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ONSOz

Gidalarimizi zararlh mikroorganizmalardan arindirmak en temel vazifemizdir. Gida tretiminde
antimikrobiyel karakterli ajanlarin kullanimi gerek mikrobiyel yukin azaltiimasi gerekse raf
omrinun uzatiimasi bakimindan énemli araglardandir. S6z konusu ajanlar 6zelliklerine bagl
olarak mikrobiyel bozulma veya hastalik olusturma riskini dnleyebilmekte ve tiketicilere daha
glvenli gidalarin saglanmasina yardimci olmaktadir. 20. yy baslarinda kesfedilen nisin
Lactococcus lactis’'in bazi Uyeleri tarafindan sentezlenen antimikrobiyel aktiviteye sahip bir
bakteriyosindir. Gunumuzde nisin FDA tarafindan GRAS (insan ve hayvan tiketiminde
guvenilir) seviyesinde kullanimina izin verilmis ilk bakteriyosin olup, 50’den fazla ulkede

gidalarin tretiminde koruyucu olarak kullaniimaktadir.

Nisinin gida uretiminde kullanimi kisitlayan ana unsur maliyetinin yiksek olmasidir. Bu
sorunun en temel nedeni ise, nisinin Uretici suglar tarafindan distuk dizeyde uretilmesidir.
Yapilan calismalar nisin Uretim miktarinin hiicre yogunlugu ile iliskili oldugunu gdstermistir.
Dolayisiyla fermentasyon sisteminde yiksek oranda aktif hiicre yogunlugu saglanarak nisin
dretiminin artinlmasi, maliyetin dusurilmesi acisindan kritik 6nem tasimaktadir. Bu
¢calismada yari-kesikli fermentasyon ortaminda hemin ilave edilerek aerobik solunuma tesvik
edilen nisin Ureticisinde laktat Gretimini baskilanarak ve ayrica enerji kazanimi artirlarak
yuksek nisin Uretimi basariimistir. Ulasilan bu gelismenin endustriyel 6lgcekte nisin Uretim
maliyetlerinin  disdrilmesini  ve dolayisiyla gida sistemlerinde nisin  kullaniminin
yayginlasmasina ve daha glvenli gidalarin Uretiimesine katkida bulunacagl Umit

edilmektedir.

Bu proje, Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu (TUBITAK) tarafindan
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baskanliyi nezdinde TOVAG'a; deneysel calismalarin yapilabilmesine imkan veren
Pamukkale Universitesi, Gida Miihendisligi Bolim Baskanh@ina; birlikte calismaktan
mutluluk duydugum basta Gida Miihendisi sevgili Burcu KORDIKANLIOGLU’na ve BIOLAB
ekibine ve bu projenin gerceklesmesinde emekleri olan herkese sonsuz tesekkirlerimi

sunarim.

Omer SIMSEK, Ocak 2014



ICINDEKILER

Sayfa
(0] 115 7P ii
ICINDEKILER . ..ottt ettt en sttt n s s s s iii
TABLO LISTEST ittt v
SEKIL LISTESH .ottt vi
(@ )74 = OO RO viii
SUMMARY ettt ettt e e e e bttt e et e e bt et e e e R e e R e e be et e nreeene e iX
Lo GHRIS oottt 1
2. KURAMSAL TEMELLER ..o 3
120 I N ] T TP 3
2.2. Nisinin Yapisal OZIlKIEri .........cc.cveiieriiiiieeceeeeeeeeeee e 3
2.3 Nisinin Fiziksel ve Kimyasal OZeHiKIEri .............ccccoveveiieeiieeeeeeeeeeece e 7
2.4 Nisin Uretimini Etkileyen FaKLOTIEr ............cccoviveiiieeieeeeeeieeeeeee e 7
2.4.1 Karbon KAYNAQT ... ..ccuveiiieiieeiie ettt ie e sae et e et et e aaeesraeenneeabeenneens 7
2.4.2 AZOT KAYNAGT ....eeveieiieiiie ettt sttt et e et e et e e e e nrae e nre e beennee s 9
2.4.3 IN0rganik DIHIESIKIEN .........c.cccveviiececeeieieie e 10
244 PH oo nes 11
2.4.5 NISIN MIKLAIT c.veeiiiiie et e et e e s nees 11
O O 1] 1T o RSP TPR 12
2.5 Nisin Uretim YONtEMIEIT.........c.coooviveiieeieieiceceetece e 12
2.5.1 KeSIKI SISLEMIT ... 13
2.5.2 Yari-KesiKIi SISTEMIEE .........ooiiieiiiee s 13
2.2.3 SUIEKIT SISLEMIT ... e 14
2.6 Nisin Uretiminde Yenilikgi YakIasimIar..........ccccocovviviiiiiivcriveeccceeeee e, 14
2.6.1 Rekombinant niSin UretiCHErT ..........ooiuiiiiiiii i 15
2.6.2 inkiibasyon ortaminin dedistirilmeSi.............ccceveeeeeceeeee e 17
2.6.3 Metabolik yolun dlzenlenmesSi.........cocveiiiiiiiiiieie e 17
2.7.Laktik Asit Bakterilerinde SOIUNUM ..........ooiiiiiiiiii e 19
8 R o =101 1 RSP TRR 23
2.7.2. Heminin L. lactis solunumundaki roll............cccoooeiiiiiiiiiiiee e 23
2.7.3. Metabolik yolun oksijenli solunuma yonlendirilmesi...........ccoccceevieiiieniiieenne, 24
3. MATERYAL VE METOT ..oiiiiiiite ittt sttt sne et snee e nneeenaeennae s 27
3.1. Bakteri Suslari ve KUIUr Ortamlars ...........cooovviiiiiiiiiiiiceec e 27
3.2. Bagimsiz Degiskenlerin Calisma Araliklarinin Belirlenmesi .........ccccooviiiiiiciennn, 27
3.3 Bagimsiz Degiskenlerin Cevap Yiizey Yontemi ile Modellenmesi ...............c.c.cveee... 29
3.4 Solunumun Hemin ile Tesvik Edildigi Yari-kesikli Fermentasyon Sisteminde
Optimum Parametreler Kullanilarak L. lactis N8 Susunda Nisin Uretimi........................... 30
3.5 ANAIIEIK YONTEIMIGT ..ot 31
3.5.1 Nisin Uretim mMiKEarinin teSPITI........eeeiuriiiiiie e 31
3.5.2 Biyokdtle miktarinin hesaplanmasl...........cccooiuiiiiiieiiiieeieee e 31
3.5.3 Rezidu glukoz miKtarinin teSPIti........ccueeeiiiiriiiie e 32
3.5.4 Laktik ve asetik asit MiKtarinin tayini..........ccocceeiiiieiiieeeiiieee e 33
4. SONUCLAR VE TARTISMA ...ttt 35
4.1 Yari-kesikli Fermentasyon Sisteminde L. lactis N8 Susunun Biyokiitle Olusumu
ve Nisin Uretimine Hemin Konsantrasyonun EtKiSi............ccccceveveeeeeeieereeeeecee e, 35
4.2 Yari-kesikli Fermentasyon Sisteminde L. lactis N8 Susunun Biyokiitle Olusumu
ve Nisin Uretimine Glukoz Konsantrasyonun EtKiSi............ccccoveeeeeviveeiceveieeeeeeeeieenenae, 38



4.3 Yari-kesikli Fermentasyon Sisteminde L. lactis N8 Susunun Biyokiitle Olusumu

ve Nisin Uretimine Cozinmiis Oksijen Konsantrasyonun EtKisi...............cccccceeveririririnnnan, 41

4.4 Yari-kesikli Fermentasyon Sisteminde Hemin ile Solunumun Tesvik Edildigi

L. lactis N8 Susunda Nisin Uretiminin Cevap Yiizey Yontemi ile Optimizasyonu............. 44
5. GENEL SONUGC VE ONERILER ......occiiiiiceeeeeeeteeee e en s, 63
B. KAYNAKLAR......co ottt ettt e et e et e e s re e e beeanbeesreeenneeanseenreeas 64



TABLO LISTESI

Tablo 2.1 Laktik asit bakterilerinin solunum yeteneklerine gore siniflandiriimasi ................. 21
Tablo 3.1 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde denen bagimsiz degiskenler

Ve GalISMA AralIKIArT .....ccveiiiie e 29
Tablo 4.1. Arastirilan parametreler ve deneysel aralikIlart............ccccooeiiiiii e, 44

Tablo 4.2 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz, hemin ve ¢dziinmus oksijen
konsantrasyonlarinin optimizasyonu igin olusturulan yuzey merkezli kompozit
AENEIME UESENLL ..eiiiiiie ittt b e erb e e s rb e e e nbe e e ennneeeeees 45
Tablo 4.3 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz, hemin ve ¢ozuinmus oksijen
konsantrasyonlarinin optimizasyonu i¢in olusturulan ylizey merkezli kompozit
deneme desenin varyans analizZi. ........c.cceeeiiieiiiii i 46
Tablo 4.4 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz, hemin ve ¢6ziinmus oksijen
konsantrasyonlarinin optimizasyonu igin olusturulan yuzey merkezli kompozit
deneme desenine ilave edilen denemeler. ... 50
Tablo 4.5 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz, hemin ve ¢ozuinmus oksijen
konsantrasyonlarinin optimizasyonu i¢in olusturulan ylizey merkezli kompozit

genisletilmis deneme desenin varyans analizi............c.cccooeiiiiniiiiiiic e 51
Tablo 4.6 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz, hemin ve ¢6ziinmus oksijen
konsantrasyonlarinin optimizasyonu igin tahmin edilen regresyon katsayilari............... 52



SEKIL LiSTESI

Sekil 2.1 Dogada nadir bulunan dehidroalanin, dehidrobditirin, lantiyonin, ve 3-metil

lantiyonin amino asitlerin sentez Mekanizmas...........cceevueeeiiire e 4
Sekil 2.2 Nisin A, Z, Q ve U’nun yapisi. Lantiyonin kopruleri A-E olarak gosterilmistir. ....... 5
Sekil 2.3 L.lactis*de homofermantatif, heterofermantatif dongu ve solunum kosullarinda

laktoz ve glukoz KataboliZmas! .........cceoiiiiiiiiii e 18
Sekil 2.4 Solunum yetenegine sahip laktik asit bakterilerinde elektron tasima sisteminin

SEMALTK GOSTEITM ...ttt 22
Sekil 2.5 Sitokrom c’ye kovalent olarak badli hem grubunun yapiSt.........cccoevvvieeiieiiiennnn, 23
Sekil 3.1 Fermentasyon denemelerinin yapilmasi igin kurulan sistem ..........cccccooveeiieeninenn, 28
Sekil 3.2. Standart nisin iNNIDISYON FFIST ....ccvviiiieiieiiie e 31
Sekil 3.3 Standart hiicre KUuru agirlign €QriSi ......covveiveeiieiiee e 32
Sekil 3.4 Standart glukoz Konsantrasyonu €QriSi .........cveeveeiueeiieiieeiieeseesiee e seeeiee e 33
Sekil 3.5 Standart asetik asit KONSaNtrasyonU EJriSi..........ccveiueeiieiieeiiieeiieeiee e e e enee s 34
Sekil 3.6 Standart laktik asit KONSantrasyonu €QriSi.........cccvveiveeiieiieeiieesieeiee e e e eniee s 34

Sekil 4.1 Farkli hemin konsantrasyonlari kullanilarak yuritulen yari-kesikli fermentasyonda
hemin ile solunumu tesvik edilmis L. lactis N8 susunun hiicre kuru agirhgr (mg mL™)
(A) ve nisin Uretimi (1U ML™) (B)....o.cvveieeeeeeeeeeeee e, 37
Sekil 4.2 Farkli glukoz konsantrasyonlari kullanilarak yur(tilen yari-kesikli fermentasyonda
hemin ile solunumu tesvik edilmis L. lactis N8 susunun hiicre kuru agirhgr (mg mL™)
(A) ve nisin Uretimi (1U ML™) (B)....o.oveeieeeeeeeeeeeee e, 40
Sekil 4.3 Farkli ¢coziinmis oksijen konsantrasyonlari kullanilarak yurattlen yari-kesikli
fermentasyonda hemin ile solunumu tesvik edilmis L. lactis N8 susunun htcre kuru
agirhg (mg mL™) (A) ve nisin tretimi (IU ML™) (B)....c.oviveeieeeeeeeeeeeeee e 43
Sekil 4.4 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz ve hemin konsantrayonlarinin birim
biyokutlede dretilen nisin miktarina etkisini gosteren
A) izohips egri ve B) YUZeY grafigi. .....cccoviiieiieiiieiiie e 47
Sekil 4.5 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz ve ¢6ztinmus oksijen
konsantrayonlarinin birim biyokutlede Gretilen nisin miktarina etkisini gosteren
A) izohips egri ve B) YUZeY grafigi. .....ccooeiveeiiieiiieiiie e 48
Sekil 4.6 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde hemin ve ¢éziinmis oksijen
konsantrayonlarinin birim biyokutlede Gretilen nisin miktarina etkisini gosteren
A) izohips egri ve B) YUZeY grafigi. .....cccovviiieiiieiiie e 49
Sekil 4.7 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz ve hemin konsantrayonlarinn birim
biyokdtlede uretilen nisin miktarina etkisini gosteren dizeltilmis
A) izohips egri ve B) YUZeY grafigi. .....cccovviiieiiieiiie e 53
Sekil 4.8 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz ve ¢6ztinmus oksijen
konsantrayonlarinin birim biyokutlede Gretilen nisin miktarina etkisini gosteren
dizeltilmis A) izohips egri ve B) yizey grafigi. .......cccooevieiiieiiieiie e 54
Sekil 4.9 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde hemin ve ¢éziinmis oksijen
konsantrayonlarinn birim biyokutlede Gretilen nisin miktarina etkisini gosteren

dizeltilmis A) izohips egri ve B) yizey grafigi. ......cccoooevieiiieiiieiie e 55
Sekil 4.10 Heminli ve heminsiz yari kesikli fermentasyonda olusan hiicre kuru agirligi (A) ve
Uretilen NiSiN MIKEAIT (B)....eeoiiiiee i 58

Vi



Sekil 4.11 Heminli ve heminsiz yari-kesikli fermentasyonda ortamdaki

reZidll GIUKOZ MIKLAIL ....oiiviiiiiiiiee et 60
Sekil 4.12 Heminli ve heminsiz yari kesikli fermentasyonda L. lactis N8 susu tarafindan
uretilen laktik asit (A) ve asetik asit (B) MIKtari.. .........ccccooeerieiiiiiiie e 62

vii



OZET

Bu calismada, L. lactis N8 susunda solunumun hemin ilavesiyle tesvik edilen yari kesikli
fermentasyon sisteminde hemin, glukoz ve ¢o6zinmis oksijen konsantrasyonlari bagimsiz
degiskenler dikkate alinarak nisin Uretimi modellenmistir. Bunun igin oncelikle bagimsiz
degiskenlerin calisma araliklari tespit edilmis daha sonra cevap ylzey yonteminin dnerdigi
deneme deseni uygulanmistir. Son asamada ise model esitliginden uretilen optimum hemin,
glukoz ve c¢Ozinmis oksijen konsantrasyonlari kullanilarak yari-kesikli fermentasyon

sisteminde nisin Uretimi gergeklestirilmistir.

Yapilan calismada yari-kesikli fermentasyon sisteminde L. lactis N8 susu Uzerinde farkh
hemin, glukoz ve ¢6ziinmis oksijen konsantrasyonlarinin etkili oldugu belirlenmistir. Cevap
yluzey modelinin yari-kesikli fermentasyon sisteminde solunumun tesvik edildigi L. lactis N8
susunda nisin Uretimini yiiksek dogrulukta acikladigi, R® degerinin 0.98 %, model uyum
eksikliginin anlamsiz oldugu tespit edilmistir. Olusturulan model esitligi, en yiksek nisin
uretimi icin, glukoz, hemin ve ¢dziinmiis oksijen konsantrasyonlarini sirasiyla 8 g L h™, 3 pg
mL™ ve %40 olarak dnermistir. S6z konusu bu optimum degerlerde gerceklestirilen yari-
kesikli fermentasyonda 5410 IU mL™* maksimum nisin tiretimine ulasilirken, hemin icermeyen
kontrol fermentasyonda ise 1711 IU mL™ nisin Gretilmistir. Yari-kesikli sistemde hemin
kullaniimasi ile nisin Uretiminde 3.1 artis saglanmistir. Sonug olarak L. lactis N8 susunun
yari-kesikli fermentasyon sisteminde hemin ilave edilerek solunumun tesvik edilmesiyle
biyokutle artisi ile birlikte nisin tretimi 6nemli oranda gelistiriimis ve ilk kez buyik 6lcekte

uygulamalar icin modellemesi basariimistir.

Anahtar Kelimeler: L. lactis, Nisin, Hemin, Yari-kesikli, Solunum.
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SUMMARY

In this study, nisin production was modeled by taking account the independent variables of
glucose, hemin and oxygen concentration by stimulating the respiration at fed-batch
fermentation of L. lactis N8. In this respect, experimental parameters of independent
variables were determined and experimental combinations proposed by the response
surface method was applied. Finally, nisin production was carried out at determined optimum

hemin, glucose and dissolved oxygen concentrations in the fed-batch fermentation system.

In the study, different glucose, hemin and oxygen concentrations were found effective on the
nisin production in relavant fed-batch fermentation. Response surface model was able to
explain the nisin production at L. lactis N8 in fed-batch fermentation system with high fidelity
where this model was given R? value above 98 % and insignificant lack of fit. Accordingly, the
equation developed indicated the optimum parameters for glucose, hemin and dissolved
oxygen were 8 g L™ h?', 3 pg mL™* and 40%, respectively. While 1711 IU mL™ nisin
production was produced at L. lactis N8 in kontrol fed-batch fermentation, 5410 IU mL™ nisin
production was achieved within the relavant optimum parameters where the respiration was
stimulated with hemin. Accordingly nisin production was enhanced 3.1 fold in fed-batch
fermentation with using hemin. As a conclusion the nisin production at L. lactis N8 was
developed extensively, by stimulating the respiration with adding hemin in the fed-batch
fermentation along with increasing the biomass. Also this is the first report modeling the nisin
production in fed-batch fermentation system including hemin for applying large scale

productions.

Key words: L. lactis, Nisin, Hemin, Fed-batch, Respiration.



1. GIRIS
Bakterilerde hizla artan antibiyotik direng yetenegdi, yeni antimikrobiyel bilesiklerin
arastiriimasini ve gelistirilmesini gerekli kilmaktadir. Ayrica gidalarin korunmasi amaciyla
kullanilan koruyuculara karsi olusan tiketici tepkisi ve bunlarin cesitli alerjik reaksiyonlara
neden olmasi ile insan sagligini tehdit edici boyutlarinin bulunmasi, tiketici tercihlerini daha
guvenli ve dogal antimikrobiyel ajanlarin kullaniimasi yodninde degistirmektedir. Bu
dogrultuda laktik asit bakterileri gibi insan tiketimi agisindan guvenli bakteriler tarafindan
Uretilen bakteriyosinler, mikroorganizmalarla mucadelede yeni nesil antimikrobiyel ajanlar

olarak 6nem tasimaktadir.

Bakteriyosin olan nisin de, tip | lantibiyotik grubu icerisinde siniflandiriimakta ve bir laktik asit
bakterisi Uyesi olan Lactococcus lactis tarafindan Uretilmektedir. Bu bakteriyosin oldukc¢a
genis bir etki spektrumuna sahip olmasi nedeniyle gida endustrisinde koruyucu, medikal
alanda ise terapotik ajan olarak kullaniimaktadir. Nisin FDA tarafindan GRAS (insan ve
hayvan tuketiminde guvenilir) ajan olarak tanimlanmis ve belgelendirilerek (E234) gida
Uretiminde kullanimina izin verilmistir. Bu bakteriyosin ginimizde sut ve st drinleri,
konserve drinler ve hazir corbalar gibi gidalarin korunmasinda ayrica dis macunu ve sargl
bezlerini iceren ¢esitli saghk Urinlerinde kullanimi mevcuttur. Ancak nisinin antimikrobiyel
ajan olarak kullanimi halen sinirli diizeydedir. Bu sorunun en temel nedeni ise nisinin tretim
maliyetinin yiuksek olmasidir. Cunkid nisin Uretici hicreler tarafindan distk oranda
uretiimekte, diger yandan fermentasyon ortamina bagli faktorler nedeniyle de Uretim

azalmaktadir.

