedir. L. lactis, bu proteinlerin 
parçalanmas ı  için hücre içi ve hücre d ışı  proteinaz 
sistemlerini kullanmaktad ı r. Peynirin olgunla ş mas ı  üzerine 
yap ı lan çal ış malar, aroma ve tat olu ş umunda rol alan ana 
enzim grubunun hücre içi peptidazlar oldu ğ unu 
göstermi ş tir (Bie ve Sjostrom 1975, Ardo ve Pettersson 
1988, Allison ve Klaenhammer, 1998, Pillidge 
ve ark. 2002). Peynir fermentasyonlar ı nda olgunla ş man ı n  

h ı zland ı r ı lmas ı  amac ı  ile kullan ı lan temel yöntem, 
fermentasyonun ileri a ş amalar ı nda ı s ı  ş oku uygulamas ı  ile 
bakteriyel parçalanman ı n sa ğ lanmas ı d ı r (Ardo ve 
Pettersson 1988, Wood ve ark. 2001). Bu aç ı dan 
bak ı ld ığı nda LC79 ve LD62 su ş lar ı ndaki ı s ı l direncin belirli 
bir zaman sonunda k ı r ı lmas ı , starter kültür su ş lar ı nda 
indüklenen liziz için model sistem olarak kullan ı labilecek 
nitelik ta şı maktad ı r. 

Sonuç 

Türkiye kökenli L. Lactis su ş lar ı n ı n, endüstriyel 
üretim ko ş ullar ı nda en fazla rastlan ı lan stres faktörlerine 
karşı  olu ş turdu ğ u direnç yan ı t özellikleri, bu bakterilerin 
starter kültür su ş lar ı  ve vektör sistemler olarak 
kullan ı mlar ı nda referans olu ş turacak niteliktedir. Özellikle 
denenen tüm stres faktörlerine direnç olu ş turan LL52 
su ş u, endüstriyel potansiyeli aç ı s ı ndan öne ç ı kmaktad ı r. 
Di ğ er yandan LC79 ve LD62 su ş lar ı n ı n s ı cakl ı k stresine 
karşı  sürekli bir direnç yan ı t ı  geli ş tirememeleri, peynir 
üretiminde ekonomik yönden kritik bir önem ta şı yan 
olgunla ş t ı rma sürecinin k ı salt ı lmas ı  uygulamas ı n ı  mümkün 
k ı lacakt ı r. Bunlara ilave olarak, Türkiye kökenli 
bakterilerin, benzer stres ko ş ullar ı  alt ı nda, literatür 
verilerinde tan ı mlanan starter kültür su ş lar ı na göre baz ı  
farkl ı  yan ı t mekanizmalar ı na sahip olmas ı , bu bakterilerin 
bilimsel ara ş t ı rmalarda model sistemler olarak kullan ı m ı n ı  
beraberinde getirecektir. 
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