Nisinin endustriyel olarak dretimi kisaca, Uretici suslarin kesikli veya vyari-kesikli
fermentasyon sistemlerinde gelistiriimesi ve takiben hicre tarafindan sentezlenen nisinin
ortamdan saflastiriimasi ile gergeklestiriimektedir. Fermentasyon sisteminde zamanla biriken
metabolitler dolayisiyla Uretici hicreler olumsuz etkilenmektedir. Buna ilaveten gelisme
ortami sartlarinin bozulmasi da hucrelerin yiksek sayilara ulasmasini engellemektedir.
Ornegin, L. lactis hiicreleri tarafindan iretilen laktik asit, hiicreler (izerinde geri yonlii
inhibisyon etkisi meydana getirmektedir. Ortamdaki laktat konsantrasyonunun asiri
yukselmesi hiicrelerde protein denatiirasyonunu hizlandirmakta, ayrica L. lactis hiicrelerinin
bu olumsuz fermentasyon kosulunu tolere edebilmek icin yuksek enerji sarfiyatinda
bulunmasina neden olmaktadir. S6z konusu bu olumsuzluklar, L. lactis hlcrelerinde aktif
nisin tretim fazinin bozulmasina ve hatta hiicre gelisiminin yavaslayarak durmasina sebep
olmaktadir. Bu bilgiler 1siginda nisin kullaniminin yayginlastiriimasinin yollarindan birisi ya
Uretici hiicrelerde daha yuksek nisin Uretim verimine ulagsmak veya fermentasyon ortaminda

yuksek sayida uretici hiicre birikimi saglamaktir.



L. lactis hcreleri iki yonli metabolik faaliyette bulunabilir. Bu bakteriler gelisme ortamina
hemin ilavesi yapildiginda fermentasyondan aerobik solunuma gecis yapabilirler. Clunki L.
lactis hicrelerinin membran yapisinda aerobik solunum zinciri icin gerekli ¢ bilesen de
bulunmaktadir. Lakin bu bilesenlerden birisi olan sitrokom oksidaz enziminin kofaktérii hemin
molekili L. lactis tarafindan sentezlenememektedir. Dolayisiyla hemin ilavesi yapilarak L.
lactis hiicrelerinin aerobik solunuma yonlendirilmesi durumunda hucrelerin sayisal artigi,
oksijen toleransi ve yiksek hiicre stabilitesi saglanabilmektedir. Bu calismanin hipotezini
olusturan bu temel kapsaminda, nisin Ureticilerin aerobik solunuma tesvik edilmesi,
fermentasyon ortaminda hem yuksek laktat birikimini engelleyerek hem de hiicresel sayiyi ve

canliigi artirarak daha ytiksek nisin Uretimine ulasmayi mumkun kilacaktir.

Bu calismanin temel amaci; fermentasyon ortamina hemin ve oksijen beslemesi yapilarak L.
lactis hicrelerinde aerobik solunum yolunun tesvik edilmesi ile geri yonla inhibisyon
engellenerek yiiksek nisin Uretimine ulasmaktir. Ayrica calismada hemin iceren aerobik
kosula sahip yari-kesikli fermentasyon sisteminde L. lactis hiicreleri tarafindan yiksek nisin
Uretimi saglamak icin gerekli olan hemin, oksijen ve glukoz konsantrasyonlarini cevap yuzey

yontemi kullanilarak optimize etmektir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Nisin

Nisin, ilk kez ingiltere’de yapilan calismalarda laktokoklarin diger laktik asit bakterilerinin
gelisimlerini inhibe ettiginin belirlenmesi sonucu saptanmistir (Rogers 1928; Rogers ve
Whittier 1928). Bu calismalarda tanimlanan antimikrobiyel bilesigin 1si stabil, ¢6zlinebilen ve
difiize olabilen bir yapida oldugu belirlenmistir. Daha sonra Whitehead (1933) bu bilesigi
izole etmis ve protein yapisinda oldugunu kanitlamistir. Mastitis ile micadele ve Il. Dinya
savasl sirasinda ortaya c¢ikan penisilin @ kithgi, bu bilesik (Uzerinde arastirmalarin
yogunlasmasina yol acmistir. ilk kez Mattick ve Hirsch (1944) bu bilesigi konsantre etmeyi

basarmis ve birgok bakteri tizerinde antimikrobiyel etkinlige sahip oldugunu saptamistir.

Nisin, ticari ®nemi nedeni ile en yogun arastirilan lantibiyotik olmustur. Yapilan ¢alismalarda
nisinin toksik etkisinin sofra tuzu ile esdeger diizeyde (LD50 7 g kg™ viicut agirhigi) oldugu
tanimlanmistir (Hurst 1981). Gerek genis antimikrobiyel kapasitesi ve gerekse insan ve
hayvan sagligina karsi olumsuz etki icermemesi bu lantibiyotigi endustriyel uygulamalarda 6n
plana c¢ikartmistir. Nisin FAO/WHO tarafindan 1969 yilinda guvenli bir dogal gida katkisi
olarak kabul edilmistir. 1983'te nisin EEC gida katki maddeleri listesine dahil edilmis ve E234
kod numarasi verilmistir. Nisin 1996’dan itibaren Avrupa Ulkeleri, Cin ve Amerika basta olmak

tzere 50’den fazla Ulkede yaygin olarak kullaniimaktadir (Delves-Broughton vd. 1996).

Bircok gram pozitif bakteri nisine karsi duyarhdir. Ancak nisinin gram negatif bakteriler
tzerinde de cok dusuk antimikrobiyel etkisi bulunmaktadir (de Vuyst ve Vandamme 1994).
Nisinin gram pozitif bakterilerin vejetatif formlar yaninda, Clostridium ve Bacillus sporlarina
karsi da etkili oldugu saptanmistir. Bu karakteristikleri nedeniyle nisin yiksek sicakliktan
etkilenen ya da 1sil islem uygulanmayan asidik gidalarda patojen ya da gida bozulmasi
etmeni bircok bakterinin vejetatif (Listeria ve laktik asit bakterilerinin kontamine tyeleri gibi)
ve spor formlarinin (Clostridium ve Bacillus sporlarn gibi) inhibisyonu amaci ile
kullaniimaktadir (Hurst 1981, Abee vd. 1994, Delves-Broughton vd. 1996).

2.2. Nisinin Yapisal Ozellikleri

Nisinin primer yapist 1971 yilinda Gross and Morell tarafindan ydratilen calismalar
neticesinde aydinlatiimistir. Bu yapinin dogrulugu daha sonra, kiitle ve NMR spektroskopi
calismalari ile desteklenmistir (Barber vd. 1988, Nielsen ve Roepstorff 1988, van de Ven vd.
1991, van den Hooven vd. 1993). Nisinin molekiler agirhgr yaklasik 3350 dalton olup,
yapisinda 34 amino asit bulunmaktadir. Bu yapitaslarinin bazilari; lantiyonin, metillantiyonin
(Met Lan), 2-3 dehidroksialanin (Dha) ve 2-3 dehidroksibutirin (Dhb) gibi dogada ender

rastlanan amino asitlerdir. Nisinin yapisindaki bu lantiyoninler 5 adet halka yapisi



olusturmaktadir (Bu halkalar A, B, C, D ve E olarak isimlendirilmigtir) (Sekil 2.1 ve 2.2).
icerdigi lantiyonin kopriilerinden dolayi, nisin lantibiyotikler sinifina dahil edilmistir (Schnell
vd. 1988).

Bugune kadar nisin A (Gross ve Morell 1971), nisin Z (Graeffe vd. 1991; Mulders vd. 1991),
nisin Q (Zendo vd. 2003), nisin U (Wirawan vd. 2006) ve nisin F (Kwaadsteniet vd. 2008)
olmak uzere 5 farkli nisin varyanti karakterize edilmistir (Sekil 2.2). Bu varyantlardan nisin A,
Z, U ureticileri st ve sut drtnlerinden (Gross ve Morell 1971, Graeffe vd. 1991, Mulders vd.
1991), nisin Q Ureticisi nehir suyundan (Zendo vd. 2003), nisin F Ureticisi (Kwaadsteniet vd.
2008) ise yayin baligindan izole edilmistir. Bu varyantlardan yalniz nisin U, L. lactis suslari

disinda bir bakteri tarafindan (Streptococcus uberis) Uretilmektedir.
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Sekil 2.1 Dogada nadir bulunan dehidroalanin, dehidrobutirin, lantiyonin, ve 3-metil lantiyonin

amino asitlerin sentez mekanizmasi (Ingram, 1970)



Nisin A

Sekil 2.2 Nisin A, Z, Q ve U'nun yapisi. Lantiyonin koprileri A-E olarak gosterilmistir. Dha=
Dehidroalanin, Dhb= Dehidrobitrin; Ala-S-Ala, lantiyonin; Abu-S-Ala, B-metil lantiyonin.
Varyantlarda Nisin A’dan farkli olan amino asitler gri tonla isaretlenmistir (Gross ve Morell
1971, Chatterjee vd. 2005; Wirawan vd. 2006).



Nisin varyantlari arasindaki temel farklilik, primer yapida bazi pozisyonlarinda gorilen amino
asit degisimleridir. Nisin Z, nisin A’dan farkli olarak 27. pozisyonda histidin yerine asparajin
aminoasitini icermektedir (Graeffe vd. 1991, Mulders vd. 1991). Nisin Q'da nisin Z'ye goére ¢
amino asit (Val 15, Leu 21, Val 30) bakimindan farkh bulunmustur. Bugtiine kadar bu varyant
ureticisi olan sadece bir sus tanimlanmistir (Zendo vd. 2003). Streptococcus uberis
tarafindan dretilen nisin U; yaygin rastlanilan nisin A ve nisin Z'ye gére 9 amino asit (Lys 4,
Lle 15, Dhb 18, Pro 20, Leu 21, Gly 27, His 29, Phe 30 ve Gly 31) bakimindan farklilik
gostermektedir. Ayrica diger varyantlardan farkh olarak 34 aminoasit yerine, 31 amino asit
icermektedir. Bununla birlikte bu varyantta da modifiye amino asitlerin ve lantiyonin
koprulerinin yerlesimi, diger varyantlarla benzerdir. Son olarak yayin baligi izolati olan L.
lactis tarafindan tretilen nisin F, nisin A ve nisin Z'den sadece 30. pozisyondaki aminoasitin
valin olmasiyla farklilasmistir. Ancak bu varyanta ait lantiyonin kdprilerinin yerlesimi hentiz
aydinlatiimamistir (Gross ve Morell 1971, Graeffe vd. 1991, Mulders vd. 1991, Zendo vd.
2003, Wirawan vd. 2006, Kwaadsteniet vd. 2008).

Uc farkli grup tarafindan yiiriitilen NMR calismalari neticesinde nisin molekiiliniin oldukca
esnek bir yapida oldugu saptanmistir (Slijper vd. 1989, Chan vd. 1989, Palmer vd. 1989).
Nisin yapisindaki B, D ve E halkalarinda yer alan 1. ve 4. amino asitlerin tiyoeter bagi ile
baglanmasi sonucu, B donls pozisyonlari olusmaktadir. A ve C halkalari ise, degisken

yapilar gostermesi nedeniyle net olarak tanimlanamamistir.

Nisin molekili olduk¢a esnek olmasina ragmen, sulu ortamda amfipatik yapida iki farkli
bolge icermektedir. Birinci bdlge A, B, C lantiyonin halkalarini iceren Ala 3-Ala 19 amino
asitlerinden digeri ise birbirine sariimis D ve E lantiyonin halkalarini iceren Ala 23-Ala 28
amino asitlerinden meydana gelmistir. N- ve C- uclar ayrica “ABC” ve “DE” bélgelerini
birlestiren ve Met 21 pozisyonunda bulunan esnek bir “mentese” yapisina sahiptir. Nisin
molekilinde hidrofilik ve yukli amino asitler cogunlukla C- ucgta yer alirken, N- ugctaki
aminoasitlerin 6nemli bir kismi hidrofobik yapidadir. Burada sadece, Lys 12 yikli bir amino
asittir. Bu nedenle nisin molekulinin amfipatik 6zelliginden s6z etmek olasidir (Palmer vd.
1989).

van den Hooven vd. (1993) nisin molekullerini sodyum dodesil sulfat (SDS) ve dodesil
fosfokolin (DPC) misellerine tutundurarak, molekiliin baglanma 6zelliklerini arastirmistir.
Molekulin misellere baglanmasi, nisin molekiliiniin antimikrobiyel etkisinde ilk basamak olan
sitoplazmik membrana baglanmasinin modelini olusturmustur. Arastirma sonuglari, nisinin
misellere baglandiginda amfipatik 6zelliginin devam ettigini ve bu tutunmanin A halkasi

Uzerinde konformasyonel bir degisikligi tetikledigini gdstermistir.



2.3 Nisinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Nisin molekill katyonik 6zellikte olup, nisin A’nin pozitif net yiki 5, diger varyantlarin ise
4'tir. Bu molekillerin timi alkali ortamda izoelektrik noktaya sahiptir (Jung, 1991). Nisin
molekill, yapisinda aromatik amino asitlerin bulunmamasi nedeniyle 260 nm ve 280 nm
dalga boyunda isik absorbsiyonu gostermez. Nisin molekulinin stabilitesi, ¢ozUnurligu ve
biyolojik aktivitesi, pH degerinin artisiyla birlikte azalmaktadir. Ozellikle alkali ortamlarda
¢ozinurligi tamamen dusmektedir. Ornegin, ticari kullanimi bulunan nisin A'nin ¢ozinarlugi
pH 2'de 57 mg mL™ iken, pH 6'da 1.5 mg mL"ye diismektedir. pH 8.5'in lizerinde ise bu
deger 0.25 mg mL™ civarindadir (Hurst 1981, Liu ve Hansen 1990). Alkali ortamlarda,
molekdl ici veya molekiller arasi kimyasal modifikasyonlar nedeniyle, nisin molekiliinde geri
doniisiimsuz inaktivasyon meydana gelmektedir. Ozellikle hidroksil (OH") iyonlarinin etkisiyle
dehidro amino asitler modifiye olabilmektedir (Liu ve Hansen 1990). Nisin Z ve nisin Q, nisin
A'ya gore daha fazla ¢6zlinebilme yetenegindedir. Bu durum asparajin amino asitinin
histidine goére daha fazla hidrofilik 6zellikte olmasindan kaynaklanmaktadir (Davies vd. 1998).
Nisin pH 2'de aktivite kaybi1 olmadan sterilize edilebilir. Ancak pH 5'de % 90’dan fazla aktivite
kaybi meydana gelir. Ayrica nisin molekili a-kimotripsin ve proteinaz K uygulamasina karsi
duyarlidir (de Vuyst ve Vandamme 1994, Motlagh vd. 1991).

2.4 Nisin Uretimini Etkileyen Faktorler

Oncii nisin  molekiili, L. lactis hiicreleri tarafindan aktif biyime fazinin basinda
sentezlenmekte ve logaritmik Greme fazinin sonunda Uretim dizeyi en yiksek seviyelere
¢cikmaktadir (de Vuyst ve Vandamme 1992, de Vuyst ve Vandamme 1993). Bu durum nisin
molekilinin ikincil metabolit davranis godstermesine ragmen aslinda primer metabolit
kinetigine sahip olusunu ispatlamaktadir. Nisin Uretim miktari olusan biyokitle miktar ile
dogru orantilidir. Bu nedenle; biyokitle olusumunda 6nemli olan tim faktorler (pH, karbon,
azot ve fosfat kaynaklari, katyonlar ve sicaklik degerleri ile ortamda olusan nisin miktari vb.)
nisin dretimi Uzerinde de etkilidir. (de Vuyst ve Vandamme 1992, de Vuyst ve Vandamme
1993, Matsusaki vd. 1996, Bertrand vd. 2001, Lv vd. 2004a, Lv vd. 2004b, Pongtharangkul
ve Demirci 2006, Gonzales vd. 2010, Fan vd. 2012).

2.4.1 Karbon Kaynagi

Fermentasyon ortamlarinda secilen karbon kaynaginin tiirli, dogrudan hiicre gelisimini tesvik
etmesi ve buna baglh olarak da nisin tretimini etkilemesi yoninden énemli bulunmus ve bu
konu ile ilgili literatirde bircok calisma yapilmistir (de Vuyst ve Vandamme 1992, Lv vd.
2004a). Karbon kaynaginin gelisme ortaminda ylksek oranda bulunmasi, mikrobiyal gelisme
ve nisin Uretimi tzerinde baskilayici etki yapmaktadir. Bu nedenle farkli seker tirlerine ve

bunlarin baslangi¢c konsantrasyonlarina bagl olarak, nisin tretim miktari degisebilmektedir



(Pongtharangkul ve Demirci 2006). Bircok arastirmaci, sakkaroz ve laktoz basta olmak
tizere; glukoz, galaktoz, ksiloz, maltoz sekerlerini iceren besiyeri ortamlarini kullanarak, nisin
Uretim duzeylerini ve nisin biyosentezinin molekiler detaylarini incelemistir (de Vuyst ve
Vandamme 1992, Amiali vd. 1998, Chandrapati ve O’sullivan 1999, Lv vd. 2004a, Liu vd.
2005, Cheigh ve Pyun 2005, Pongtharangkul ve Demirci 2006).

Nisin Uretimi ile sakkaroz fermentasyonu arasindaki iligki, ilk olarak 1951'de Hirsch and
Wheater tarafindan tanimlanmistir (de Vuyst ve Vandamme 1992, Lv vd. 2004a, Lv vd.
2004b, Cheigh vd. 2002). de Vuyst and Vandamme (1993) tarafindan yudratilen bir
calismada, 27 farkh L. lactis subsp. lactis susunda nisin Uretim kapasiteleri incelenmis ve
sakkaroz fermentasyon yeteneginin, nisin Uretimi ile baglantih oldugu gosterilmistir. pH
kontrollii kosullarda sakkaroz konsantrasyonu 10 g L™ ‘den 40 g L™ ‘ye cikarildiginda en
yiiksek nisin miktari 3267 IU mL" olarak hesaplanmistir. 40 g L™nin {zerindeki
konsantrasyonlarda sakkarozun nisin Uretimi Gizerinde baskilayici etki olusturdugu sonucuna

ulasmislardir.

Lv vd. (2005) kesikli ve yan kesikli fermentasyon sistemlerinde sakkarozun nisin Utretimi ve
hicre gelisimi tzerine etkisini arastirdiklari calismada; kesikli sistemde baslangi¢c sakkaroz
konsantrasyonunun 30 g L™yi asmasi durumunda, nisin aktivitesinin hizli bir disis
gosterdigini, ancak biyokutle miktarinin etkilenmedigini saptamistir. Temel besiyerine % 0.5
sakkaroz ilavesini esas alan bir diger denemede ise, kontrolsiiz kosullarda 2048 IU mL™ nisin

miktarina ulasiimistir (Cheigh vd. 2002).

Nisin Uretiminde yaygin olarak kullanilan diger bir karbon kaynagi ise laktozdur. Nisin Uretici
L. lactis suslarinin dogal habitatinin st olmasi, laktozu diger karbon kaynaklarindan daha
avantajli kilmaktadir. Ayrica st ve sut urdnlerinin islenmesinden aciga cikan peyniralti
suyunun nisin dretiminde kullanim olanaklari birgok arastirici tarafindan calisiimis ve nisin
biyosentezinin bu ortamdaki davranisi belirlenmistir. (Bertrand vd. 2001, Cheigh vd. 2002,
Liu vd. 2003). Nisin Uretimi Gzerine farkli sekerlerin etkisinin kiyaslandigi bir calismada, en
yiuksek verimin laktoz varliginda meydana geldi§i saptanmistir. Bu calismada, temel
besiyerine % 0.5 oraninda laktoz ilave edilmesi sonucu 16384 AU mL™ nisin verimi
saglanmistir. Ayni denemenin sakkaroz, glukoz ve galaktoz varliginda yurutilmesi halinde
ise, 8 kat daha dusik degerler elde edilmistir (Cheigh vd. 2002). Benzer sekilde, laktoz
iceren peynir alti suyunun kullanildigi kesikli ve sirekli fermentasyon sistemlerinde nisin
uretimindeki verimin 460—-20500 IU mL™ arasinda gerceklestigi tespit edilmistir (Amiali vd.
1998, Desjardins vd. 2001, Bertrand vd. 2001, Liu vd. 2005).

Mitra ve arkadaslari (2010) yaptiklari bir calismada soya kesigi suyunun nisin Uretiminde

alternatif karbon kaynagi olarak kullanilabilirligini arastirmiglar, kontrol grubu olarak Man-



Rogosa-Sharpe (MRS) hazir sivi besiyerini kullanarak fermentasyon gerceklestirmislerdir.
Calisilan gruplar arasinda elde edilen biyokitle ve nisin verimleri kiyaslandiginda, soya
kesigi suyunda hiicre kuru agirhdi ve nisin tretimi sirasiyla 2,18 g L™, 619,2 mg L™ (24767 IU
mL™) iken, MRS broth ortaminda bu degerler 2.17 g L™ ve 672 mg L™ olrak bulunmustur.
Sonug olarak alternatif substrat kaynagi olabilmesi agisindan daha 6énce denemeleri yapiimis
olan peyniralti suyu (92,9 mg L™), cull patates (88,7 mg L™), arpa 6ziti (1233 IU/ml) ve

hidrolize nisasta (1600 IU/ml) dan daha fazla nisin tretim verimine ulasiimistir.

2.4.2 Azot Kaynagi

Nisin Uretici L. lactis suslari, gelisebilmeleri ve nisin tUretebilmeleri igin, cok sayida organik ve
inorganik bilesige ihtiya¢ duyar. Organik bilesikler icerisinde azot kaynaklari, hicrelerin
gelisebilmeleri icin hayati rol oynamaktadir. Ozellikle laktokok suslari; besin ortaminda maya
Ozutl, proteaz pepton, kazein pepton gibi kompleks azot kaynaklarinin bulunmasi halinde iyi
bir gelisme gostermektedir. Bakteriyel gelisimdeki ©6nemleri nedeniyle cesitli azot
kaynaklarinin, 6zellikle peptitlerin ve amino asitlerin nisin Uretimi Uzerine etkileri, yogun bir
sekilde cahsiimistir (de Vuyst ve Vandamme 1993, de Vuyst 1995, Kim vd. 1997a, Cheigh
vd. 2002, Li vd. 2002, Vazquez vd. 2004). Bu yonde yapilan ilk ¢calismada, de Vuyst and
Vandamme (1993) farkli azot kaynaklarini % 2 sakkaroz bulunan besiyerinde, % 1 oraninda
kullanmistir. Calismada maya 6zitli, pepton, et Ozutl, kan, ballk ve soya unlarinin
kullanilmasi durumunda, yuksek nisin (dretimi ve biyokitle olusumunun gerceklestigi
belirlenmistir. En yiksek nisin tUretimi % 3 pamuk ¢igiti ve % 4 soya ununun kullaniimasiyla
elde edilmistir (2500 IU mL™). Bu calismada kazein hidrolizati, misir unu ve malt éziiti ise

nisin Uretimi icin uygun azot kaynaklari olarak tanimlanmamistir.

Nisin yaninda diger bakteriyosinlerin Uretimi Uzerine de etkili oldugu tespit edilmis bir diger
azot kaynag! ise, maya 6zutudir (de Vuyst 1995, Kim vd. 1997a). Maya 6zutiinin M17 laktoz
besiyerine %1 oraninda ilave edilmesi durumunda, diger azot kaynaklarina gére 2 kat daha
fazla nisin Oretiminin meydana geldigi belirlenmistir. Ayrica maya 6ziti oraninin % 1'den
% 3'e cikarilmasi durumunda, nisin dretiminin ilave 0Ozut orani ile paralel bir sekilde
yiukseldigi, ancak bu seviyeden sonra Uretimin sabitlendigi tespit edilmistir. Bu nedenle maya
0zutindn nisin Uretimi igin tek basina ideal azot kaynagi olabilecegi ileri striimustur (Cheigh
vd. 2002). Maya 0ziitl; serbest amino asitler ve kisa peptitlere ilave olarak, hiicre gelisiminde
onemli faktorleri de icerdigi icin, nisin Uretiminde diger azot kaynaklarindan daha etkin
bulunmustur (de Vuyst 1995, Cheigh vd. 2002).

Nisin Uretimine farkli 6zellikteki aminoasitlerin de etkili oldugu belirlenmistir (de Vuyst 1995,
Vazquez vd. 2004). Oncii peptitte yer almayan amino asitlerin (aspartik asit, glisin, hidroksi-

prolin, lisin, felinalanin, prolin, triptofan ve tirozin) sentetik besiyerinde % 0.1 oraninda



kullaniimasi durumunda, hiicre gelisiminin ve nisin Uretiminin degismedigi tespit edilmistir.
Hatta prolin, hidroksiprolin, aspartik asit ve lisinin, nisin Uretimini durdurdugu saptanmistir.
Ayni calismada 6ncl peptitte yer alan amino asitlerin (serin, treonin ve sistein) hicre
yogunlugu ve nisin Uretim seviyesi Uzerine etkili oldugu ve sentetik besyerinde % 0.1
oraninda kullanilmalarn durumunda nisin Uretim dizeyini % 50 oraninda artirdiklari
belirlenmistir. Ancak ayni amino asitlerin baslangic konsantrasyonlarinin % 0.5’i gecmesi
durumunda dretici hicrelerin gelisimi engellenmistir (de Vuyst 1995). Klasik yéntemlerle
surekli noétralize edilen sistemlerde yuratilen nisin Uretimlerinde, sistein ve triptofanin

aktivator, prolinin ise baskilayici roltiniin oldugu saptanmistir (Vazquez vd. 2004).

2.4.3 inorganik bilesikler

Nisin dretimi Uzerine etkisi denenen ilk inorganik bilesik fosfat olmustur. de Vuyst and
Vandamme (1993) calismalarinda, farkh fosfat kaynaklarinin kesikli sistemlerde nisin tretimi
Uzerindeki etkilerini arastirmistir. Bu fosfat kaynaklar icinde, KH,PO,'Uin en etkili bilesik
oldugu tespit edilmistir. KH,PO,'Uin baslangi¢c konsantrasyonunun % 5 dizeyinde kullanimi
ile nisin aktivitesinin 3500 IU mL™" gibi yiiksek bir degere ulastigi saptanmistir. Ancak bu
seviyeden sonra, hem nisin miktari ve hem de biyokitle olusumu hizla azalmistir. Yapilan
baska bir calismada ise, ayni KH,PO, konsantrasyonlarinin L. lactis I0-1 susunda nisin Z
Uretimi tzerinde etkili olmadidi belirlenmistir. Ayni calismada KH2PO4'lin aksine, 0.1-0.2 M
CaCl2 ilavesinin nisin Z Uretiminde % 20 artisa neden oldugu saptanmistir. Ayrica % 0.1
(v/v) Tween 80’nin kullanilmasi sonucu nisin aktivitesinde % 30 artis tanimlanmistir
(Matsusaki vd. 1996).

Nisin Uretiminde fosfatin temel roli, ortami tamponlamasi ve hicre gelisim ajani olarak iglev
gormesi ile aciklanmaktadir (de Vuyst ve Vandamme 1992, Li vd. 2002, Liu vd. 2003).
Nitekim yiksek fosfat konsantrasyonu, ATP olusumunu tesvik ederek hiicrelerin yiksek

enerji seviyesinde bulunmasini saglamaktadir. Ca*®

nin nisin Uretimindeki etkisi ise, 6ncl
nisin molekulini modifiye eden enzimlerden NisP peptidazlarin aktivasyonuna yol
acmasindan kaynaklanmaktadir. Cinkii bu enzimler {zerinde, Ca** iyonlarinin
baglanabilecegi bélgeler bulunmaktadir. Diger taraftan Ca*? iyonlari (retici suslarda lipit
membran butinliginin korunmasinda da rol almaktadir. Bilindigi gibi fosfolipit yapilar
lantibiyotiklerin temel hedef bdlgeleridir (Matsusaki vd. 1996). Tween 80, uretilen nisinin
ortamdaki ceperlere tutunmasini engelleyerek ¢ozunurligini artirmakta ve bu yolla nisin

Uretimini tesvik etmektedir (Liu vd. 2005).
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2.4.4 pH

Nisin Uretiminde de, diger bakteriyosinler ile benzer sekilde, optimal pH araligi 5.5-6.8 olarak
saptanmistir (de Vuyst ve Vandamme 1992, Matsusaki vd. 1996, Cheigh vd. 2002, Liu vd.
2005, Pongtharangkul ve Demirci 2006). L. lactis 10-1 susu i¢in, ksiloz bulunan ortamda en
verimli nisin Uretimi pH 6.0’da gerceklesirken, glukoz bulunan ortamda bu degere pH 5.5'te
ulasiimistir (Matsusaki vd. 1996). L. lactis A164 susunun kullanildigi bir diger calismada ise,

laktoz iceren ortamda en ytksek nisin dretimi pH 6.0'da gbzlenmistir (Cheigh vd. 2002).

Bakteriler, gelisme ortamindaki yiksek pH degisimlerine karsi canhhigini koruyabilse de,
sitoplazmik pH’nin, birgok metabolik yol i¢in optimal olan nétral degerlerden uzaklasmasi
olumsuz durum yaratmaktadir. Bu nedenle bircok asit toleransh laktik asit bakterisinde
oldugu gibi L. lactis hiicrelerinde de i¢ pH, dis pH'daki disise bagh olarak 5-15 dakika
icinde ayarlanmakta ve bdylece sabit bir pH gradienti saglanmaktadir (Siegumfeldt vd. 2000).
Ancak dusuk pH seviyelerinde metabolizmaya ait bazi enzimler inhibe edilmektedir. Ayrica
hicre gelisimi, sekerlerin katabolizmasi sonucu olusan enerjinin ATPaz tarafindan
sitoplazmik alkalizasyon icin kullaniimasi nedeni ile, tamamen durmaktadir (Even vd. 2002).
Nitekim Guerra ve Pastrana (2003) L. lactis subsp. lactis'te dis ortam pH’'sinin 5’in altina

dismesi sonucunda, hem hticre gelisiminin hem de nisin Uretiminin durdugunu saptamistir.

Nisin Uretimi ile ortam pH’si arasindaki ilging bir diger iliski; ortam pH’sinin nétral pH'ya
yaklasmasi durumunda, Uretilmis olan nisinin, tretici susun hicre membranina tutunmasidir.
pH’nin 6’ya ayarlanmasiyla nisinin; Uretici susun membran yapisinin katyonik dogasina bagli
olarak, hiicre duvarina tutundugu belirlenmistir. Ayni ortamda pH’nin 5’in altina disurilmesi
durumunda da hlicre duvarina tutunan nisinin tekrar ortama salindigi saptanmistir (Yang vd.
1992, Guerra ve Pastrana 2003).

2.4.5 Nisin miktari

Nisin Uretimi, ortamda yuUksek konsantrasyonda nisin bulunmasi durumunda inhibe
olmaktadir. Bu durum dretici suslarda, maksimum direncliligin saglanabildigi bir sinir degerin
bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Kim vd. 1997a, Qiao vd. 1997, Kim vd. 1998). Ornegin,
L. lactis N8 ve LACA48 suslarinin direnclilik gosterebildigi maksimum nisin degerleri, sirasiyla
1000 1IU mL™ ve 5000 IU mL™ olarak élgiilmistiir (Qiao vd. 1997). Nisin miktarinin etkisi en
fazla kesikli ve yarn kesikli fermentasyonlarin son evresinde gortlmektedir. Nitekim birgok
calismada nisin dretiminin ulasilan maksimum degerden sonra dustugu belirlenmistir. Bu
durumun en 6nemli nedenlerinden biri, duragan fazda bulunan hicrelerin yuksek nisin
konsantrasyonlarindan etkilenmesidir (de Vuyst ve Vandamme 1992, de Vuyst ve
Vandamme 1993, Matsusaki vd. 1996, Bertrand vd. 2001, Lv vd. 2004a, Lv vd. 2004b,
Pongtharangkul ve Demirci 2006).
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2.4.7 Oksijen

Nisin Uretimini etkileyen diger bir faktor ise Uretici susun bulundugu fermentasyon ortaminin
aerobik veya anaerobik kosullara sahip olmasidir. Laktik asit bakterileri aerobik ortamlarda
gelistiklerinde karsilastiklari oksidatif stresi tolere edebilme kabiliyetlerine sahiplerdir. Ancak
ortamda var olan oksijenin nisin A (Hurst 1981) ve laktosin S’nin (Mortvedt-Abildgaard vd.
1995) de icinde bulundugu bir¢cok bakteriyosinin Uretiminde olumsuz etkilere neden oldugu

da rapor edilmistir.

Buna karsin, Lactobacillus amylovorus tarafindan uretilen amilovorin ve L. lactis tarafindan
Uretilen nisin Z miktarlarinda oksijenli ortamlarda artis gozlemlenmistir (de Vuyst vd. 1996,
Chinachoti vd. 1997). Sitrat pozitif olan L. lactis'in NADH oksidaz enzimini kullanarak
NADH'lart NAD"ya okside edebilmesinin (Bassit vd. 1993) bakteriyosin uretimi tzerinde
Onemli etkisi vardir (de Vuyst vd. 1996, Amiali vd. 1998, Cabo vd. 2001, Jensen vd. 2001,
Neves vd. 2002, Papagianni vd. 2012). Ayrica nisin aerobik kosullarda uretildiginde
ortamdaki proteolitik enzimlerin zararl etkilerinden daha fazla korunmakta, bu da oksijenli

ortamda bu enzimlerin aktivitelerinde gerceklesen azalmalar ile saglanmaktadir.

L. lactis'in kesikli fermentasyonu boyunca nisin dretim miktarindaki degisimin gelisme
ortaminin ¢6ziinmus oksijen yuzdesi ile ilgisinin arastirildig bir ¢calismada, %60 ¢6zinmuis
oksijen iceren ortamda gerceklestirilen kesikli fermentasyonda kontrol grubuna oranla 8 kat
daha yiiksek nisin verimi (40960 AU mL™") elde edilmistir (Amiali vd. 1998). Ortamda biriken
laktik asit konsantrasyonunda da kontrol ortamina kiyasla %33 azalma oldugu, diger yandan

asetik asit, asetoin ve etanol konsantrasyonlarinda ise artislar oldugu g6zlemlenmistir.

2.5 Nisin Uretim Yontemleri

Nisin Uretimi ilk olarak kesikli sistemlerle calisiimistir (de Vuyst ve Vandamme, 1992). Daha
yuksek drtn verimi elde etmek amaciyla devam eden arastirmalarda yari-kesikli ve strekli
sistemler olusturulmus ve denenmistir (Hull ve Gibbson 1997, Amiali vd. 1998, Guerra ve
Pastrana 2001, Sonomoto vd. 2000, Scannell vd. 2000, Desjardins vd. 2001, Tolonen vd.
2004). Bu vyeni sistemler olusturulurken, nisin dretimi Uzerine etkili olan substrat
kompozisyonu, sicaklik, pH ve ortamda biriken nisin miktari gibi faktorler g6z 6ninde
bulundurulmustur. Bu faktorlerden nisin Uretimi Uzerinde olumsuz etki olusturabilecek stres
kosullari uygun modifikasyonlarla en aza indirgenmeye calisiimistir. Uretici susun canliliginin
ve gelisiminin arttirimasi, fermentasyon ortaminin kompozisyonundaki degisimler ve
ortamda biriken metabolitlerin uzaklastiriimasi gibi konular bu modifikasyonlardan bazilaridir
(Hull ve Gibbons 1997, Kim vd. 1997a, Shimizu vd. 1999, Bertrand vd. 2001, Yu vd. 2002,
Guerra ve Pastrana 2003, Lv vd. 2004a, Lv vd. 2004b, Tolonen vd. 2004, Liu vd. 2005,
Pontharangkul ve Demirci 2006, Papagianni vd. 2007, Wu vd. 2008).
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2.5.1 Kesikli sistemler

Kesikli sistemlerde nisin Uretimi ilk kez Hirsch and Wheater tarafindan, 1951'de calisiimistir.
Bu sistemlerde nisin Uretimi, hiicre gelisimi ile baglantih olarak artmaktadir. de Vuyst and
Vandamme (1992) tarafindan, baslangi¢ seker konsantrasyonunun 10 g L™ sakkaroz olarak
alindig1 kesikli fermentasyonda L. lactis subsp. lactis NIZO 22186 susunun ussel fazda (4-8.
saatler arasi) 0.66 h™* oraninda hizli bir hiicre gelisimi gdsterdigi ve buna bagl olarak nisin
Uretiminin de yiikselerek 1400 IU mL* degerine ulastigi belirlenmistir. Ancak ayni
fermentasyonun 8. saatinden sonra hicre gelisiminin durdugu ve nisin Uretiminin de
azalmaya basladigi tespit edilmistir. Kesikli sistemler, hicrelerin dogal gelisim egrilerini
gosterdikleri ortamlardir. Bu nedenle fermentasyon ortaminda tikenen besin elementleri ve
olusturulan metabolitler, dretici hiicre Uzerinde oldukgca etkilidir. Baslangic sakkaroz
konsantrasyonun 40 g L™"ye yiikseltildigi diger uygulamalarda biyokiitle gelisimi 2.1 g kuru
agirhk L™ den, 4.1 g kuru agirik L™"ye kadar yiikselmis ve 2371 IU mL™ nisin aktivitesine
ulasiimistir (Lv vd. 2004b). Ancak karbon kaynaginin artiriimasi bile, tGremenin durma
fazinda meydana gelen nisin dretimindeki diististi engelleyememektedir. pH kontrolli kesikli
sistemlerde sakkarozun karbon kaynagi olarak kullaniimasiyla 2.34 g kuru agirhik L™ hiicre
yogunlugu elde edilirken, nisin aktivitesi 1793 IU mL™* olarak &l¢tilmistiir. Uremenin durma
fazinin sonunda gorulen buyuk azalma ise kismen engellenmistir (de Vuyst ve Vandamme
1992). Benzer kosullarda L. lactis subsp. lactis ATCC 11454 susunun kullaniimasi

durumunda, tretilen nisin miktari 2658 1U mL™ olmustur (Lv vd. 2005).

2.5.2 Yari-kesikli sistemler

Spesifik nisin tretimin artirilmasi ve dretici suslarin aktif fazinin uzatilabilmesi amaciyla yari-
kesikli fermentasyon sistemleri devreye sokulmustur (Kim vd. 1997b, Amiali vd.1998, Guerra
ve Pastrana 2003, Lv vd. 2004a, Lv vd. 2004b, Papagianni vd. 2007). Bu sistemlerde; diger
dretim teknolojileri icin baslangicta olmasi gereken yiksek besin konsantrasyonu ve
fermentasyon siresince olusan laktik asit miktarinin tretici sus tizerindeki olumsuz etkisinin
azaltiimasi hedeflenmistir (Lv vd. 2004a, Lv vd. 2004b). Daha 6nce de ifade edildigi gibi
karbon kaynaginin regllasyonu, hicre gelisimini ve nisin biyosentezini dogrudan
etkilemektedir (de Vuyst ve Vandamme 1992). Bu yaklasimla yuritilen bir calismada
besleme cozeltisi, 300 g L™ ve 135 g L' sakkaroz ve NaOH ilavesi ile hazirlanmistir.
Fermentasyon siiresince son sakkaroz konsantrasyonu 40 g L™ olacak sekilde, bu ¢6zeltiden
besleme yapiimistir. Calismada en yiiksek biyokiitle orani 4.2 g kuru agirlik L™ olarak elde
edilirken, 5010 IU mL™ gibi oldukca yiiksek nisin aktivitesine ulasiimistir. Karbon kaynaginin
kontrollii olarak beslendigi glukostat bir ¢alismada; ortamda, 10 g L™ glukozun bulunmasi

halinde 6100 IU mL™ gibi yiiksek nisin {retim verimine ulasildigi, 25 g L™ glukoz oranin
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aslimasi durumunda ise verimin hizla distugu rapor edilmistir (Papagianni vd. 2007). Yar
kesikli fermentasyonda karbon kaynagi besleme hizinin belirlenmesini hedefleyen bir diger
calismada, 190 g L™ sakkaroz iceren solusyondan fermentdr ortamina saatte 10 mL
beslendiginde, nisin Uretim oraninin kesikli Gretime gore % 51 artis gosterdigi belirlenmistir
(Wu vd. 2008). Fakat kesikli sistemlerde gorilen maksimum verimden sonraki dusis, bu
sistemde de meydana gelmistir (Lv vd. 2004a). Nisin Uretim miktarinda meydana gelen
dismenin temel kaynagi, nétralizasyondan dolay! olusan laktatin ve ortamda biriken nisinin
uretici hicre Uzerinde olusturdugu olumsuz etkidir (Hull ve Gibbons 1997, Shimizu vd. 1999,
Tolonen vd. 2004). % 1 glukoz iceren minimal besiyeri ortaminda, L. lactis subsp. lactis
ATCC 11454 susu kullanilarak yaratilen yari-kesikli nisin tretim sisteminde; NaOH yerine,
6 M NH40OH kullanilmasi sonucu, nisin Gretim miktari 1080 IU mL™den 1260 IU mL™"ye
yukselmistir (Hull ve Gibbons 1997). Fermentasyon esnasinda U(retici sus tarafindan
olusturulan laktik asidin Gretici hicreler (zerindeki inhibisyon roliiniin minimizasyonuna
yonelik olarak tasarlanan bir calismada ise, kefirden izole edilen Kluyveromyces marxianus
mayasinin kullanimi énerilmistir. Uygulama neticesinde saf kulttrin kullanildigi kontrol
grubunda 2320 IU mL™ nisin aktivitesi elde edilirken, mayanin kullanildi§i kesikli

fermentasyon sisteminde 3920 IU mL™ nisin aktivitesine ulagiimistir (Shimizu vd. 1999).

2.2.3 Surekli sistemler

Biyokutle miktarinin artisi ile hacimsel nisin tretim miktarindaki yikselmenin birbirine paralel
olusu, sistemlerde uretim surekliliginin uzatiimasi icin immobilize hiicre teknolojisi fikrini
dogurmustur. Bu amagcla nisin Uretici suslar kademeli bir sekilde cogaltilarak, c¢esitli destek
materyallerine immobilize edilmis ve degisik 6zellikte biyokatalistler olusturulmustur. Ayrica
surekli besleme ve urin ¢ikisi saglanarak, surekli nisin Uretim denemeleri gerceklestirilmistir
(Wan vd. 1995, Scannell vd. 2000, Sonomoto vd. 2000, Desjardins vd. 2001, Bertrand vd.
2001). Bu denemelerde hiicre immobilizasyonunun etkin olarak yapilabilecegi, besin akisinin
hizh oldugu ve ylksek stabiliteye sahip destek materyallerinin kullanildigi sistemlerin
geligtiriimesi Uzerinde durulmustur. Bugine kadar yapilan calismalarda kullanilan model
sistemlerde elde edilen en yiksek hacimsel nisin Uretimi, immobilize hicre teknolojisi
kullaniimasi ve hiicrelerin saatte bir yeni ortama alinmasi durumunda saglanmistir (Bertrand
vd. 2001, Amiali vd. 1998, Desjardins vd.. 2001, Sonomoto vd. 2000, Hull vd. 1997). Bu
sonuglar, fermentasyon ortaminin sirekli degistiriimesinin; dusuk pH, laktat ve nisinin

hiicreler Gzerindeki inhibisyon etkilerini ortadan kaldirdigini acikgca gostermektedir.

2.6 Nisin Uretiminde Yenilikci Yaklasimlar
Nisin tretim miktar ortamdaki biyokitle olusumu ile paralellik tasimaktadir. Ote yandan nisin

fermentasyonunda L. lactis hiicreleri tarafindan Uretilen laktik asit, hicreler tzerinde geri
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yonlii inhibisyon etkisi meydana getirmektedir. Ortamdaki laktat konsantrasyonunun
yukselmesi hiicrelerde protein denatirasyonunu hizlandirmakta, ayrica L. lactis hiicrelerinin
bu olumsuz fermentasyon kosulunu tolere edebilmek icin yiksek enerji sarfiyatinda
bulunmasina neden olmaktadir. S6z konusu bu olumsuzluklar, L. lactis htcrelerinde aktif
nisin dretim fazinin bozulmasina ve hatta hiicre yogunlugunun azalmasina sebep olmaktadir.
Nisin dretiminde geri yonli inhibisyonun engellenmesi igin izlenilen yollardan birisi; L. lactis

hicrelerinde metabolik yolun homofermantatiften heterofermantatife dondstirilmesidir.

Nisin biyosentezinden sorumlu genlerin belirlenmesi ve Uretimin genetik mekanizmasinin
daha iyi anlasiimasiyla Uretici suslarda molekiiler calismalar hiz kazanmistir. Uriin verimini
arttirmaya yoénelik bu calismalar ilk olarak konjugasyon uygulamalariyla baslamistir. Cunku
nisin Uretiminden sorumlu genlerin transpozon uzerinde tasindiginin belirlenmesi, nisin
Uretiminin konjugasyon yolu ile aktarilabilecegine isaret etmistir. Ancak bugiine kadar yapilan
¢calismalarda, nisin Uretim fenotipi kazandiriimis transkonjugantlarda elde edilen nisin tretim
diuzeyleri kontrol gruplarindaki Gretim diizeyini gecememistir. Ayrica transkonjugatlarda nisin

fenotipinin stabil olmadigi da tespit edilmistir.

2.6.1 Rekombinant nisin ureticileri

Nisin biyosentezinden sorumlu genlerin belirlenmesi ve Uretimin genetik mekanizmasinin
daha iyi anlasilabilmesiyle (retici suslarda molekiler calismalar hiz kazanmistir. Uriin
verimini arttirmaya yonelik bu calismalar ilk olarak konjugasyon uygulamalariyla baslamistir.
Ancak bugine kadar yapilan calismalarda, transkonjugantlarda elde edilen nisin Uretim
diuzeyleri kontrol gruplarindaki Gretim diizeyini gecememistir. Ayrica transkonjugatlarda nisin

fenotipinin stabil olmadigi da tespit edilmistir.

L. lactis hiicreleri kendi nisin (retiminden geri yonlii olumsuz etkilenmektedir. Ozellikle,
gelisme ortaminda yiksek miktarda nisin birikimi L. lactis suslarini inhibe etmektedir.
Yapilan calismalarda nisin dreticilerinin farkli seviyelerde nisine karsi hassasiyetlerinin
oldugu belirlenmistir. Ornegin, L. lactis Nisin dretiminde kullanilan hiicrelerde, dogal nisin
direnclilik genlerinin (nisl, nisF, nisE ve nisG) yiksek dizeyde ifadesinin saglanmasi, bu
bakteriyosinin tretimi Gizerine olumlu etki yapmaktadir. Clinki daha 6nce de soz edildigi gibi,
uretici hlcrelerin direnclilik gdsterebildigi bir sinir nisin degeri bulunmaktadir. Nitekim nisl
genlerinin vektdr bir plazmid aracihigi ile Uretici dogal susa aktariimasi ve bu genlerin
ifadesinin saglanmasi sonucunda, nisin Uretim miktarinda % 20’lik bir artisin s6z konusu
oldugu belirlenmistir (Kim vd. 1998).

Direnclilikten sorumlu nisl geninin kullaniimasi, operonda yer alan fonksiyonel genlerle

yapilan calismalara i1sik tutmustur. L. lactis subsp. lactis 164 susunda nisin Z Uretimi; nisZ,
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nisR, niskK ve nisF, nisk, nisG genlerinin ¢oklu kopyalari klonlanarak, artirilmaya calisiimistir.
Kontrol susta 16.000 AU mL-1 olan nisin aktivitesi; nisR ve nisK ve nisF, nisg, nisG
genlerinin klonmasiyla 25.000 AU mL-1 degerine ulasmistir. nisR, nisK genlerinin yuksek
dizeyde ifadelerinin saglanmasi durumunda, nisZ geninin transkripsiyonunun da tesvik
edildigi belirlenmistir (Cheigh vd. 2005).

Rekombinasyon calismalarindan elde edilen yiksek nisin verimleri sonucunda bu
rekombinant suslarin immobilizasyonunu hedeflenen yapilan sirekli fermentasyonda daha
fazla verime ulasilabilecegi fikri ile cesitli calismalar yurtttlmustir. 2012 yilinda Simsek ve
arkadaslari L. lactis N8 susuna genetik yollarla kitin baglanabilme domainlerini kazandirarak
L. lactis PLAC2 ve PLACY suslarni olusturmus ve destek materyali olarak kitin malzemesinin
kullanildigi yenilikgi nitelikte strekli bir sistemde (CICON-FER, kitin igceren sirekli nisin
fermentasyon sistemi) bu suslarin en yiksek nisin Uretebildigi fermentasyon kosullarinin
optimizasyonunu yapmislardir. Yapilan L. lactis PLAC7 stirekli fermentasyonu ¢alismasinda
farkl diliisyon hizlan (0.1 ila 0.9 h™) ve farkli glukoz konsantrasyonlarinda (10 ila 60 g L™)
elde edilen nisin tretimleri gézlenmis ve optimum kosullar olarak 0.9 h™ diliisyon hizi ve 40 g
L™ baslangic glukoz konsantrasyonu belirlenmistir. Bu kosullarda en yilksek nisin verimi
10500 IU mI* bulunmustur. Calisma sonucunda CICON-FER sisteminin yiiksek hacimde
nisin Uretimine elverisli oldugunu ve Kkitine tutundurulmus hicrelerde yiksek diliisyon
hizlarinda bile fermentasyon ortamindan hiicre kayiplarinin ¢ok az oldugu rapor edilmistir
(Simsek, 2013).

Yuksek oksijen konsantrasyonu ihtiva eden ortamlardayken mikroorganizmalarda alternatif
oksidaz (aox1) enzim aktivitesi indiiklenir ve bdylece mikroorganizma olusan stres kosullarini
tolere edebilir. Papagianni ve Avramidis 2012'de yaptiklari geri-beslemeli fermentasyon
calismasinda; Aspergillus niger’ deki aox1 genini L. lactis ATCC11454 susuna klonlayarak
olusturduklar transformant susunu kullanmislardir. %90 c¢6zinmis oksijen ylzdesi ve
10 g L™ glukoz konsantrasyonu iceren bu fermentasyon sistemi ile kontrol susunda
3,2 g L'* hiicre biyokiitle agirhgina ve 5900 IU mL™ nisin uretimine ulasilirken, rekombinant
susta 5.8 g L™ hiicre biyokiitlesi ve 7900 IU mL™ nisin verimine ulasilmistir. L. lactis'in
glikolitik déngusiinde dnemli roli olan fosforuktokinaz (pfk) enziminin aktivitesinin arttirilmasi
ile fermentasyon sonucu olusacak biyokitle ve nisin miktarlarinda da artis elde edilecegi
hipotez edilmistir. Bu hipotezle 2012 de yapilan calismada; A. niger'deki aox1 geni bu defa
fosfofruktokinaz ve AMP proteinkinaz enzimlerini kodlayan pfk13 ve pkaC genleri ile birlikte
L. lactis ATCC11454 susuna klonlanmig, elde edilen pfk13-pkaC-aox1 rekombinant susun
hemin iceren aerobik ortamda yari kesikli fermentasyonu yapilmistir. Calisma kapsaminda

fermentasyon ortaminda 55, 138 ve 277 mM olmak uzere u¢ farkh glukoz konsantrasyonu
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denenmis ve en yiiksek biyokitle (7,5 g L™) ve nisin miktarina (14.000 IU ml?) 277 mM

glukoz iceren fermentasyon ortaminda ulasiimistir (Papagianni vd. 2012).

2.6.2 inkiibasyon ortaminin degistirilmesi

Fermentasyon ortamlarinda karsilasilan substrat inhibisyonu, Uretici suslarin olusturdugu
metabolitlerinin belli bir seviyeden sonra Uretici sus Uzerinde olusturdugu baskilayici etkisi,
Uretilen nisinin dretici hiicrelere tutunarak Uretimi engellemesi, fermentasyon sonucu olusan
proteazlarca nisinin degradasyonu gibi birgok faktér nisin Gretimini olumsuz etkilemekte ve
elde edilecek verimi de sininrlandirmaktadir. Bu olumsuz kosullari engelleyebilmek ve
maksimum nisin Uretimine ulasabilmek adina optimum proses kosullari olusturma temelli
bircok calisma yapilmistir (de Vuyst, 1992; Yang vd. 1992; Pongtharangkul vd. 2006, Demirci
vd. 2006, Simsek vd. 2009). Bu olumsuz etkilerinin giderilmesi amaciyla Bertrand vd. 2001
yihinda yaptiklari bir c¢ahsmada pH kontrolli besiyeri degisimini 6nermistir. K-
karegenan/baklagil gamina 10 CFU mL™ diizeyinde immobilize edilen L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis hiicreleri, bir saatlik zaman araliklariyla yeni besi ortamina alinarak
sureklilik saglanmistir. Bu calismada 8200 IU mi™ toplam ve 5730 IU mI'l h™ hacimsel nisin

aktivitesine ulasiimistir.

Nisin dretimini hem hicresel hem hacimsel bazda arttirmaya yonelik yapilan bir baska
calismada ise L. lactis N8 ve LACA48 suslar kullanilarak yapilan kesikli fermentasyon
ortaminda olusan metabolitlerden kaynaklanarak meydana gelebilecek geri-yonli
inhibisyonun engellenebilmesi i¢in 30, 60 ve 120 dakika araliklarla besiyeri degisimleri
yapilmistir. Maksimum hacimsel nisin Uretimi 60 dk araliklarla yapilan besiyeri degisimleri ve
toplam 18 saat siiren N8 susunun fermentasyonu sonucunda 900 * 100 IU ml*, LAC48
susunun fermentasyonu sonucunda ise 1.080 + 100 IU mI™* nisin verimine ulasiimistir. Rapor
edilen sonuclara gore 30 dk araliklarla yapilan besiyeri degisimlerinin 60 dk ‘ya oranla dnemli
Olctiide avantaj saglamadigi, 120 dk aralikli yapilan degisim siresi ise biriken nisin ve laktat
konsantrasyonlarinin olusturdugu inhibitif etkinin éniine gecilebilmesinde ¢ok uzun bir stre

oldugu bulunmustur (Simsek vd. 2009).

2.6.3 Metabolik yolun diizenlenmesi

Kesikli ve yari-kesikli fermentasyonlarin ilerleyen zaman dilimlerinde laktat dehidrogenaz
enzim aktivitesi ile L. lactis tarafindan Uretilerek ortamda biriken laktat, nisin Uretici hiicrelerin
gelisimleri Gzerinde inhibitif etki gostererek hiicre lizisine neden olur. Ayrica artan laktat
konsantrasyonu ile meydana gelen geri yonli inhibisyonun yanisira artan pH ile birlikte
bozulan elektrolitik denge nedeniyle de hicrelerde daha fazla enerji sarfiyati meydana

gelmektedir. Tium bu olumsuzluklar yiksek laktik asit konsantrasyonunda gdézlenen toksik
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etki ile de birlesince hucrelerin kaybina veya daha az gelismesine neden olmaktadir.
Ortamdaki bu baski ile Uretici hiicrelerde sayisal artis saglanamamakta ve buna paralel
olarak da nisin wretimi arttinlamamaktadir. Bu olumsuzluklari elemine edebilmek igin
planlanan en yenilik¢i yaklasimlardan birisi de gelisme ortamlarinda L. lactis hicrelerinin
metabolik yolunun homofermantatiften heterofermantatife donusturilmesi iglemidir. L. lactis
hicreleri  gelisimleri  icin  gerekli enerjiyi  Uretmek igin heterofermantatif dongulyu
kullandiklarinda metabolizmalarinda elektron transfer sistemini (ETS) yapilandirarak bir
aerobik solunum zincir hatti olustururlar (Lechardeur vd. 2011, Brooijmans vd. 2009a,
Pedersen vd. 2012) ve homolaktik donguden ciktiklari i¢in olusturduklari son Urtinlerde
bulunan laktat konsantrasyonunda énemli diisme goézlenir. izlenen bu yeni metabolik yolun
sonunda sadece laktik asit gibi ortam asitligini arttiracak tek ¢esit son Uriin yerine aseton,
diasetil, etanol gibi yan uriinler de olusturularak, geri inhibisyonun énemli oranda minimize
edilmesi saglanir. Homofermantatif dongtide her bir NADH'In oksidasyonuyla 1 mol ATP
uretildiginden, totalde elde edilen 2 mol ATP’ye nazaran heterofermentatif déngide 36 mol
ATP Uuretimi gerceklesir. Hucrenin enerjetik seviyesindeki bu ylkselmeye paralel olarak

hicre biyokutlesinde de artis saglanir (Sekil 2.3).
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lukoz PTS 1 © ATP «
Glukoz Z050 & NAD® ATP
7" 5 1 ppee | Ack
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ATP FEP 1 HAD®
__'m,‘\‘iF‘FK : ADH ““— NADB-BTA
'|'|:|-E||H:'P . | asetil Cod Heterofermentatif Diéngii
* o = -
cae & P
FBA :
GAPDH C_’; MAD® |
-
y  (MaDs NAD® MADH X A
- - ALS :
1, 3PG laktat “'—:;'I'j—puuvat: b azeto-laktat ~ » azetoin
_ ADF *
PGK | — R I, Ty
= ATP PK q-} ATP| ooy DaR 7a
PMG ENO . [ o
PG ——p 2PE—————— pEp , dasetil
1
Homofermantatif déngi 1
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Sekil 2.3 L.lactis‘de homofermantatif, heterofermantatif dongu ve solunum kosullarinda laktoz

ve glukoz katabolizmasi (Lan vd. 2006).
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Solunum metabolizmasi; Escherichia coli ve Bacilus subtilis ‘in de i¢inde bulundugu sayisiz
bakterinin enerji Uretiminde en c¢ok kullandiklari yoldur. Bu bakterilerde solunum
mekanizmas! birden ¢ok sayida enzim, kofaktoér varliginda kompleks bir diizen icerisinde
gerceklesmektedir. Buna karsilik laktik asit bakterilerinde solunum metabolizmasinin aktif
veya inaktif olusunun sadece gelisme ortaminin sartlarina bagh olusu ve bunun kontrol
altinda tutulabiliyor olmasi, bu familya UGyelerini yeni model sistemler gelistirilirken
kullaniimasinda daha da degerli kilmaktadir (Richardson 2011, de Vos vd. 2004).

2.7.Laktik Asit Bakterilerinde Solunum

Fakdiltatif anaerobik karakterleriyle taninan laktik asit bakterilerinin solunum yapabilme
yetenekleri ilk kez 1970’lerin bagslarinda yapilan ¢calismalarla ortaya atiimistir. Sadece hemin
veya hemin-menakinonun birlikte bulunduruldugu gelisme ortamlarinda, bu familya tyelerinin
hicrelerindeki sitokromlarinin - aktiflestiji ve aerobik solunum yaptiklari bugiine kadar
suregelen calismalarla da desteklenmistir (Bryan-jones vd. 1969, Sijpestejn 1970,
Whittenbury vd. 1978, Duwatt vd. 1999, 2001, Lechardeur vd. 2011, Brooijmans vd. 2009b,
Pedersen vd. 2012).

Laktik asit bakterilerinin enerji dretim yolu olarak ©Oncelikle homofermentatif yolu
se¢melerinde birgok neden mevcuttur. Solunumda yer alan sitrik asit dongistinden yoksun
olduklarindan enerji Uretim metabolizmalarinda glikoliz yoluyla elde ettikleri pirivati CO,'e
kadar okside edemezler. Bunun yerine NADH’lari NAD'a indirgeyerek pirlivattan asetoin,
asetat gibi organik bilesikler olusturma yoluna giderler (Gaudu vd. 2002, Pedersen vd. 2012).
Elektron transfer sistemininin olusmasinda dnemli olan hemin terminal akseptor gdrevindeki
sitokrom oksidazin da aktiflesmesni saglar. Laktik asit bakterilerinin timi hem biyosentezini
gerceklestirecek enzimlerden yoksun olduklarindan, solunum yapabilmek igin ortama hemin
ilavesi yapmak zorunludur. Bazilarinda ise menakinon biyosentezinden sorumlu
menFDXBEC genleri bulunmadigindan bu kofaktéri de ortama ilave etmek gerekir ki bu
durumda aerobik solunum yapabilme kosulu ikiye cikar (Lechardeur vd. 2011, Rezaiki vd.
2008, Yamamoto vd. 2005).

Oksidatif stres; hiicrenin metabolik yolunda bozukluklara, gen bélgelerinde mutasyonlara ve
genel olarak bakteriyostatik veya bakterisidal etkilerde bulunarak hiicreye hasar veren birgcok
sebebe yol acar. Laktik asit bakterileri genel olarak oksijene hassasiyetleri olan fakultatif
anaerobik mikroorganizmalar grubunda yer aldiklarindan ortamdaki serbest oksijenin
metabolik doéngiye girmesiyle direng mekanizmalarini  aktiflestirirler. Bu direng
mekanizmalarinin en 0Onde ggeleni siuperoksit dismutaz aktivitesi (SOD) ile superoksit
serbest radikalinin (O, ") hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene donisiimui katalizlenmesidir.

Anaerobik kosullardayken superoksit dismutaz aktivitesi (sod) dusik olan laktik asit
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bakterilerinde aerobik kosullardayken bu sod aktivitesinde yiikselme go6zlenir (Duwat vd.
1995).

Tam laktik asit bakterilerinde tek tip sitokrom oksidaz (quinol oksidaz) CydAB enzimi genetik
olarak kodlanmis bulunmaktadir. Bu enzim kompleksi oksijenli ortamlarda ¢alisabilmekte ve
bakteri hiicresinin oksijeni elemine etmesinde katkida bulunmaktadir (Rezaiki ve ark. 2004).
Membranlarda terminal oksijen akseptori olarak gdrev alarak proton motive edici gliciin
olusumunu saglayan bu sitokromlar, distk oksijen konsantrasyonlarinda bile aktifleserek
solunum vyapilabilmesine olanak saglar (Brooijmans vd. 2009b). Fermentatif
metabolizmasiyla bilinen L. lactis, hemin bulunan aerobik kosullarda sahip oldugu bu genin
varlijl sayesinde solunum yapabilmektedir. 1999 yilinda Bolotin ve arkadaslarn L. lactis
IL1403 susunun genomunda sitokrom d oksidaz tarafindan kodlanan respirasyondan
sorumlu cydA geninin bulundugunu rapor etmislerdir. Respirasyon boyunca cydA geni,
elektron transfer sisteminde aktif rol alir ve son elektron alicisinin oksijen olmasini

saglayarak ATP Uretimini saglar.

Laktik asit bakterileri filogenetik karakterlerine gére solunum yapabilme kabiliyetleri agisindan
siniflandirildiklarinda  solunum yapabilmek icin hemine ihtiya¢c duyanlar, hemin ve
menakinona birlikte ihtiya¢c duyanlar, solunum yetenedi hi¢ bulunmayanlar olmak Uzere Ug¢
sinifta gruplandinlirlar (Tablo 2.1). Solunum yetenekleri deneysel olarak elde edilen bir¢ok

veriyle desteklenmis olanlar koyu renkle yazilmistir.

20



Tablo 2.1 Laktik asit bakterilerinin solunum yeteneklerine gére siniflandiriimasi

Solunum

yapabilmek icin
sadece hemine
ihtiya¢ duyanlar

Streptococcaceae

Lactobacillaceae

Enterococcus casseliflavus
Enterococcus faecalis
Enterococcus gallinarium
Enterococcus italicus
Enterococcus coleocola
Lactococcus lactis
Lactococcus garviae
Leuconostoc argentinum
Leuconostoc citreum
Leuconostoc fallax
Leuconostoc gasicomitatum
Leuconostoc kimchii
Leuconostoc mesenteroides
Weisella cibaria

Weisella paramesenteroides

Solunum
yapabilmek icin
hemin ve
menakinonina
birlikte ihtiya¢
duyanlar

Streptococcaceae

Lactobacillaceae

Oenococcus oenii
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus parauberis
Streptococcus pesudoporeinus
Streptococcus uberis

Lactobacillus antri
Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus casei
Lactobacillus coryniformis
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus bilgardii
Lactobacillus johnsonnii
Lactobacillus oris
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus ultunensis
Lactobacillus vaginalis

Solunum
yapabilme
yetenegi
olmayanlar

Streptococcaceae

Lactobacillaceae

Enterococcus faecium
Streptococcus gallolyticus
Streptococcus gordonii
Streptococcus infantis
Streptococcus mutans
Streptococcus parasanguinis
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus thermophilus

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus iners
Lactobacillus sakei
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Model bir bakteri hiicresinde aerobik solunum zincirinin olusabilmesi igin elektron transfer
sisteminin (ETS) yapilanmis olmasi gerekmektedir. Bu nedenle oksijenli solunum yapabilen
tum hucrelerde bulunmasi gereken en temel bilesen solunum enzimleri yani ETS
elemanlaridir. ETS; prokaryotlarda hiicre zarinda, mezozomda veya sitoplazmada bulunan

bir dizi molekulden olusur (Sekil 2.4).

menakinon

H+

hiiere

dist
transfercisi

g- vericisi )/ LU 0l '
/ b kinonlar |
_ ..ac{ooooooo . 00t oocoaoooUooo
NADH dehidrogenaz menakinon sitokrom bd oksidaz

noxA noxB menFOXBEC cydABCD

(v :

Oz + 4 H* + 4o 2H,0

Sekil 2.4 Solunum yetenegine sahip laktik asit bakterilerinde elektron tasima sisteminin

sematik gosterimi

Bunlardan ilki elektron vericisi olarak gorev yapan NADH dehidrogenazlar, ikincisi aktarilan
elektronun transferinden sorumlu ve bu elektronu dehidrogenazlardan son elektron alicisi
olan oksijene tasimakla gorevli olan kinonlardir.Gram pozitif bakterilerde bu goérevi men ve
isp genleri ile kodlanmis enzimler tarafindan sentezlenen menakinonlar tstlenmistir. Ugtinci
ve sonuncu ETS elemani ise prosetetik grubu olarak “hem” iceren terminal elektron alicisi
olarak gorev yapan sitokrom oksidazdir. Sitokrom oksidaz; substrat molekdillerinin
dehidrojenazlarca oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan elektronlarin, son elektron alicisi olan
molekuiler oksijene tasinmasindan sorumludur (Pedersen vd. 2012). Yapilan calismalar
Isiginda elde edilen verilere gore L. lactis, E. faecalis ve L. mesenteroides tim bu menakinon
ve genlerden olusan solunum zincirine sahiplerdir (Tablo 2.1). Gelisme ortaminda aerobik
solunum yapabilmek icin ihtiya¢ duyduklari tek sey ise sadece hemindir (Duwat vd. 2001,
Huycke vd. 2001, Winstedt vd. 2000). Ancak bu kosullar tim laktik asit bakterisi grubundaki

mikroorganizmalar icin yeterli olmamaktadir. Menakinonlar sentezleyemeyen bazi laktik asit
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bakterisi gruplari, aerobik solunum yapabilmek i¢in disaridan menakinon takviyesine de
ihtiya¢ duyarlar. Gelisme ortamina eklenen menakinonlar lipofilik yapida olduklarindan hicre

duvarlarindaki membranlardan kolayca hicre icine gecebilirler.

2.7.1. Hemin

Sitokromlar sahip olduju demir atomunu ferrik oksidasyon durumundan (Fe*") ferrous
oksidasyon durumuna (Fe**) degistiren bir hem grubu icerir. Hemin; 1853 yilinda Teichmann
tarafindan hemoglobinin asit ile hidrolizi sonucunda kristal bir formda bulunmustur (Heinrich,
2010). Bu hem grubu, bir karenin kdselerindeki dort azot atomu ile tutulan bir demir atomuna
sahip porfirin halkasindan olusur (Sekil 2.5). Heminin molekul agirhgr 650 grdir.
Hemoglobinde bu porfirin halkasina demirin, klorofilde ise magnezyumun baglanmasi ile,

sirasiyla kanin kirmizi rengi ve yapraklarin yesil rengi olusturulur.
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Sekil 2.5 Sitokrom c’ye kovalent olarak bagli hem grubunun yapisi.

2.7.2. Heminin L. lactis solunumundaki rolu

Hemin; aerobik solunum mekanizmasinda redoks tepkimelerinin diizenlenmesinde major
goreve sahiptir (Mayfield vd. 2011). Heminin olmadigi oksijenli solunum ortamlarinda,
menakinonlar tarafindan salinan elektronlarin hiicre tarafindan kullaniimasiyla Cu**nin
Cu*'e yiikseltgenmesi kolaylasir ve bu elementlerin hiicre icerisine girisi hizlanir. Benzer
sekilde oksijenin (O,)'nin O (siiperoksit)e yiikseltgenmesi ile de istenmeyen reaktif oksijen
turleri olusabilir. Bu noktada aerobik solunum zincirinde heminin ve menakinonlarin redoks
aktivitesindeki 6nemi fark edilmekte ve hicre icerisinde riskli radikal gruplarin olusumundaki

engelleyici etkileri gorilmektedir (Rezaiki vd. 2008).

Hemin; oksijenli ortamlarda ve sayisiz enzimatik reaksiyonda elzem bir bilesen olsa da

serbest formdayken hucreler icin toksik 6zellik gdsterir. Hicreler bu toksik etkilerden
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korunabilmek i¢cin kendi metabolizmalarinda hemin homeostasisini saglayan sistemler
olusturmuslardir. Laktik asit bakterilerinde bu homeostasi, hiicre icerisinde heminin sitokrom
bd oksidazlara baglanmasiyla gerceklesir. Laktik asit bakterileri hemini sentezleyemeseler
de, hucreleri icerisine alabilme mekanizmasina sahiptirler. Bu mekanizma L. lactis‘de
fouDBAR operon bdlgesinin varligi ve saperon proteinlerin yardimiyla gerceklesir. Normal
fizyolojik kosullarda, bu proteinlerin gérevi; proteinlerin ¢ékmesini 6nlemek, yeni sentezlenen
proteinlerin Ug¢lncll yapilarinin kazanmasini saglamak, yanls katlanmis ve ¢okmis
proteinleri birbirinden ayirmak ve dogru katlanmasini saglamak, ribozomdan gérev alacagi
yerlere tasimaktir. Stres kosullarinda bu proteinlerin sentezi hizlanir. Aerobik kosullardayken
ortamda olusan oksidatif strese tepki olarak; hiucrenin hemini degrade etmek isteginin
engellenmesi icin AhpC saperon proteini hemine baglanarak hemini yikimlanmaktan korur.
Bir baska saperon protein ise CycCD kompleksidir. Bu protein kompleksi; sitokrom oksidazin
membranlarindan (CydAB) gecerek, CydAB-hemin interaksiyonlarini kolaylastiririr. Ayrica
elektron transfer sisteminde dnem arz eden sistein ve glutatyon transferlerini de diizenler
(Pedersen vd. 2012).

2.7.3. Metabolik yolun oksijenli solunuma yénlendirilmesi

Laktik asit bakterilerinde glikolitik dénginin regilasyonu ile enerji Uretiminde izlenilen
metabolik yolun degistiriimesi temelli birgcok calisma ve arastirma yapilmistir (Even vd. 2001,
Papagianni vd. 2007, Papagianni 2012). Bu calismalarin ¢ogunda esas olarak glikozun
laktata indirgenmesinden sorumlu enzimlerin inaktivasyonlan veya bu enzimleri kodlayan
gen bdlgelerinin susturulmasi baz alinmistir. L. lactis genomunun lac operon bdlgesinde
kodlanmis glikolitik déngude aktif rol alan pfk (fosfofruktokinaz), pyk (pirivatkinaz), Idh
(laktatdehidrogenaz) gen bolgeleri baskilanarak elde edilen mutant susla yapilan bir
fermentasyon calismasinda Uretici susta izlenen glikolitik ve laktat Gretim déngusinin kontrol
grubuna oranla iki kat baskilanmis oldugu rapor edilmistir (Andersen vd. 2001, Neves vd.
2002). Aspergillus niger'deki pfkA gen fragmentlerinin L. lactis susuna klonlanmasiyla elde
edilen rekombinant susta elde edilmesi beklenen yiksek glikolitik kapasitesine ulasiimis, ve
artan bu kapasite sonucu kontrol ortami ile fermentasyon ortaminda uretilen laktat miktarlari

siraslyla 15 ve 22,8 g (CDW)*h™ olarak tespit edilmistir.

L. lactis'de izlenilecek metabolik yolun homofermentatif veya heterofermenatif déngu
olmasini etkileyen bir diger énemli etkenin ise hiicre icinde bulunan NADH:NAD" orani
oldugu ile ilgili bircok c¢alisma mevcuttur. Huicre icindeki serbest oksijenin suya
indirgenmesinde gorev alan NADH oksidaz enziminin aktivitesi aerobik kosullarda artis
gostererek glikolitik dongiiniin heterofermentatif yola cevrilmesini indiikler. indiiklenen bu

fermentasyon sonunda elde edilen son Uriinler asetat, asetoin, a-asetolaktat ve diasetil
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olmakta boylece ortam asitligi yikselmemekte geri inhibisyon engellenmis olmaktadir (Lopez
vd. 1997, Hols vd. 1999, Lopez vd. 1998, Swindell vd. 1996, de Vos vd. 2004).

Arioli ve arkadaslar 2012’de yaptiklar kesikli fermentasyon ¢alismasinda, L. lactis subsp.
lactis 1L1403 susunu solunum icin gerekli kofaktér olan 0,5 pug mL™ heminin bulundugu
gelisme ortamina, laktat dehidrogenaz (LDH) enzimini inhibe edici 6zellikte olan sodyum
okzamat bilesigini ortama farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 20 mM) katarak susun aerobik
solunum yapabilme kabiliyetini arttirmaya calismislardir. Deney sonucu gdzlenen ortamdaki
laktat konsantrasyonlari sirasiyla; heminsiz kontrol kosullarinda 65,0 + 1,4 nM, heminli
ortamda 51,0 + 1,5 nM bulunurken, hemin ve sodyum okzamatin (20 mM) birlikte kullanildigi

gelisme ortaminda ise 45,0 + 1,1 nM *‘a kadar dismustdr.

L. lactis suslarinda nisin Uretimi ve hicre gelisimi Uzerine distk pH'nin neden oldugu
inhibisyon etkisinin engellenmesi amaciyla; hicrede karbonhidrat katabolizmasinin
heterofermentatif yonde dizenlendigi bir baska calismada ise, etanol icin Zymomonas
mobilis hiicrelerinden purivat dekarboksilaz (PDC) ve alkol dehidrogenaz (ADH), alanin icin
alanin dehidrogenaz (AlaDH) genlerinin L. lactis hiicrelerinde yiksek diizeyde ifade edilmesi
saglanmis ve Metabolik yolun alanine doénusturildigu hicrelerde nisin Uretimi 1,7 kat
artmistir (Wardani vd. 2006).

Lan ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklari bir calismada L.lactis LM0230 susunu
anaerobik homolaktik fermentasyon, aerobik heterolaktik fermentasyon ve hemin ile tesvik
edilmis respirasyon kosullarinda incelemislerdir. Maksimum hiicre biyokiitlesini (5,78 g L™)
ve biyime hizini (0,60 g h') hemin ile tesvik edilmis aerobik kosula sahip kesikli

fermentasyon sisteminden elde etmigslerdir.

Nagayasu ve arkadaslan 2007 yilinda yaptiklan calismada L. lactis ATCC11454 susunu
heminli ve heminsiz ortamlarda kesikli kltir ortaminda gelistirdiklerinde, ortamda 6lcilen
laktat konsantrasyonunun heminli kosullarda heminsiz kosullara gére 1,8 kat baskilandigini

ifade etmislerdir.

L. lactis’in hemin iceren ortamda hilicre membraninda olusturdugu proton motive edici gicu
ve ETS mekanizmasinin arastirldig: bir ¢alismada, kontrol susuna kiyasla sitokrom bd
oksidaz geni mutasyona ugratilmis suslarda bir membran potansiyelinin olusmadigini
bulmuslardir. Ortama eklenen NADH ‘in ise mutant susa oranla kontrol susunda oksijen
tuketimini arttirdigini tespit etmislerdir. Hemin suplementasyonu yapilmis hiicrelerde oksijen
tiiketimi; optik yogunlugu 0,5 ile 0,58 araliindaki hiicrelerde (kuru agdirk bazinda) min mg™

cinsinden 25,72 + 2,76 nmol iken, ayni optik yodunlukta sitokrom bd oksidaz mutanti
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suslarda bu tiketim degeri 13,51 + 0,02 nmol bulunmustur. Heminsiz yapilan Kkulttr

ortaminda ise bu degerler; 13,02 £ < 0,01 nmol’dur (Brooijmans vd. 2007).

H* ATPaz (F,Fo); hicrelerde serbest enerji transdiksiyonunda 6nemli rol oynayan bir
enzimdir. Bacillus subtilis ve Escherichia coli gibi mikroorganizmalarda respirasyon yoluyla
ATP sentezinde etkin olarak kullaniimaktadir. Aerobik solunum zincirinde esansiyel olan bu
elektron alicilarindan yoksun olan mikroorganizmalarda bu enzim, hiicre membraninda
proton gradiyentinin olusmasini saglar. Fakultatif anaerobik karakteriyle taninan L. lactis de,
F,Fo—ATPaz enzim kompleksine sahiptir. Blank ve arkadaslarinin 2001 yilinda yapmis
olduklari bir calismada, H* ATPaz geni mutasyona ugratiimis L. lactis subsp. cremoris
MG1363 susunu 5 pg mL™ hemin iceren ortamda aerobik kosullarda gelistirmislerdir. Aerobik
kosullarda gelisen bu mutant sus, ayni hemin konsantrasyonunda anaerobik ortamda
gelisme gdstermemistir. Bu veriler heminin, hiicrede proton motive edici glictiin olusabilmesi

icin H" ATPaz enzimi ile ayni islevsellige sahip oldugunu gostermistir.

26



3. MATERYAL ve METOT

3.1. Bakteri Suslari ve Kultir Ortamlari

Calismaya dahil edilen nisin Z Ureticisi L. lactis N8 ile nisin Uretim miktarinin tespitinde
indikatdr mikroorganizma olarak kullanilan Micrococcus luteus NCBI suslari Pamukkale
Universitesi, Gida Mithendisligi Bolimii, Kultir Koleksiyonundan (PUFECC) temin edilmistir.
Nisin Ureticisi L. lactis N8 susu % 0.5 glukoz iceren M17 Broth (Merck, Almanya) besiyeri
(M17G), 30°C’de, M. luteus NCBI ise Luria Bertani (FLUKA, Almanya) besiyeri (LB)
ortaminda 37°C’de 200 rpm hizda c¢alkalanarak gelistirilmistir.

Fermentasyon ortamina ilave edilen hemin (Sigma-Alrich, USA) 5 mg ml* stok cozeltisi
hazirlanarak kullaniimistir. Hemin 0,05 N NaOH icerisinde ¢6zundurilmis ardindan 0,45 pum

membran filtrreden gecirilmistir. Hazirlanan hemin stoku, +4°C’de saklanmistir.

3.2. Bagimsiz Degiskenlerin Calisma Araliklarinin Belirlenmesi

Calismada nisin Uretiminin optimizasyonu igin, ilk olarak sistemin bagimsiz degiskenleri olan
glukoz ve hemin konsantrasyonlari ile ¢dziinmus oksijen yizdelerinin nisin tretim miktari ve
biyokitle Uzerine etkisi yari-kesikli fermentasyon denemeleri yapilarak belirlenmis ve bu
degiskenlere ait calisma araliklari tespit edilmistir. S6z konusu calisma araliklarinin
belirlenmesinde ¢ bagimsiz degiskenden ikisi sabit tutularak, tcinci degiskenin farkli

degerleri kullanilarak ¢alisiimistir (Tablo 3.1).

L. lactis N8 susu kullanilarak yari-kesikli fermentasyon sisteminde nisin tretimi; pH, sicakhk
ve c¢Ozinmis oksijen konsantrasyonun anlik 6lcimini yapabilen fermentor (Minifors,
Bottmingen, isvicre) sisteminde gerceklestiriimistir (Sekil 3.1). Fermentasyonda 2 L M17
besiyeri ortami fermentor icerisine alinmis ve sistemin sterilizasyonu gercgeklestiriimistir.
Daha sonra oda sicaklifina sogutulan fermentére; 0,5 pg mL™ hemin ve % 0,5 glukoz iceren
aerobik kosullarda M17 sivi besiyeri ortaminda iki kez aktiflestiriimis olan nisin Ureticisi L.
lactis kultirinden % 1 oraninda asilama yapilmistir. Bu asamadan sonra fermentér 200 rpm
karistirici hizinda ve 30 °C inkiibasyon sicakliginda, deneme deseninde caligiimasi dnerilen
¢bzinmis oksijen ylzdesinin fermentasyon ortaminda saglanarak 5 saat kesikli
fermentasyon kosulunda calistiriimistir. Fermentasyon esnasinda olusabilecek kdpurmeyi
engellemek icin fermentor icerisine steril gliserol ilavesi yapimistir. Tim fermentasyon
boyunca 5 N NaOH c¢o6zeltisi kullanilarak fermentasyon ortaminin pH’si 6,0'da tutulmustur.
Kesikli fermentasyonun sonunda besleme pompasinun debisi 40 ml h* olacak sekilde
ayarlanmis ve fermentasyon ortamina deneme deseninde ¢alisiimasi dnerilen farkli hemin ve
glukoz konsantrasyonlari ile hazirlanmis heminli glukoz ¢ézeltisi 5 saat boyunca beslenerek

yari kesikli fermentasyon gerceklestiriimistir. Her bir deneme deseninin fermentasyonu
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sonunda c¢ikis pompasi kullanilarak biyokitle ve nisin Uretimi miktarlarini dlgmek icin
drnekleme yapilmistir.

Sekil 3.1 Fermentasyon denemelerinin yapilmasi i¢in kurulan sistem
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Tablo 3.1 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde denen bagimsiz degiskenler ve ¢alisma

arahklari

Deneme Hemin (ug mL™")  Glukoz(g L h™) Coziinmis Ox(%)
1 0 1 10
2 1 1 10
3 2 1 10
4 4 1 10
5 6 1 10
6 10 1 10
7 1 2 10
8 1 4 10
9 1 8 10
10 1 10 10
11 1 1 30
12 1 1 50
13 1 1 70
14 1 1 a0

3.3 Bagimsiz Degiskenlerin Cevap Yiizey Yéntemi ile Modellenmesi

L. lactis'te solunumun hemin ile tesvik edildigi yari-kesikli fermentasyon sisteminde nisin
Uretiminin cevap ylzey yontemi ile optimizasyonu icin, hemin, glukoz ve ¢6ziinmis oksijen
konsantrasyonlarinin etkili oldugu calisma araliklar kullanilmistir. Bunun i¢in her bir
bagimsiz degisken icin 0 merkez nokta olmak Uzere, maksimum (+1) ve minimum (-1)
degerler belirlenmistir. Calisilan her bir bagimsiz degiskenin gercek degeri asagida verilen

denklem kullanilarak hesaplanmistir:

Gercek Deger - ( Yuksek Deger + Dustk Deger ) /2

Kod degeri =
( Ylksek Deger - Dusuk Deger )/ 2

Calismada tespit edilen minimum ve maksimum degerler Minitab 14.0 (Minitab Inc.,
Minneapolis, MN, USA) istatistik programi kullanilarak, cevap yuzey yontemi ile modellenmis
ve yilzey merkezli kompozit deneme deseni (merkezde 6 tekrarli, toplam 20 adet deneme)

olusturulmustur. Bu deneme deseni dogrultusunda 6nerilen hemin, glukoz ve ¢6zinmus
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oksijen miktarlarinin kombinasyonlar yari-kesikli fermentasyonda sisteminde Kisim 3.2’de
anlatildigi sekilde uygulanmis, L. lactis N8 susunun nisin Uretimi ve fermentasyon ortaminda

olusan biyokutle miktar tespit edilmistir.

Yapilan tim fermentasyon denemelerinin sonucunda, L. lactis N8 susunun biyokutle basina
uretilen nisin miktari (IJU mg™) hesaplanarak, Minitab 14.0 (Minitab Inc., Minneapolis, MN,
USA) programinda varyans analizi (ANOVA) yapilmistir. Bu yontemle her bir faktortn lineer,
kuadratik ve interaksiyon etkilerinin cevaplar Uzerindeki istatistiksel onemlilikleri %95
guvenlik seviyesinde Fischer (F testi)) uygulanarak belirlenmistir. Bdylece calisma
kapsaminda solunumun tesvik edildigi yari-kesikli fermentasyon sisteminde L. lactis N8
susunda nisin dretiminin optimizasyonu igin kullanilan hemin, glukoz ve ¢dzinmus oksijen
konsantrasyonu parametrelerinde modelin uyumu ve ilgili denklemin olusturulmasi i¢in R?
degeri ve denklem sabitleri ile model uyum eksikligi hesaplanmistir. Varyans analizi
sonucunda bagimsiz degiskenlerin fermentasyon sisteminde nisin Uretimine etkisini

tahminleyen ikinci dereceden polinomal denklem;

Y = o + BiX1 + B2Xz + BsXs+ Bllxlz + [322)(22 + [333)(32 + Bi2 X1 Xot Bag Xq X5 +
323 X, X3 olusturulmustur.

Bu denkelemde, Bo,B1...B23 regresyon katsayilarini, X;, X,, X3 ise bagimsiz degiskenleri yani
hemin, glukoz ve oksijen degerlerini ifade etmektedir. Y ise; beklenen cevabi temsil etmekte

ve birim biyokiitle basina nisin tretimi (IU mg™) hakkinda fikir vermektedir.

3.4 Solunumun Hemin ile Tesvik Edildigi Yari-kesikli Fermentasyon Sisteminde

Optimum Parametreler Kullanilarak L. lactis N8 Susunda Nisin Uretimi

Calisma kapsaminda denenen badimsiz degiskenler (hemin glukoz ve oksijen
konsantrasyonu) icin olusturulan modelin dnerdigi optimum parametreler kullanilarak yari-
kesikli fermentasyon sisteminde hemin ile solunumun tesvik edildigi L. lactis N8 susunda
nisin dretimi arastinimistir. Bunun icin Kisim 3.2 de anlatildigi gibi L. lactis N8 susu 6nce 5
saat kesikli fermentasyonla gelistiriimis ardindan 3 pg mL™ hemin, 8 g L h™ glukoz beslemesi
yapilarak ve ortamdaki ¢6ziinmuis oksijen miktari % 40’a ayarlanarak, 24 saat yari-kesikli
fermentasyon uygulanmistir. Fermentasyon sirecinde 0, 1, 3,5, 6,7, 8, 9, 11, 13, 15 ve 24.
saatlerde drnek alimi yapilmig, nisin tretim miktari (IU mL™), biyokitle (mg mL™), rezidi

glukoz miktarn (mM), laktik ve asetik asit miktari (ppm) belirlenmistir. Hemin ve oksijenin yari-
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kesikli fermentasyonda etkisini gdzlemleyebilmek igcin hemin ve oksijen icermeyen yari-kesikli

fermentasyon kontrol olarak yarutilmastir.

3.5 Analitik Yontemler

3.5.1 Nisin tretim miktarinin tespiti

Nisin Uretim miktarinin tespiti icin Tramer and Fowler (1964) tarafindan Onerilen yontem
kullaniimistir. Fermentdrden alinan Ornekler 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek hicre
cokeltisi ayrilmig, dst sivi yeni bir tipe alinarak 80 °C'de 15 dk is1 uygulamasi yapilmistir.
pH’sI 2.5 olan ve % 0.1 oraninda tween 80 iceren c¢ozeltide 2'° oranina kadar seyreltilmistir.
Nisin aktivitesinin belirlenmesi icin aktif M. luteus hiicreleri 7 mL LB yumusak agar ortamina
%31 oraninda inokiile edilmis ve LB agar alt tabaka yiizeyine yayilmistir. Uzerine her bir 6rnek
dilisyonundan 5 pL (2 paralel) damlatiimistir. Aktivite tayininde nisaplin (Sigma) kullanilarak
3, 6, 12.5 ve 25 IU mL™ konsantrasyonda sahit ¢ozeltiler hazirlanmistir. 37 °C’'de 1 gece
inklibasyon sonucunda standart nisin egrisi (Sekil 3.2) kullanilarak kiltir Gst sivisindaki nisin

miktari hesaplanmistir.

12,00 ~
10,00 -
8,00 -

m

6,00 -

4,00 -

inhibisyon Zonu
m

y=0,331x + 2,7247
2,00 - R2=0,9948

0,00 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Nisin Aktivitesi U mL!

Sekil 3.2. Standart nisin inhibisyon egrisi

3.5.2 Biyokitle miktarinin hesaplanmasi

Fermentasyon sirecinde toplanan ornekler, biyokitle miktarinin belirlenmesi icin, ayni
besiyeri kullanilarak seyreltildikten sonra, spektrofotometrede (PG Instruments) 600 nm
dalga boyunda hiicre yogunluklari olciimustir. Belirlenen hiicre yogunlugu, Sekil 3.3'te
verilen egrinin denklemi kullanilarak hiicre kuru agiriga (mg mL™) dénistiraimistir. Optik
yogunluk ve biyokutle esitliginin belirlenmesi icin, farkli optik yogunluga sahip hiicre kiltrleri
6000 g'de santrifij edilmis ve 2 kez PBS tamponunda yikanmistir. Elde edilen hicre

cOkeltileri 70 °C sicaklikta, hiucre kuru agirliklar sabit bir defere ulasincaya kadar
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kurutulmustur. Optik yogunluk ve hicre kuru agirh@i esitligi icin standart egri olusturulmus ve

egrinin denklemi elde edilmistir.

*
wn
1,2 -
S €
E’ c
238 0,8 -
f: © y =9,0748x - 0,1029
R%?=0,9797
0,4 -
<
0,0 T T T 1
0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000

Hicre Kuru Agirhigi mg mL?

Sekil 3.3 Standart hucre kuru agirhg egrisi

3.5.3 Rezidi glukoz miktarinin tespiti

Fermentasyonda toplanan orneklerdeki rezidi glukoz miktarinin tespiti, kolorimetrik esasa
dayanan glukoz dlgum kiti (Glucose assay kit Il, Biovision, USA) kullanilarak yapilmistir.
Bunun icin fermentasyon denemelerinden toplanan ornekler 6000 g'de 10 dk santrifdj
edilmis, hicreler c¢okturidlmustir. Daha sonra elde edilen supernatantlar kit solisyonu ile
seyreltildikten sonra, kit protokoliiniin prosediri  yardimyla o©nce standart glukoz
konsantrasyonu egrisi ¢izdirilmis (Sekil 3.4) ve daha sonrasinda kit protokolli uygulanarak

Olcim gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.4 Standart glukoz konsantrasyonu egrisi

3.5.4 Laktik ve asetik asit miktarinin tayini

Fermentasyon denemelerinde toplanan orneklerin laktik ve asetik asit icerigi Shimadzu
marka yuksek basingh sivi kromotografisi (HPLC) kullanilarak belirlenmistir. S6z konusu
organik asitlerin ayrimi 7x7x300 mm Nucleogel ION 300 OA kolonda (Supelco, USA)
gerceklestiriimis ve UV detektér kullanilarak 210 nm dalga boyunda tespit edilmistir.
Sistemde 0,05 N H,SO, mobil faz kullaniimis, 0,3 ml min*t akis hizi ve 35°C sicaklik kosullari

uygulanmistir.

Laktik ve asetik asit iceriginin belirlenmesi icin érnekler énce 7000 rpm’de santrif(ij edilerek
bakteri hicreleri ¢okturalmastir. Ardindan elde edilen supernatantin pH'st 3N HCI (Sigma,
USA) kullanilarak 1.5’e ayarlanmis ve 10 000 rpm’de tekrar santrifij edilerek proteinlerin de
cOkturulmesi saglanmistir. Son olarak supernatant 0.45 pm (Sartorius) membran filtreden

gecirilerek steril bir tipe alinmistir (Ozcangaz, 2000).

Orneklerin HPLC'ye enjeksiyonu yapilmadan once numune hazirlanmistir Elde edilen
filtrattan 2,5 ml, 0,05 N H,SO,dende 1 ml alinmis ve toplam hacim steril ultra saf su ile 25
ml'ye tamamlanmistir. Daha sonra bu karisim 0,22 um (Sartorius) filtreden gegirilmistir. Son

asamada filtrattan 50 ul alinarak kolona enjekte edilmistir.

Standartlarin hazirlanmasinda HPLC saflikta laktik asit (Merck 1.00366.0500) ve asetik asit
(Merck 1.00058.1000) kullaniimistir. Laktik asitten 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm, 2000 ppm,
asetik asitten 100 ppm, 125 ppm, 250 ppm, 500 ppm konsantrasyonlarda c¢ozeltiler

hazirlanmis ve cihaza enjekte edilerek, yukarida siralanan protokol dahilinde yuarutilmis ve
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standart egri elde edilmistir. Standart egrilere ait denklemler ve R? degerleri asagida Sekil 3.5

ve Sekil 3.6’de gosterilmistir.
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Sekil 3.5 Standart asetik asit konsantrasyonu egrisi
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Sekil 3.6 Standart laktik asit konsantrasyonu egrisi
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

4.1 Yari-kesikli Fermentasyon Sisteminde L. lactis N8 Susunun Biyokutle Olusumu ve

Nisin Uretimine Hemin Konsantrasyonun EtkKisi

Yari-kesikli fermentasyon ortamindaki hemin miktarinin nisin dretimine olan etkisini
belirlemek icin; 0, 1, 2, 4, 6 ve 10 ug mL* konsantrasyonlar kullaniimig, toplanan érneklerin
icerdigi hiicre kuru agirhgi (mg mL™) ve nisin miktari (IU mL™) tespit edilmistir. Sekil 4.1A ve
B’den goruldigu gibi fermentasyon ortamina hemin ilavesi ile drneklerin biyokutle ve nisin
Uretim miktari 6nce artmis, ardindan azalmistir. Ortama 2 pg mL™* hemin ilave edilmesi
durumunda biyokitle olusum ve nisin Uretim miktarlari maksimum seviyeye ulasmis bu
seviyeden sonra her iki parametrede azalma gerceklesmistir. Buna gére yapilan ¢calismada
hemin ilavesi ile yapilarak ydritilen yar-kesikli fermentasyonda en yuksek biyokitle miktari
0.45 mg mL™" ve nisin Uretim orani ise 1165 IU mL olarak saptanmistir (Sekil 4.1A ve B).
Fermentasyon ortamina 10 pg mL™ hemin ilave edilmesi durumunda biyokiitle olusum ve
nisin dretim miktari dismustur. Nitekim bu konsantrasyonda biyokuitle ve nisin tretim miktari

sirasiyla 0,20 mg mL™ ve 860 IU mL™ élglilmustiir.

Ortamda heminin bulunmasi ile L. lactis hiicrelerinin biyokutle miktarinda artis sagladigi bir
¢ok calismada da gosterilmistir (Duwat vd. 2001, Gaudu vd. 2002, Lan vd. 2006, Nagayasu
vd. 2007, Koebman vd. 2008, Razvi vd. 2008, Broojimans vd. 2009, Lechardeur vd. 2011,
Arioli vd. 2013). Bu calismalarin her birinde hemin konsantrasyonu sabit ve tek bir deger ile
calisiimis, biyokutle miktarinda yaklasik 2 kat artis oldugu tespit edilmistir. Bu calismada da
hemin ilavesi ile biyokitle miktarinin artisi tesvik edilmis ancak literatlir verilerine kiyasla
daha dusuk artis kaydedilmistir. Buradaki temel farkhlik calismamizda hemin bagimsiz
degiskeninin nisin Uretimi Uzerindeki etkisinin izlenmesi icin diger bagimsiz degiskenlerin
(glikoz  konsantrasyonu ve ¢OzinmlUs oksijen yizdesi) distk tutulmasindan

kaynaklanmaktadir.

Bugline kadar farkli hemin konsantrasyonlarinin nisin Ureticisi L. lactis hicrelerin gelisimi
Uzerine etkisi rapor edilen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Dolayisiyla yaptigimiz ¢alismada
izlendigi gibi hemin konsatrasyonu hicrelerin gelisimini 6nce tesvik etmis ileri
konsantrasyonlarda hiicre gelisimini baskilamistir. Bilindigi gibi hemin L. lactis hiicrelerinde
homoestasis mekanizmalari ile hicre icerisine alinmakta ancak fazla miktardaki hemin
konsantrasyonu hicre icerisinde toksik etkide bulunabilmektedir (Mayfield vd. 2011,
Pedersen vd. 2012).

Heminin hiicre gelisimini tesvik etmesi nisin Uretimini de artirmistir. Bu durum beklendigi gibi

hicre sayisinin artisi ile iliskilidir. Birgok ¢calismada nisin tretiminin hiicre sayisi ile baglantili
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oldugu rapor edilmistir. Simsek vd. 2009 yilinda yaptiklari ¢alismada belli periyotlarla
besiyerinin degistiriimesi durumunda L. lactis hiicre yogunlugunun artisi ile birlikte nisin
Uretiminin 6nemli dl¢lide artmasinin nisin Uretiminin hicre yogunlugu ile iligkili oldugunu

gOstermistir.
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Sekil 4.1 Farkh hemin konsantrasyonlari kullanilarak yaratilen yari-kesikli
fermentasyonda hemin ile solunumu tesvik edilmis L. lactis N8 susunun hiicre kuru
agirhigr (mg mL™) (A) ve nisin dretimi (IU mL™) (B). Veriler 3 tekrarin ortalamasidir.

Standart sapma %°5'in altindadir.
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4.2 Yari-kesikli Fermentasyon Sisteminde L. lactis N8 Susunun Biyokutle Olusumu ve

Nisin Uretimine Glukoz Konsantrasyonun Etkisi

Yari-kesikli fermentasyon ortamina beslenen glukoz konsantrasyonunun (1, 2, 4,8 ve 10g L
! h™) biyokiitle ve nisin Uretimine etkisini belirlemek icin; yiiriitilen fermentasyonda alinan
orneklerin hiicre kuru agirhgi (mg mL™) ve nisin retim miktari (IU mL™) élcilmistir. L. lactis
N8 susunun biyokiitle ve nisin iretim miktari fermentasyon ortamina 8 g L™ h™ oraninda
glukoz beslemesine kadar artmistir. Daha yuksek konsantrasyonda glukoz beslemesi
durumunda s6z konusu parametrelerde dismeler tespit edilmistir. Buna gore, en yuksek
biyokiitle agirhgina (0,63 g L™) ve nisin tretimine (1010 IU mL™") 8 g L'*h™ oraninda glukoz
beslenerek ulasilmistir (Sekil 4.2A ve B). 10 g L™ h™ oraninda glukoz beslenerek yapilan
yarl-kesikli fermentasyonda tespit edilen hiicre biyokiitle agirig, 8 g L™ h™ oraninda
beslenerek yapilan fermentasyona kiyasla % 22 oraninda azalmis ve 0,49 g L™ olarak

olcuilmiistiir. Bu duruma paralel olarak nisin tretimi de 923 IU mL™ olarak belirlenmistir.

Papagianni ve ark. (2007a) fermentasyon ortaminda sabit glukoz konsantrasyonun
saglandigi fermentasyon kosullarinda L. lactis ssp. lactis ATCC 11454’te nisin Uretimini
arastirmistir. Bu calismada 25 g L' ile 75 g L' arasinda degisen farkli glukoz
konsantrasyonlarin denendigi yari kesikli fermentasyonlar gerceklestirilmistir. En yiksek nisin
uretimine (6100 IU mL™) glukozun 10 g L™ konsantrasyonda sabit tutulan aerobik yari-kesikli
fermentasyon sonucunda ulasiimistir. Ortamdaki glukoz konsantrasyonun 10 g L™i asmasi
durumunda hucrelerin glukoz doygunluguna ulastigi ve buna bagh olarak da nisin Uretiminin

azaldigi belirlenmistir.

Mikroaerobik kosullarda yurutulen diger bir calismada farkli glukoz konsantrasyonlar (2,475
g Lt ile 99,9 g L ™) kullanilmis, yari-kesikli fermentasyonda L. lactis ssp. lactis LM0230’ta en
yiiksek biyokitle miktarina 9,9 g L™ h™ oraninda glukoz beslemesi durumunda ulasilmistir.
Bu glukoz degerlerinin Ustlindeki oranlarda, htcrelerin glikolitik dongulerinde inhibisyonlarn
gerceklestigi, bunun da fosfofruktokinaz enzim aktivitesinin azalmasindan kaynaklandigina

baglanmistir (Papagianni vd. 2007b).

Bu calismaya benzer sekilde fermentasyon ortaminda heminin kullanildigi baska bir
calismada, L. lactis IL 1403 gelisiminin ortamdaki glukoz konsantrasyonu ile iliskisini
arastirmistir. 60 g L ™ ile 90 g L ™ arasindaki farkli baslangi¢c glukoz konsantrasyonlarinin
denendigi bu calismada, denenen en yiiksek glukoz konsantrasyonunda (90 g L ™) bile, hiicre
gelisminde herhangi bir baskilanma godzlenlenmemistir. Hemin icermeyen ortamda gelistirilen
L. lactis IL 1403 hicreleri 4,1 g L ™ biyokiitle agirhigina kadar gelisirken, hemin ilavesi
durumunda biyokiitle s6z konusu hiicrenin biyokitle agirhigr 6,6 g L “ye ulasmistir. L.

lactis'in ylksek glukoz konsantrasyonlarinda gelisiminin baskilandigi vurgulanan birgok
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calismaya ragmen bu calismada herhangi bir baskilanmanin olmamasi, heminin
mikroorganizmanin metabolik 6zellikleri  Gzerindeki  olumlu etkilerinden kaynaklandigi

seklinde yorumlanmistir (Razvi vd. 2008).
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glukoz konsantrasyonlari kullanilarak yurutulen yari-kesikli

fermentasyonda hemin ile solunumu tesvik edilmis L. lactis N8 susunun hiicre kuru

agirhigr (mg mL™) (A) ve nisin tretimi (IU mL™) (B). Veriler 3 tekrarin ortalamasidir.

Standart sapma %5'in altindadir.
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4.3 Yari-kesikli Fermentasyon Sisteminde L. lactis N8 Susunun Biyokutle Olusumu ve

Nisin Uretimine Coziinmiis Oksijen Konsantrasyonun Etkisi

Yarn kesikli fermentasyon ortaminda ¢éziinmus oksijen konsantrasyonun nisin dretimine olan
etkisini belirlemek icin; %10, 30, 70, ve 90 oraninda oksijen iceren ortam ile yari-kesikli
fermentasyon yiritilmis ve toplanan 6rneklerde hiicre kuru agirhg (mg mL™) ve nisin
uretim miktari (IJU mL™) élcilmistur. Sekil 4.3A ve B'de goruldigi gibi % 30 ¢oziinmiis
oksijen miktarina sahip ortamda gerceklestirilen yari-kesikli fermentasyon sonunda,
maksimum hiicre biyokitle agirligi ve nisin Uretim miktarina ulasiimisg, bu degerler sirasi ile

0.47 mg mL™, 1117 IU mL™ olarak 6lcilmiistiir.

Sekil 4.3A incelendiginde, fermentasyon ortaminda kullanilan yiksek ¢6ziinmis oksijen
miktarinin (%70 ve 90) Uretici hiicre Uzerinde artan stres ortami olusturdugu, buna bagl
olarak mikrobiyel gelismin azaldigi goérilmektedir. Dikkati ceken diger nokta ise, yuksek
oksijen miktarlarinin (%70 ve 90) nisin dretimi ve aktivitesi Uzerinde inhibisyona neden
olmasidir (Sekil 4.3B). Nitekim %90 c¢6zinmis oksijen yilzdesi ile yapilan yari-kesikli
fermentasyonun sonunda ulasilan hiicre biyokiitle agirigindaki disiis (0,433 mg mL™) ayni
oksijen seviyesinde élciilen nisin miktarindaki (317 1U mL™) diusiisten daha ihmli olmustur.
Bu durumun fermentasyon ortaminda yitiksek miktarda ¢6zinmus olarak bulunan oksijenin,
Uretilen nisinde antimikrobiyal aktivite kayiplarina neden olmasindan ileri geldigi
varsayllmaktadir. Nitekim nisin, yapisinda bulunan lantiyonin kdprilerinin silfir atomlarn
serbest oksijen ile doyurulmasi durumunda aktikvitesini kaybetmektedir. Dolayisiyla
fermentasyon ortaminda bulunan vyiksek miktarlardaki ¢6zinmis oksijen, nisin
biyomolekulinin yapisini bozmak sureti ile antimikrobiyal aktivitelerinde kayiplara yol
acmaktadir (Stanford vd. 2009).

L. lactis hemin bulunan aerobik kosullarda NADH lari NAD"a okside edebilir. L. lactis’ in s6z
konusu solunum yapabilme yetenegdi esasina dayanan ¢alismalarin ¢cogunda hiicre biyokitle
agirhginda o6nemli artislar elde edildigi vurgulanmis ve hemin ile tesvik edilen solunum
sonucu olusan metabolitlerin cesitliligindeki artis ile ortamda biriken laktatin neden oldugu
geri yonlu inhibisyonun buylk 6lgiide engellendigi rapor edilmistir (Duwatt vd. 2001, Rezaiki
vd. 2004, Lan vd.2006, Koebmann vd. 2008, Brooijmans vd. 2009a). Ancak literatirde bu
kosullarda gerceklestirilen fermentasyonlarda kullanilan oksijen miktarinin nisin Gretimine
tzerine etkisini inceleyen tek calisma bulunmaktadir. Nagayasu vd. (2007) tarafindan bu
calismada kisaca 1,25 pg mL™* hemin ilavesi ile kesikli ve yari-kesikli mikroaerofilik
fermentasyon denemeleri yapilmistir. Fermentasyonlar sonucunda L. lactis ATCC11454
susunda laktat Uretiminin baskilandigi ve sirasiyla kesikli ve yari-kesikli fermentasyonlardaki

hicre yogunlugunun 1.8 ve 1.3 kat arttigi tespit edilmistir. Lakin ayni kosullarda bu hiicre
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tarafindan nisin Uretiminde kesikli sistemde ¢ok dusuk miktarda artis belirlenirken, yari-kesikli

sistemde artis olmadigi ifade edilmistir.

Hemin icermeyen fermentasyon ortamlarinda oksijen kullaniminin L. lactis’te nisin Gretimi
Uzerine etkisinin incelendigi sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birisinde
L. lactis subsp. lactis UL719 susu kesikli fermentasyon ortaminda farkli oksijen ytzdeleri
kullanilarak c¢ogaltiimis, en yiksek nisin GUretimi %60 c¢o6zinmis oksijen miktarinda
ulasiimistir (Amiali vd. 1998). Bir diger ¢alismada ise Cabo vd. (2001) L. lactis subsp. lactis
IIM susu ile oksijenli ortamda yaptiklari fermentasyonda Uretici susun %100’e kadar artan
¢6zinmus oksijen miktarinda bile nisin Uretiminde lineer bir artis saglandigini tespit etmistir.
S0z konusu bu literattr verileri bu calismada ulasilan optimum oksijen miktarindan (%30)
yuksektir. Bu farkhlik fermentasyon ortaminda kullanilan Uretici sus cesitliliginden, kullanilan

fermentasyon sistemi ve kosullarindan ileri geldigi 6ne surilebilir.
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Sekil 4.3 Farkl ¢ozunmus oksijen konsantrasyonlari kullanilarak yaratilen yari-kesikli

fermentasyonda hemin ile solunumu tesvik edilmis L. lactis N8 susunun hicre kuru

agirhigr (mg mL™) (A) ve nisin tretimi (IU mL™) (B). Veriler 3 tekrarin ortalamasidir.

Standart sapma %5'in altindadir.
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4.4 Yari-kesikli Fermentasyon Sisteminde Hemin ile Solunumun Tesvik Edildigi L.

lactis N8 Susunda Nisin Uretiminin Cevap Yiizey Yontemi ile Optimizasyonu

Calisma kapsaminda yapilan dnct denemeler neticesinde; hemin, glukoz ve ¢Oézinmis
oksijen konsantrasyonunun, yari-kesikli fermentasyon sisteminde L. lactis N8 susunun nisin
Uretimine etkili oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla bu parametreler, aerobik yari kesikli
fermentasyon sisteminde L. lactis N8 susunun nisin Uretiminin cevap yilizey yontemi ile
optimizasyonunda bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. S6z konusu bu bagimsiz

degiskenlerin 6ncu ¢alismalar ile tespit edilen deneysel araligi Tablo 4.1'de verilmistir.

Tablo 4.1. Arastirilan parametreler ve deneysel araliklar

Seviye
Faktor Degisken -1 0 +1
X4 Hemin, pg mL™ 0,5 1,5 2,5
Xz Glukoz, g L*h™ 1 5,5 10
X3 Coziinmiis O, ,% 20 50 80

Cevap yuzey yontemi ile yapilan optimizasyonda yizey merkezli tasarim kullanilarak 20
deneysel noktada (14 farkli kombinasyon, merkezde 6 tekrarll) nisin Uretimi
gerceklestiriimistir. Calismada kullanilan deneysel tasarim noktalari ve cevaplari Tablo
4.2’de verilmigtir. Tasarim matrisi ve herbir terimin uyumu varyans analizi (ANOVA) ile
incelenmis ve sonuclar Tablo 4.3'te gOsterilmistir. Calismada badimsiz degiskenlere ait
deneysel araliklarinin (Tablo 4.1) kullanilarak olusturulan 20 farkli noktada nisin Uretim
sonuglarinin varyans analizi; modelin R? degerinin % 88.4 ve model uyum eksikliginin ise
anlamli oldugunu (P<0.001) g6stermistir. Bu sonuclar ile elde edilen model denklemin nisin
konsantrayonu icin incelenen badimsiz degisken arahginda yiksek dogrulukta

uygulanamayacag! anlasiimistir.
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Tablo 4.2 Yarn-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz, hemin ve c¢6zinmis oksijen
konsantrasyonlarinin optimizasyonu icin olusturulan ytzey merkezli kompozit deneme

deseni.

Deneme No Glukoz,gL*h* Hemin, ug mL™ Oksijen, %  Nisin, IlU mg™

1 10 1,5 50 1225,33
2 5,5 1,5 50 1153,64
3 1 2,5 20 1138,30
4 1 2,5 80 762,48

5 5,5 2,5 50 1662,53
6 5,5 1,5 50 1101,16
7 10 0,5 20 464,56

8 1 1,5 50 1268,76
9 5,5 1,5 80 314,63

10 10 2,5 80 1271,82
11 10 0,5 80 1346,87
12 1 0,5 20 1212,78
13 5,5 0,5 50 1231,74
14 5,5 1,5 50 1095,84
15 5,5 1,5 50 1073,39
16 5,5 1,5 50 1077,05
17 1 0,5 80 733,13

18 10 2,5 20 1670,88
19 5,5 1,5 20 1191,11
20 5,5 1,5 50 1118,07
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Tablo 4.3 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz, hemin ve ¢6zinmis oksijen

konsantrasyonlarinin optimizasyonu icin olusturulan yiizey merkezli kompozit deneme

desenin varyans analizi.

Kaynak Serbestlik Kareler Duzeltilmis  Duzeltilmis F P
Derecesi Toplami Kareler Kareler
Toplami Ortalamasi
Regresyon 9 2377,18 2377,18 264,131 8,43 0,001
Lineer 3 1143,32 291,19 97,063 3,1 0,076
ikinci Derece 3 917,99 917,99 305,997 9,77 0,003
Etkilesim 3 315,86 315,86 105,287 3,36 0,063
Artik Hata 10 313,19 313,19 105,287 3,36 0,063
Uyum Eksikligi 5 302,38 302,38 60,476 27,99 0,001
Saf Hata 5 10,8 10,8 2,161 - -
Toplam 19 2690,36 - - - -

Calisma kapsaminda belirlenen badimsiz degiskenlerin araliklari kullanilarak yapilan
optimizasyonda modelin uyumsuz ¢ikmasi, 6zellikle hemin ve glukoz araliklarinin yeterince
genis tutulmasi ile ilskilidir. Nitekim parametrelerin birisi merkezde sabit tutularak, diger
farktorlerin birim biyokitlede Uretilen nisin miktarina iliskin olusturulan izohips egrileri ve
ylzey grafikleri incelendiginde hemin ve glukoz optimumlarinin kullanilan maksimum araliga
yakin oldugu izlenmistir. Bu durum 6zellikle hemin ve glukoz konsatrasyonunun artisi ile
birlikte hicre buylimesinin artmasi dolayisiyla 6n gorilen optimum noktanin kaymasi ile

iliskilidir. Nitekim varyans analizinde (Tablo 4.3) etkilesimin de anlamsiz (P=0,063) ¢ikmasi

bu goérist dogrulamaktadir.
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biyokutlede Uretilen nisin miktarina etkisini gosteren A) izohips egri ve B) yluzey grafidi.
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Calismada kullanilan bagimsiz degiskenlerin 6n gorulen araliklarinin cevap ylizey modeli ile
uyumsuz ¢ikmasi, 6zellikle analiz sonuglarinin optimum parametrelerin maksimum degerlerin
Uzerinde olduguna isaret etmesi dolayisiyla ¢calismaya ek denemeler ilave edilmistir. Bunun
icin calismada hemin ve glukoz icin sirasiyla 4,5 ug mL™ ve 15 g L™ h™* maksimum noktalari

ele ahinmistir. Dolayisiyla ¢calismada Tablo 4.4 verilen 6 adet deneme ilave olarak yapiimistir.

Tablo 4.4 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz, hemin ve c¢6zinmis oksijen
konsantrasyonlarinin optimizasyonu i¢in olusturulan yizey merkezli kompozit deneme

desenine ilave edilen denemeler.

Deneme No Glukoz,gL*h* Hemin, pg mL™ Oksijen, %  Nisin, lUmg™

1 15 4,5 20 384,40
2 15 4,5 80 491,87
3 5 4,5 20 910,42
4 5 4,5 80 428,43
5 10 4,5 20 1168,44
6 10 4,5 80 680,00

llave edilen denemeler sonunda ulasilan birim biyokiitlede nisin tretim sonuglari, daha énce
modelin vermis olduju deneme deseni sonuclari ile birlestiriimis ve minitab istatistik
programinda cevap yuzey modeli kullanilarak yeniden analiz edilmistir. Yapilan varyans
analizine gore (Tablo 4.5) model uyumunu gosteren R? degeri % 98.3 model uyum eksikligi
ise anlamsiz (P=0,165) olarak bulunmustur. Tespit edilen bu sonuglar hemin, glukoz ve
¢6zinmus oksijen konsantrasyonu icin yari-kesikli fermentasyonda elde edilen model

denklemin nisin konsantrasyonu i¢gin yiiksek dogrulukta uygulanabilecegini aciklamaktadir.
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Tablo 4.5 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz, hemin ve c¢6zinmus oksijen
konsantrasyonlarinin optimizasyonu icin olusturulan yizey merkezli kompozit genisletiimis

deneme desenin varyans analizi.

Kaynak Serbestlik Kareler Duzeltilmis Duzeltilmis F P
Derecesi  Toplami  Kareler Kareler
Toplami Ortalamasi
Regresyon 9 5847169 5847169 649685 69,17 0,000
Lineer 3 1888522 2718153 906051 96,46 0,000
Ikinci Derece 3 3471286 2927174 975725 103,88 0,000
Etkilesim 3 487360 487360 162453 17,3 0,000
Artik Hata 11 103322 103322 9393 - -
Uyum Eksikligi 6 77585 77585 12931 2,51 0,165
Saf Hata 5 25737 25737 5147 - -
Toplam 20 5950491 - - - -

Tablo 4.5'ten goruldugi gibi glukoz ve hemin deneme araliklarin genisletiimesi durumunda
lineer, ikinci derece ve etkilesimin anlamli (P<0.001) oldugu bulunmustur. Bu sonu¢ her bir
parametrenin tek tek yari-kesikli fermentasyon sisteminde solunumun tesvik edildigi kosulda
L. lactis N8 susunun nisin Uretimine etkili oldugunu goOstermistir. Hatta model esitlikteki
katsayilarin regresyon analizi de sonugclar desteklemistir. Buna gore deneysel veriler Gzerine
¢oklu regresyon analizi uygulanarak ve elde edilen regresyon katsayilari kullanilarak yiizey

merkezli tasarim icin ikinci dereceden model esitlik olusturulmus ve asagida verilmistir.

Y = -2968,09+ 111,79X; + 2944,32X, + 33,38X5 -12,70X,° — 532,57X,* — 0,61X5> + 0,78 X;
X3+ 3,31X; X3

Tablo 4.6’da glukoz, hemin ve ¢o6ziinmis oksijen konsantrasyonlari ile nisin tretimi (cevap)
arasinda pozitif dogrusal bir etki oldugu godzlenmektedir (P<0.001). Bu, artan bagimsiz

degisken degerlerinde nisin Uretiminin artacaginin gostergesidir.

P degerleri her bir katsayinin énemini kontrol etmek i¢in bir ara¢ olarak kullaniimaktadir. P
degerinin kiguk olmasi, katsayiya iliskin bagintinin 6nem derecesinin daha fazla oldugunu
gostermektedir. Modelde kullanilan t¢ bagimsiz degisken icinde hemin, en yiksek lineer
regresyon katsayisi ile (2944,32) nisin Uretimi Uzerine en blUyuk etkiye sahiptir. Hemini
sirayla glukoz konsantrasyonu (111,79) ve ¢6zinmis oksijen konsantrasyonu (33,38) takip

etmistir.
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Bagimsiz degiskenlerin interaksiyon etkileri incelendiginde; glukoz-hemin arasindaki
interaksiyonlarin P>0.05 diizeyinde 6nemli olduklari belirlenmistir (Tablo 4.6). Bu deger
0.05’ten blyuk oldugu icin yari-kesikli fermentasyon sisteminde aerobik solunuma tesvik
edilmis L. lactis N8 susunda nisin Uretiminin tahminlenmesi i¢in olusturulan ikinci dereceden
model esitlikte bu interaksiyon kullanilmamistir. Diger taraftan, Tablo 4.6 incelendiginde
hemin, glukoz ve oksijen konsantrasyonunun nisin Uretimi Gizerinde negatif kuadratik etkisinin
oldugu go6zlenmektedir (p<0.05). Bu sonug¢ artan bagimsiz degisken seviyelerinin bir
dereceye kadar nisin Uretiminin artmasina neden olmasi ancak belirli bir seviyenin tzerine

cikildiginda nisin Uretiminin azalmasinin géstergesidir.

Tablo 4.6 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz, hemin ve c¢6zinmus oksijen

konsantrasyonlarinin optimizasyonu icin tahmin edilen regresyon katsayilari

Terim Katsayilar SH katsayist T P

Sabitler -2968,09 360,588 -8,231 0,000
Glukoz, g L™* h' 111,79 23,254 4,807 0,001
Hemin, ug mL™ 294432 180,492 16,313 0,000
Oksijen, % 33,38 7,52 4,438 0,001
Glukoz, g L* h** Glukoz, g L* h* -12,7 2,086 6,089 0,000
Hemin, pg mL™** Hemin, ug mL™*  -532,57 30,972 -17,195 0,000
Oksijen, % * Oksijen, % -0,61 0,07 -8,711 0,000
Glukoz, g L* h™* * Hemin, pg mL™ 18,12 9,127 3,271 0,073
Glukoz, g L™ h™* Oksijen, % 0,78 0,237 3,271 0,007
Hemin, pg mLt* Oksijen, % 3,31 0,877 3,77 0,003

Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9'da parametrelerden bir tanesi merkezde sabit tutuldugunda,
diger iki faktor seviyelerinin nisin Uretimine olan etkileri izohips egrileri ve ylizey grafikleri ile
gosterilmistir. Maksimum nisin konsantrasyonu faktorlerin orta seviyelerinde elde edilmistir ve

daha yuksek artislar nisin Gretiminde azalmaya neden olmustur.
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Sekil 4.7 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz ve hemin konsantrayonlarinn birim

biyokutlede Uretilen nisin miktarina etkisini gésteren dizeltilmis A) izohips egri ve B) ylzey
grafigi.
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Sekil 4.8 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde glukoz ve c¢6zinmis oksijen

konsantrayonlarinin birim biyokuitlede uretilen nisin miktarina etkisini gosteren dizeltilmis A)
izohips egri ve B) yluzey grafidi.
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Sekil 4.9 Yari-kesikli fermentasyon sisteminde hemin ve c¢6zinmis oksijen
konsantrayonlarinn birim biyokutlede dretilen nisin miktarina etkisini gésteren dizeltiimis A)
izohips egri ve B) yuzey grafidi.
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4.4 Hemin ile Solunumun Tesvik Edilen Yari-kesikli Fermentasyon Sisteminde
Optimum Parametreler Kullanilarak L. lactis N8’de Nisin Uretimi

Yari-kesikli fermentasyon sisteminde, aerobik solunuma tesvik edilmis L. lactis N8 susunun
nisin tretiminin optimizasyonu icin olusturulan ikinci dereceden polimial esitlik yardimiyla en
yiiksek nisin tretiminin 3,0 pg mL™ hemin, 8 g L™ h™* glukoz konsantrasyonlarinin beslenmesi
ve ortamda %40 ¢dzinmis oksijen miktarinin saglanmasi ile elde edilecedi belirlenmistir.
Aerobik solunuma tesvik edilen yari-kesikli fermentasyon (heminli yari-kesikli) ile hemin ve
oksijenin kullaniimadigi kontrol fermentasyonda (heminsiz yari-kesikli), Bolim 3.2'de
bahsedilen ¢alisma protokolii aynen takip edilmis, 24 saat fermentasyon gerceklestiriimistir.
Kontrol (heminsiz yari-kesikli) uygulamasinda hemin ve oksijen icermeyen, sadece
8 g L' h' glukoz beslemesi yapilan yari-kesikli fermentasyon sistemi kullanilmistir. Bu
sekilde optimizasyonu yapilan hemin ve ¢ézinmus oksijen miktarlarinin biyokuttle gelisimi ve
nisin Gretimi tGzerindeki etkileri ve farkhliklari belrilenmistir. Heminli ve heminsiz yari-kesikli
uygulamalarda gerceklestirilen fermentasyonlar boyunca belli saatlerde (O, 1, 3,5, 6,7, 8, 9,
11, 13, 15, 24 ) fermentasyon ortamindan érnekleme yapilmis ve her érnegin hiicre biyokutle
agirhgr (mg mL™) ve nisin dretim miktari (IU mL™) élctilmustir. Sekil 4.9A'da gorildigu gibi,
en yiiksek hiicre biyokiitle agirhgina (1,00 mg mL™) heminli yari-kesikli fermentasyonun 11.
saatinde ulasiimistir. Heminsiz yari-kesikli fermentasyonun ayni saatinde ise bu deger 0,55
mg mL" olarak élgulmiistir. Sonuc¢ olarak hiicre biyokitle agirhginda heminli yari-kesikli
fermentasyonun, heminsiz yari-kesikli fermenasyona kiyasla ayni fermentasyon saatinde
yaklasik 1,8 kat artis saglanmistir.

Sekil 4.10A’da, iki fermentasyonda ulasilan maksimum biyokitle agirhiginin dlguldigu
fermentasyon zamanlari kiyaslandiginda, heminli yari-kesikli fermentasyonda maksimum
hiicre biyokitle agirhgina (1,00 mg mL™) 11. saatte, hemin icermeyen kontrol grubunda ise
maksimum hiicre biyokiitle agirhgina (0,65 mg mL™) 15.saatte ulasiimistir Bu durum heminli
yari-kesikli fermentasyona ilave edilen heminin, L. lactis N8 susunda lag fazi icin gerekli
sureyi kisalttigina, diger yandan logaritmik Greme hizini artirdigina isaret etmektedir.

Lan vd. (2006) hemin iceren ve icermeyen aerobik ve anaerobik kesikli fermentasyon
ortamlarinda L. lactis LM0230 susunda ulasilan hiicre biyokutle agirliklari arasindaki farki
incelemislerdir. Maksimum hiicre biyokitle agirhigina (5,78 g L™) heminli aerobik kosulda
gerceklestirilen fermentasyon ortaminda ulasmislardir. Hemin iceren kesikli fermentasyon
ortaminda yapilan bir baska ¢alismada ise; L. lactis MG1363 susunda 5,250 (ODggo) hiicre
yogunluguna ulasiimistir. Ayni ¢calismada heminsiz ortamda yapilan kesikli fermentasyonda
absorbans degeri 2,600 (ODego) olarak dlgllmius ve calismada heminin hiicre biyokutle
yogunlugunu arttirdigi vurgulanmistir (Brooijimans vd. 2007). Nagayasu vd. (2007) L. lactis

ATCC 11454 susunu kullanarak hemin iceren ortamda yari-kesikli fermentasyonunu
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gerceklestirmisler ve bu fermentasyonun sonunda heminsiz yaptiklari fermentasyon
ortaminda ulastiklari hiicre biyokitle agirhgina oranla 1.6 kat daha fazla hiicre yogunluguna
ulastiklarini rapor etmislerdir. Bu literatir verileri ile sonuclar kiyaslandiginda calismada
ulasilan biyokitle artisinin paralel oldugu gortlmektedir. Diger yandan ayni literattrlerde de
ifade edildigi gibi hemin ilavesi hiicrelerin enerjetik seviyesini artirdigindan, hicrelerin daha
kisa lag fazi ve hizli logaritmik faz gecirmelerini saglamaktadir.

Heminli ve heminsiz yari-kesikli kosullarda gerceklestirilen fermentasyonda nisin uretim
miktarlari Sekil 4.10B’de gosterilmistir. Her iki fermentasyonda hicre agirhginin artisina
paralel olarak nisin dretiminde artis tespit edilmistir. Heminli yari-kesikli fermentasyonda
maksimum nisin Uretimine 11. saatte (5410 IU mL™), hemin icermeyen yari-kesikli
fermentasyonda ise 15. saatte (1711 IU mL™") ulasilmistir. Heminsiz yari-kesikli
fermentasyonun 11. saatinde &lciilen nisin tiretim miktari ise 702 IU mL™ olarak belirlenmistir.
Her iki fermentasyon uygulamasinda da maksimum nisin Uretim miktarina ulasildiktan sonra
diisiis gdzlenmis ve daha sonra heminli yari-kesikli fermentasyonda 4404 1U mL™, heminsiz
yari-kesikli fermentasyonda ise 1403 IU mL™ ile fermentasyon tamamlanmistir. Her iki
uygulamanin maksimum nisin Uretim miktarlari dikkate alindiinda heminli yari kesikli
fermentasyonda 3,1 kat daha fazla nisin Gretimine ulasiimistir.

Gelisme ortami i¢erisine hemin ilavesi yapilarak nisin tretiminin arastinldigi bir adet ¢alisma
bulunmaktadir. Nagayasu vd. (2007) tarafindan bu calismada kisaca 1,25 pug mi* hemin
ilavesi ile kesikli ve yari-kesikli mikroaerofilik fermentasyon denemeleri yapilmistir.
Fermentasyonlar sonucunda L. lactis ATCC11454 susunda laktat Uretiminin baskilandigi ve
sirasiyla kesikli ve yari-kesikli fermentasyonlardaki hiicre yogunlugunun 1,8 ve 1,3 kat arttigi
tespit edilmistir. Lakin ayni kosullarda bu hiicre tarafindan nisin tretiminde kesikli sistemde
cok dusuk miktarda artis belirlenirken, yari-kesikli sistemde artis olmadigi ifade edilmistir.
Calismada dikkati ceken 6nemli bir eksiklik yari-kesikli sistemi temsil eden ve hemin
kullaniimayan bir kontrol grubunun olmamasi ya da verilmemesidir. Bu nedenle bu ydnde
rapor edilen tek calisma olmasi itibari ile makalede ifade edilen hemin varliinda nisin
Uretiminin artmadigi hatta hicre yogunlugu ile nisin tretiminin iligkili olmadidi yargisi stiphe

uyandirmaktadir.
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Sekil 4.10 Heminli ve heminsiz yar kesikli fermentasyonda olusan huicre kuru agirhgi (A)

ve uretilen nisin miktari (B). Standart sapma %5’in altindadir.
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Heminli ve heminsiz yari-kesikli ydrttilen fermentasyonlarda ortamdaki rezidii glukozun
miktari Sekil 4.11'da verilmistir. Her iki uygulamada kesikli olarak yuritilen ilk 5 saat dilimde
ortamda ki seker miktari azalirken, 8 g L'* h'* besleme yapilmaya baslandiginda ortamdaki
rezidu glukoz miktan kismen artmis 9. saatten sonra fermentasyon ortamindaki rezidi glukoz
miktari sabitlenmistir. Sekil 4.10’da goruldugl gibi heminli ve hemimsiz yari-kesikli
fermentasyonlarda 9. saatten sonra rezidi glukoz miktari sirasiyla 13,80 mM ve 16,70 mM
olarak ol¢ulmastir. Bu sonug her iki fermentasyonda olusan hiicre agirliklar dikkate alinarak
degerlendirildiginde, heminli yari-kesikli fermentasyonda daha az rezidi glukozun bulunmasi
bu fermentasyonlarda daha yiksek oranda biyokitle olusumu ile iligkilidir. Ayrica ortama
hemin ilavesi glikolitik yolda karisik asit fermentasyona tesvik edilmesi dolayisiyla hiicrelerin
yuksek enerjetik seviyede olmasindan da ileri geldigi 6ne surelebilir. Benzer sekilde Duwatt
vd. (2011) yaptiklari calismada; L. lactis MG1363 susunu kullanarak gerceklestirdikleri kesikli
fermentasyonlarda; hemin iceren ortamda glukoz tlketiminin arttigini,  bunun
mikroorganizmanin sayisal artisi ve degisen metabolik yolundan ileri geldigini rapor
etmislerdir. Ayrica ¢alismada kullanilan glukoz konsantrasyonunda yapilan optimizasyonu
sayesinde; ortama beslenen glukoz ile L .lactis N8 tarafindan tiketilen glukoz miktar
dengeye ulasmistir. Bu sayede ortamda artan bir rezidi glukoz konsantrasyonu
gozlemlenmemis, fazla miktardaki substrat konsantrasyonunun neden olabilecegi geri yonlu

inhibisyonun da 6niine gecilmesi saglanmistir.
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Sekil 4.11 Heminli ve heminsiz yari-kesikli fermentasyonda ortamdaki rezidu glukoz miktari.

Standart sapma %°5'in altindadir.
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Heminli ve heminsiz yari-kesikli fermentasyon siresince toplanan drneklerde bulunan laktik
ve asetik asit konsantrasyonlari dlcilmus Sekil 4.12A ve B’de go6sterilmistir. Heminli yari-
kesikli fermentasyonda fermentaasyonun ilk 9 saatinde ortamdaki laktik asit miktar artmis,
daha sonraki stirede yatay bir seyir izlemistir. Buna gore heminli yari-kesikli fermentasyonda
maksimum 5600 ppm laktik asit Oretilmis, daha sonraki saatlerde 4950 ppm degerine
duserek sabit dretim gerceklesmistir. Heminsiz yari-kesikli fermentasyonda ise 24 saat
fermentasyon sirecinde laktik asit birikimi artmistir. Fermentasyon sonunda ortamda biriken
laktik asit konsantrasyonu 18030 ppm olarak olcilmustir. Heminli  yari-kesikli
fermentasyonun sonunda toplam laktik asit konsantrasyonu, heminsiz yari-kesikli
fermentasyona oranla % 74 oraninda disik bulunmustur. Ayni sekilde tim fermentasyon
saatlerinde ise ortalama % 48 dusuk oldugu belirlenmistir. Bu durum hemin iceren yari-kesikli
fermentasyon ortaminda L. lactis N8 susunda aerobik solunumla birlikte metabolik yolun
karisik asit fermentasyonuna donisiminden kaynaklanmistir. Dolayisiyla bu sonug sistemin
basarili bir sekilde ortamda laktat birikimini engelledigini gdstermistir.

Diger taraftan Sekil 4.12B’de gorulduglu gibi heminli yari-kesikli fermentasyonda
fermentasyonun basindan itibaren ortamda lineer asetik asit birikimi gdzlenmistir. Buna
karsin heminsiz yari-kesikli fermentasyonda ise tim fermentasyon siresince asetik asit
Uretimi tespit edilmemistir. Heminli yari-kesikli fermentasyonda fermentasyon sonunda 2470
ppm asetik asit birikmistir. Bu sonu¢ heminli yari-kesikli fermentasyonda L. lacits N8 susunda
laktik asit Uretimi bakilanarak, metabolik yolun karisik asit fermentasyona ydnlendirildiginin
bir kanitidir.

Yari-kesikli fermentasyonda solunumun hemin ile tesvik edildigi L. lacits N8 susunda laktik ve
asetik asit trtimi ve oranlari literatur verileri ile paraleldir. Koebmann ve arkadagslarinin (2008)
yaptiklari calismada solunumun hemin ile tesvik edildigi L. lactis MG1363 susunun kesikli
fermentasyonunda laktik asit konsantrasyonu 1,43 mol glukoz mol®, heminsiz calisilan
fermentasyon ortaminda ise 1,75 mol glukoz mol™* tespit edilmistir. Dijer yandan hemin
varliginda tretilen asetik asit konsantrasyonun (1,75 mol glukoz mol™) da kontrole (0.97 mol
glukoz mol™) oranla artis elde edilmistir. Papagianni ve arkadaslar tarafindan (2007) yapilan
bir baska calismada ise; L. lactisin hemin iceren kesikli ve yari kesikli fermentasyonlarinda
anaerobik kosullarda uretilen laktat, asetat konsantrasyonlari sirasi ile 92,3 £ 1,3 mol glukoz
mol?, 1,5 + 0,1 mol glukoz mol™? iken, aerobik kosullarda bu degerler 91,0 + 1,5 mol glukoz

mol™ ve 3,2 + 0,5 mol glukoz mol™* olarak &lguilmustiir.
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Sekil 4.12 Heminli ve heminsiz yari kesikli fermentasyonda L. lactis N8 susu tarafindan

uretilen laktik asit (A) ve asetik asit (B) miktari. Standart sapma %5’in altindadir.
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5. GENEL SONUC VE ONERILER

Bu calismada, nisin Ureticisi L. lactis N8 susunda yari-kesikli fermentasyon ortamina hemin
ve oksijen ilavesi yapilarak aerobik solunum tesvik edilmis, s6z konusu sistemde glukoz,

hemin ve ¢6ziinmus oksijen konsantrasyonu dikkate alinarak optimize edilmistir.

Calisma sonucunda hemin iceren yari-kesikli fermentasyon sisteminde énemli biyokutle artisi
saglanmis bununla birlikte nisin Gretimi hemin ilave edilmeyen fermentasyon sistemlerine
kiyasla 3.1 kat artinlmistir. Optimum degerlerde gercgeklestirilen yari-kesikli fermentasyonda
5410 IU mL* maksimum nisin Uretimine ulasilirken, hemin icermeyen kontrol
fermentasyonda ise 1711 IU mL™ nisin Gretilmistir. Bu sonug nisin Gretiminin maliyetinin
dusurilmesi acgisindan onemli bir adimdir. Bugiine kadar sirdirilen calismalarda nisin
dretiminin artinimasi amaciyla rekombinant uygulamalar yapimigstir. S0z konusu bu
calismada herhangi bir rekombinasyon isleminin uygulanmamasi, 0Ozellikle rekombinant
uygulamalara ve bunlarin Utrlnlerine karsi olusan tepki dikkate alindiginda hemin iceren
ortamda nisin dretim sistemi dnemli bir alternatiftir. Ayrica proje sonuclari rekombinant
uygulamalar yapilmadan nisin Ureticisi suslarda nisin Gretiminin artiralabilecegini, 6zellikle
metabolik yol dizenlenmesi ile olumlu sonuclarin alinabilcegine isaret etmistir. Bu nedenele

bisin Gretiminin gelistiriimesinde metabolik yolun diizenlemesi ciddiye alinmalidir.

Hemin ile aerobik solunum tesvik edilmesi L. lacits suslarinda 6nemli oranda biyokiitle
artisini saglamaktadir. Calismada da gosterildigi gibi biyokltle artisi ile nisin Gretimi dnemli
Olctiide artmistir. Dolayisiyla nisin Uretiminin biyokutle miktar ile iligkili oldugu bir kez daha
ortaya cikmistir. Bu calisma ile nisin dretiminde yiksek hacimlere ulsabilmenin biyokitle
artisi ile saglanabilecegi gorulmustir. Bu ¢alismanin 1siginda planlanacak ileri projelerde bu

husus dikkate alinmalidir.

Hemin iceren yari-kesikli fermentasyon ortaminda nisin dretiminin optimizasyonu bu calisma
ile ilk defa basariimistir. Ayrica L. lactis suslarinda heminin biyokutle artisi sagladigina iliskin
cesitli calismalar mevcuttur. Lakin en yiksek biyokitle miktarina ulasmak icin gereken hemin
konsantrasyonun belirlenmesi ve optimizasyonuna yonelik calisma mevcut degildir.
Calismada en yiksek nisin tretimi ve biyokiitle i¢in kullanilacak hemin, glukoz ve ¢6zinmus
oksijen konsasntrasyonlari cevap ylzey yontemi ile basariyla modellenmistir. Dolayisiyla stz
konusu sistemde endustriyel boyutta kullanilabilecek matematiksel model elde edilmigtir.
Diger yandan, endustriyel uygulamalarda kullanilacak substratlarin veya faktorlerin etkisinin
belirlenmesinde cevap ylzey modelinin kullanilabilecedi bu calismanin sonuglarn 1siginda

onerilebilir.
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